NOWOCZESNE METODY MIKROSKORPII
OPTYCZNEJ W BADANIACH
UKLADOW BIOLOGICZNYCH

STRESZCZENIE:

Przeprowadzono doswiadczenie majgce na celu poréwnanie dwoch roznych rodzajow mikroskopii - jasnego pola
oraz réznicowo - interferencyjnej. Wykonano rowniez pomiary wielkosci komorek drozdzy oraz drozdzakow -
Saccharomyces Boulardii - za pomocg mikroskopii roznicowo - interferencyjnej. Potwierdzono teoretyczne
zatozenie, ze drozdze sg wieksze od Saccharomyces Boulardii. Do obserwowania probek i zapisywania zdjec
wykorzystano kamere cyfrowg oraz oprogramowanie komputerowe - CellSens Dimension.
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1. MIKROSKOPIA JASNEGO POLA

Polega na oswietlaniu preparatu wigzkg swiatta i roznicy w odbijaniu jej przez rozne elementy danej probki. Za
pomocg oswietlacza Becka czyli szklanej, potprzezroczystej ptytki ustawionej pod katem 45° do osi optyczne;
obiektywu mikroskopu, preparat jest oswietlony wigzkg prostopadtg do jego powierzchni. Powstaje obraz ptaski z
waskimi i ostrymi konturami szczegotow. Zaletg tej metody przy uzyciu oSwietlacza Becka jest przede wszystkim
petne wykorzystanie apertury mikroskopu, co skutkuje bardzo dobrg zdolnoscig rozdzielczg. Jednak fakt, ze
uzywana jest ptytka potprzezroczysta powoduje duze straty Swiatta - mniejsza jasnoSC | kontrast obrazu.
Konieczne jest takze uzycie silnych zrodet np. lampy ksenonowe,.

Gdy zamiast oswietlacza Becka uzyje sie oswietlacza Nacheta - pryzmat - powstaty obraz ma wiekszy kontrast i
jestduzo jasniejszy. Wadg tego rozwigzania jest jednak pogorszenie zdolnosci rozdzielczej.

2. MIKROSKOPIA ROZNICOWO - INTERFERENCYJNA

Na polaryzator pada wigzka $wiatta i zostaje spolaryzowana pod katem 45°. Pada ona na pryzmat i nastepuje
rozszczepienie na dwie sktadowe, ktore po przejsciu przez kondensator sg do siebie rownolegte, a odlegtosc
miedzy nimi nie przekracza zdolnosci rodzielczej. Ze wzgledu na rozng gruboscC probki sktadowe wigzki
przebywajg rézng droge optyczng . Sg one skupiane przez obiektyw, a kolejny pryzmat powoduje rekombinacje
obu sktadowych. Aby doszto do interferencji nalezy przeprowadzi¢ wigzki przez analizator, ktory sprowadzi
drgania ich po6t elektromagnetycznych do jednej ptaszczyzny oraz osi. Otrzymany obraz charakteryzuje sie
roznym natezeniem oswietlenia ze wzgledu na rézne grubosci probki w roznych miejscach oraz ze zmianami
wspotczynnika ztamania. Metodata w petni wykorzystuje aperture obiektywu oraz eliminuje efekt halo.
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Wyniki:
1. Porownanie mikroskopii jasnego pola oraz mikroskopii roznicowo - interferencyjne;j.

Na Rysunkach 1 - 2 przedstawiono zdjecia tych samych struktur wykonanych za pomoca
mikroskopii jasnego pola oraz mikroskopii réznicowo interferencyjnej. Na zdjeciu
wykonanym za pomocg mikroskopii roznicowo - interferencyjnej obiekt sprawia wrazenie
trojwymiarowego, co nie oddaje rzeczywiste] geometrii obiektu. W odroznieniu od innych
technik mikroskopii (np. jasnego pola) eliminowany jest efekt halo, ktory utrudnia
interpretacje uzyskanego obrazu. Mikroskopia réznicowo - interferencyjna jest uzywana,
gdy nie ma roznic absorpcji w roznych elementach preparatu, tylko roznig sie one gruboscig
R une2 ca se"a ol czy wsp()’rczynniki_em za’fam_ani_a_. W mikroskopii jasnego polg prgparaty !:_)rz,e_ir(_)czyste
Emybryo Sec‘_mﬁkmskopia obserwowane sg jako gtadkie i jednolite, a przy wykorzystaniu mikroskopii réznicowo -

réznicowo - interferencyjna x10  interferencyjnej pojawia sie zarys.

2. Porownanie wielkosci drozdzy oraz Saccharomyces Boulardii
Wykonano zdjecia drozdzy i Saccharomyces Boulardii- Rysunek 3 - 4. Zdjecia wykonano za pomocg mikroskopii roznicowo - interferencyjng poniewaz,
jak wspomniano wczesniej, uzywa sie tej metody do obserwowania przezroczystych preparatow. Zmierzono rozmiary obu rodzajow komorek, a wyniki
przedstawionow Tabeli 1. Wyrazone sg one w pixelach do kwadratu. Komorki drozdzy sg wyraznie wieksze od Sacchromyces Boulardii.
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Tabela 1. Poréwnanie wielkos¢i drozdzy oraz

Rysunek 4. Zdjecie Saccharomyces Boulardii -
Saccharomyces Boulardii.

mikroskopia réznicowo - interferencyjna

Rysunek 3. Zdjecie drozdzy - mikroskopia
réznicowo - interferencyjna

Podsumowanie:
Mikroskopia jasnego pola rozni sie od mikroskopii roznicowo - interferencyjnej przede wszystkim tym, ze metoda jasnego pola wykorzystuje réznice absorpcji w
roznych miejscach preparatu. Sprawia to, ze gdy wszystkie elementy probki posiadajg identyczng absorpcje, to obserwowany obraz jest gtadki i bez zarysu. Natomiast
wykorzystujgc mikroskopie réznicowo - interferencyjng w tych warunkach, przy wystepowaniu réznicy w grubosci elementow preparatu obserwowany jest wyrazny
zarys. Dlatego te metode wykorzystano do wyznaczenie wielkosci drozdzy i Saccharomyces Boulardii. Potwierdzono, ze drozdze sg wieksze od Saccharomyces.
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