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Cw. 9. Skalowanie mikroskopu i pomiar matych przedmiotéw

Wprowadzenie

Mikroskop jest przyrzadem optycznym dajacym znaczne powickszenia matych przedmiotow
poprzez zwigkszenie kata widzenia tych przedmiotow znajdujacych si¢ blisko oka w odlegtosci
,dobrego widzenia”. Sktada si¢ on z dwoch optycznych uktadow zbierajacych: obiektywu i1 okularu.
Obiektyw wytwarza obraz rzeczywisty, powickszony i odwrdocony przedmiotu umieszczonego
W poblizu ogniska. Obraz ten, ogladany przez okular, ktory dziala jak lupa jest jeszcze raz
powickszony. Ostateczny obraz widziany przez oko jest wigc obrazem odwrdconym i urojonym.
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Rys. 1. Schemat powstawania obrazu w mikroskopie: P — przedmiot (strzatka); O1, Oz — obrazy; F1, F2” — ogniska
obiektywu; F, — ognisko okularu.

Aby wyznaczy¢ powigkszenie mikroskopu postuzymy sie¢ uproszczong konstrukcjg powstawania
obrazu z wykorzystaniem optyki geometrycznej, przedstawiong na rysunku 1. Przedmiot P
0 wysokosci h ogladany przez mikroskop umieszcza si¢ w odleglosci X nieznacznie wiekszej od
odlegtosci ogniska F1. Powstawanie obrazu O; wytwarzanego przez obiektyw (traktowany tutaj jak
cienka soczewka skupiajgca) opiszemy analizujgc promienie wychodzace z grotu strzatki P, ktorych



bieg znamy. Promien @ biegnacy rownolegle do osi optycznej, po przejsciu przez obiektyw
pobiegnie przez ognisko Fi’. Promien @ przechodzacy przez $rodek obiektywu nie zmieni
kierunku. Natomiast promien @, ktory najpierw przechodzi przez ognisko F1, po przejsciu przez
obiektyw bedzie biegt rownolegle do osi optycznej. Wszystkie trzy promienie przetng si¢ W jednym
punkcie wytwarzajac grot strzalki w obrazie Oi1. Analogicznie pozostate promienie wychodzace
z przedmiotu P beda si¢ przecina¢ i wytwarza¢ obraz calej strzalki o wysokosci h1 w miejscu
oznaczonym na rysunku 1 jako O1. Dtugos¢ tubusa L, czyli odlegto$¢ obiektywu od okularu jest tak
dobrana, ze powigkszony, odwrocony i rzeczywisty obraz O: powstaje migdzy okularem
i ogniskiem F2, bardzo blisko tego ogniska.

Poniewaz obraz O: w stosunku do okularu znajduje si¢ w odleglosci S mniejszej niz jego
ogniskowa fok (ogniskowa — odlegto$¢ ogniska od srodka soczewki), wiec okular dziata tak jak lupa.
Promienie $wietlne przechodzg przez okular, ktory wytwarza dodatkowo powigkszony, pozorny
obraz Oz - widziany przez obserwatora w odlegtosci dobrego widzenia d (dzigki wtasnosciom oka
skupiajacym promienie $wietlne).

Powigkszenie mikroskopu jest definiowane jako stosunek wielkosci obrazu Oz do wielkosci
przedmiotu P, a z prostych przeksztalcen wynika, ze jest ono réwne iloczynowi powigkszen

obiektywu i okularu (1):
h2 h2 hl
L L B 1
hl h pob pok ()

gdzie: pok , pob — odpowiednio powigkszenie okularu i obiektywu. Z podobienstwa trojkatow
powiekszenie obiektywu jest rowne:
h, L-s

