0 5.1. Skalowanie mikroskopu i pomiar wymiarow geometrycznych matych
obiektow

INSTRUKCJA WYKONANIA ZADANIA

Obowigzujgce zagadnienia teoretyczne:

Prawo odbicia i zalamania §wiatta, wspotczynnik zatamania $wiatta.
Soczewki i powstawanie obrazéw w soczewkach

Budowa mikroskopu: okular, obiektyw, sruba makro- i mikrometryczna itp...
Zasada dziatania mikroskopu i powstawanie obrazu w mikroskopie
Skalowanie mikroskopu

Parametry charakteryzujace mikroskop

ocoakrwndE
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Zestaw do wykonania ¢wiczenia zawiera:

- Mikroskop dwuokularowy Delta Optical Genetic Pro z wbudowang kamerg USB
- Zestaw obiektywodw o réznym powiekszeniu: 4x, 10x, 40x, 60x,

- Skale wzorcowg mikrometryczng (1 dziatka = 0,01 mm)

- Komputer PC z zainstalowanym oprogramowaniem Scope Image

- Zestaw preparatéw do badan
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Rys.1 Budowa mikroskopu

Wykonanie zadania:

Aby w dalszej czesci mozliwe byto wykonanie pomiaréw oglgdanych matych przedmiotéw, przeprowadza sie.
procedure skalowania (kalibracji) dla kazdego obiektywu osobno,

a) Skalowanie/kalibracja mikroskopu
UWAGI:

e W zespotach 2-osobowych 1 osoba skaluje 2 obiektywy (x4 i x40), druga osoba dwa inne (x10 i x60).

o W zespole 1-osbowym student skaluje obiektywy x10 i x40

e Przy ustawianiu ostrosci obraz na monitorze wystepuje niewielkie opdznienie, wiec wszelkie manipulacje
nie powinny by¢ wykonywane gwattownie.

e  Wszelkie manipulacje srubg makro- i mikrometryczng mikroskopu powinny byé prowadzone bardzo
ostroznie. Zwtaszcza przy zblizaniu stolika z preparatem do obiektywu nalezy uwaza¢ aby nie zniszczy¢
szkietka preparatu.

e Jesli na danym obiektywie ustawiony jest ostry obraz przedmiotu, to zmieniajgc powoli i ostroznie
obiektyw na inny nie zaczepimy nim o przedmiot (chociaz przy wzroscie powiekszenia obiektyw zbliza sie
bardzo do przedmiotu), a otrzymany obraz wymaga tylko matego wyostrzenia srubg mikrometryczna.

e  Wszystkie oglgdane przedmioty powinny znajdowac sie po gornej stronie szkietka podstawowego,
poniewaz przy duzych powiekszeniach obiektyw znajduje sie bardzo blisko przedmiotu, blizej niz wynosi
grubosé szkietka podstawowego (wszystkie opisy preparatéw powinny znajdowac sie na gorze)



Wiaczyé komputer oraz mikroskop

Uruchomi¢ program Scopelmagr 9.0 (skrét na pulpicie)

Ustawic¢ obiektyw x4

Zamocowac skale mikrometryczng do stolika mikroskopu (1 dziatka = 0,01 mm)

Ustawienie ostrosci skali - rozpoczynamy od opuszczenia stolika i powoli podnosimy go Srubg
makrometryczng. Skala znajduje sie w srodku grubego czarnego pierscienia, co utatwia znalezienie je;.
Wdwczas obiektyw x4 znajduje sie w odlegtosci ok. 17 mm od przedmiotu. Za pomocg Sruby
mikrometrycznej nalezy ustawic precyzyjnie ostros¢ przedmiotu.

6. Klikna¢ na ikone Kalibracja

a. Przycisk Add

b. Wpisaé Name - oznaczenia obiektywu, swoje inicjaty oraz kolejng liczbe naturalng (np.: 4x-WB1)

c. Wybrac jednostki (Unit) - pm (mikrometry)

d. Odcinek, ktory pojawit sie w lewym gérnym rogu nalezy przeciggna¢ (za znaczniki na jego poczatku i
koncu) tak, aby obejmowat duzg liczbe dziatek skali - im wieksza liczba tym doktadniejsza kalibracja.
Wopisac dtugos¢ odcinka (Length) w um (liczba dziatek x 10 um)

f. Ok - program obliczyt parametr kalibracji (Value), tzn. odlegtos¢ w mikrometrach punktow na

ogladanym przedmiocie odpowiadajaca odlegtosci 1 piksela na ekranie
7. Procedure kalibracji (pkt. 6) powtdrzy¢ 10-krotnie wpisujgc w nazwie kolejng liczbe naturalng,
8. Spisac wszystkie uzyskane parametry kalibracji dla danego obiektywu
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L.p. Parametr Srednia wartos¢ Odchylenie
kalibracji parametru standardowe
[um/piksel] [um/piksel] [um/piksel]
1
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9. Zmieni¢ obiektyw, uzyskac ostry obraz skali i powtdrzy¢ czynnosci z pkt. 6 -8.