L
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Mozna zastosowaé to przyblizenie, gdyz: 1) przedmiot znajduje si¢ w odleglosci x tylko
nieznacznie wigkszej od ogniskowej obiektywu, wigc X = fon, oraz 2) odlegtos$¢ s jest nieznacznie
mniejsza od ogniskowej okularu, ktora jest mata w poréwnaniu z dtugoscig tubusa, zatem L - s =~ L.
Nalezy zaznaczy¢, ze z uwagi na czytelno$¢ rysunku 1, nie wszystkie proporcje zostaly na nim
zachowane. Powigkszenie okularu, traktowanego jako lupy stuzacej do powigkszenia obrazu O jest
rowne:

d
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d
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gdzie d - odlegtos¢ dobrego widzenia, ktora dla wigkszosci ludzi wynosi okoto 25 cm. Ostatecznie,
na podstawie wzordéw (1), (2) i (3) mozna napisac:
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Zatem powigkszenie mikroskopu optycznego jest proporcjonalne do dlugosci tubusa i1 odwrotnie
proporcjonalne do iloczynu ogniskowych obiektywu i okularu. Powigkszenia tego nie mozna jednak
zwigksza¢ do dowolnie duzych wartosci, gdyz z czasem zaczynajg si¢ ujawnia¢ efekty dyfrakcyjne
I interferencyjne zwigzane z falowa naturg $wiatla. Przy pomocy dobrej klasy mikroskopu
optycznego mozna uzyskac¢ powigkszenie rzedu 2000 razy.

Wielkos$cia charakteryzujaca mikroskopy pod wzgledem mozliwo$ci rozrozniania elementéw
badanego preparatu jest tzw. zdolnosé rozdzielcza z mikroskopu:

Z=—" ()



gdzie dmin jest najmniejszym rozmiarem przedmiotu, ktory moze rozr6zni¢ mikroskop. Na
ogladanym przedmiocie nastgpuje ugiecie promieni $wietlnych, tak jak w szczelinach siatki
dyfrakcyjnej. Szczegdty preparatu dostrzezemy tylko wtedy, gdy do obiektywu trafi oprocz wigzki
nie ugigtej (wigzka centralna) co najmniej jedna wigzka ugicta, wytwarzajaca jasny obraz
pierwszego rzedu (rys. 2).

preparat

Rys. 2. Przypadek, gdy do mikroskopu dochodzi oprocz wigzki centralnej
a dochodzi wigzka pierwszego rzedu b ugieta pod katem o

Na podstawie zalezno$ci opisujacej siatke dyfrakcyjng: d-sina = A, gdzie: d — stata siatki
(w naszym przypadku d = dmin ), « - kat ugiecia wigzki Swiatta pierwszego rzedu, A - dtugos¢ fali
padajacego $wiatla, otrzymujemy:

d -+ (6)

" sin g
Podstawiajac zalezno$¢ (6) do zwiazku (5) otrzymujemy:

sin o
Z=—+-. 7
; U
Zdolno$¢ rozdzielcza mozemy zwigkszy¢ zmniejszajac diugos¢ fali. Jezeli zatem miedzy
obiektyw i obserwowany przedmiot wprowadzimy o$rodek (ciecz immersyjng) o wspotczynniku
zalamania n wzgledem powietrza, to do zalezno$ci (7) trzeba wprowadzi¢ zamiast A zmieniong

dhugos$¢ fali A1 (A1 = A/n); otrzymujemy wowczas
n-sin a
=
A

(8)

Z powyzszej zaleznosci wida¢, ze zdolno$¢ rozdzielcza zalezy od wyrazenia n-sinca, ktore jest
zwigzane z parametrami obiektywu 1 nazywa si¢ aperturg numeryczng A:

A=nsinc. %)

Obiektyw mikroskopu jest ztozony jest z uktadu wielu soczewek eliminujgcych wady optyczne,
ktore uwydatniajg si¢ wowczas gdy z preparatu do obiektywu dochodzi rozbiezna wigzka $wiatla.
O jakosci mikroskopu decyduje zwlaszcza jakos¢ obiektywu. Przyktadowy przekrdj obiektywu oraz
jego fotografie wraz z oznaczeniami przedstawia rysunek 3ab.