10. Po przebadaniu wszystkich obiektywoéw i spisaniu parametréw kalibracji przechodzi sie do kolejnego
zadania.

UWAGA - nie naciska¢ przycisku Importuj , gdyz w pewnych warunkach moze to spowodowac¢ wykasowanie

wszystkich parametréw kalibracji.

b) Pomiar wymiaréw geometrycznych matych przedmiotow

UWAGI:

e Przy pomiarach i zmianie obiektywu nalezy zawsze wybraé parametr kalibracji wyznaczony dla danego
obiektywu i najblizszy wartosci $redniej obliczonej z 10 uprzednio wykonanych pomiaréw

e Obiektyw nalezy dobrac tak, by przedmiot ogladany na ekranie byt duzy.

b1) Pomiar $rednicy drucika:
Jedna osoba wybiera jeden preparat o numerze od 1 - 3, druga osoba jeden preparat o numerze 4 - 6.

11. Zainstalowac wybrany preparat na stoliku mikroskopu, znalez¢ jego obraz na obiektywie x4, a nastepnie
dobra¢ obiektyw dla uzyskania duzego powiekszenia.

12. Ustawié ostrosc¢ - w przypadku drucika oznacza to ostrg granice na brzegach drucika

13. Sprawdzié, czy parametr kalibracji jest odpowiednio dobrany.

14. Nacisngc¢ ikone Pomiar liniowy

15. Zmierzy¢ 10-krotnie Srednice drucika - przesuwajgc myszg od brzegu do brzegu przy wcisniety lewym

klawiszu myszy. Nalezy to czyni¢ w réznych miejscach preparatu, réwniez przesuwajac stolik. Odpowiednie

odlegtosci w um pojawia sie obok zaznaczonych odcinkdw.
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16. Spisac¢ wszystkie 10 wartosci Srednicy , a nastepnie dla usuniecia widoku pomiaréw wcisng¢ ikone Kasuj
wszystkie pomiary

L.p. | Srednica drucika Srednia warto$¢ érednicy Odchylenie standardowe
[um] (um] (um]
1
10

b2) Pomiar $rednicy wtosa:

17. Na pustym szkietku podstawowym (ok. 3cm x 8 cm) uprzednio zainstalowanym w stoliku mikroskopu
potozy¢ swéj wtos o dtugosci ok. 2 cm i przykry¢ go szkietkiem przykrywkowym (bardzo cienkie o
wymiarach ok. 3cm x 3cm)

18. Powtdérzy¢ czynnosci z pkt. 11 - 16 (kazdy student mierzy swoje wiosy)

L.p. Srednica wlosa Srednia warto$¢ érednicy Odchylenie
[um] [um] standardowe [um]
1
10

b3) Pomiar promienia krzywizny (petli, promienia kulki, promienia otworu - do wyboru)

19. Wybraé jeden preparat (nr 11 - 14) i uzyska¢ odpowiedni obraz w mikroskopie.

20. Klikng¢ ikone Pomiar okregu

21. Narysowac okrag pokrywajacy sie z zakrzywiong powierzchnig. Dla petli nalezy wyznaczy¢ krzywizne
wewnetrzng, zewnetrzng oraz grubos$é drutu. Odpowiednie wymiary pojawig sie obok okregu.

22. Pomiary powtdrzy¢ 3-krotnie

b4) Analiza obrazow gotowych preparatow materiatéw biologicznych

Do dyspozycji sg trzy preparaty. Obserwacje nalezy rozpoczynaé wykorzystujac obiektyw 4x nastepnie 10x itd.
az do uzyskania optymalnego powiekszenia.

Program automatycznie dobiera jasno$¢ obrazu, ale przy zmianie obiektywu zachodzi konieczno$é recznej
zmiany natezenia o$wietlenia za pomocga odpowiedniego pokretta.

Nr 4 —igta sosny. ldgc od zewnatrz: skérka z aparatami szparkowymi, kolenchyma, miekisz
asymilacyjny z kanatami zywicznymi (wybarwiony na czerwono), miekisz bezzieleniowy i wigzka
przewodzgca (niebieski)

Nr 7 —todyga stonecznika: epiderma, kora pierwotna, wigzki przewodzace, rdzen

Nr 31 — mréwka. Wyznaczy¢ srednice czutek.

Nr - obejrzyj brzeg rowno przycietej kartki

23. Na koniec éwiczenia usung¢ pojedynczo wszystkie wyznaczone i zapisane parametry kalibracji — kalibracja /
zaznaczy¢ / delete

24. Analiza niepewnosci pomiarow - dla pomiarow powtarzanych 10-krotnie nalezy wyznaczy¢ odchylenie
standardowe, odch. std. sredniej, oraz niepewnos¢ wzgledna.
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