Budowa okularu mikroskopu jest o wiele prostsza niz budowa obiektywu. Najczescie]
stosowanym jest okular typu Huygensa (rys. 4), ktory zbudowany jest z tubusa wyposazonego
w dwie soczewki zbierajace. Czesto wewnatrz tubusa okularu umieszczona jest przezroczysta



plytka z naniesiong podziatka zwana skalg okularowg. W nowoczesnych mikroskopach czesto
zamiast okularu stosujemy kamer¢ cyfrowa podtaczong do komputera.
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Rys.3. a) Przekroj obiektywu planachromatycznego. b) Widok obiektywu achromatycznego
0 powigkszeniu 40x, aperturze numerycznej 0,65 stosowanego do mikroskopu z tubusem
0 dtugosci 160 mm. Maksymalna grubos¢ szkielka nakrywkowego (przykrywajacego

preparat) 0,17 mm.

tubus

Rys. 4. Przekrdj okularu typu Huygensa: a i b — soczewki ptasko-
wypukle, € — przestona z umieszczong skala.

Bardzo wazne w mikroskopie jest odpowiednie o$wietlenie preparatu, dlatego tez stoliki
mikroskopéw wyposazone sg w soczewki (kondensory) i przestony pozwalajace odpowiednio
o$wietli¢ (najczes$ciej od spodu) ogladany preparat. Mikroskopy wyposazone sa w lampke
oswietlajacg lub w zwierciadetko pozwalajace kierowac na preparat wigzke Swiatla zewnetrznego.
Budowe zewngtrzng mikroskopu przedstawia rysunek 5.

Ok

Rys. 5. Budowa mikroskopu optycznego (objasnienie w tekscie).



Mikroskop sktada si¢ ze statywu (St), tubusa (T), w ktorym osadzony jest okular (Ok). Uchwyt
rewolwerowy (Ur) pozwala na obrotowe ustawienie zadanego obiektywu (Ob). Na stoliku
przedmiotowym (S) umieszczamy szkietko z preparatem. Szkietko przytrzymywane jest za pomoca
klipsoéw (K). Preparat os$wietlany jest od spodu za pomocag zrodta $§wiatta (Zs) w postaci
elektrycznej lampki, ktora przymocowana jest do podstawy (P). Zamiast lampki czesto stosuje si¢
zwierciadetko. Swiatlo, zanim trafi na preparat, przechodzi przez przestone z kondensorem (PK),
gdzie odbywa si¢ regulacja jego intensywnosci. Sruba makrometryczna (Ma) stuzy do oddalania lub
przyblizania stolika od obiektywu regulujac tym samym zgrubnie ostro$¢. Do doktadnego
ustawienia ostro$ci stuzy §ruba mikrometryczna (Mi).

Metoda pomiaru

Aby dokonywa¢ pomiaréw rozmiarOw preparatdw za pomoca mikroskopu nalezy zastosowaé
okular wyposazony w podziatke. Podziatka ta musi by¢ odpowiednio wyskalowana. Skalowania
podziatki okularowej dokonujemy umieszczajagc na stoliku przedmiotowym w miejscu preparatu
tzw. skale mikrometryczng, ktora ma dlugos¢ 1 mm i jest podzielona najczesciej na 100 czeSci.
Postepujemy tak, aby przez mikroskop widzie¢ jednocze$nie dwie skale umieszczone rownolegle
wzgledem siebie, jedna pod druga. Ponadto polozenia skal dobieramy w ten sposob, aby uzyskac
dwa miejsca, w ktorych kreski podziatki okularu pokrywaja si¢ z kreskami skali mikrometrycznej.
Pomiar jest tym doktadniejszy im dluzszy odcinek skali przyjmiemy. Najlepiej przyja¢ maksymalna
dlugo$¢ jednej z podziatek (tej, ktora jest mniejsza w polu widzenia). Stata podziatki skali
okularowej, czyli jakiej czeSci milimetra odpowiada jedna dziatka okularu, obliczamy wedtug
wzoru (10):

n

k 1005 [mm], (10)
gdzie: k — stala podziatki; b — liczba dziatek skali okularowej; n - liczba dziatek skali
mikrometrycznej.

Przyktad wyznaczania n oraz b dla skali okularowej majacej 100 dziatek oraz skali
mikrometrycznej majacej 100 dziatek/1 mm przedstawia rys. 6. W tym wypadku mozna przyjaé np.
b =100 i n = 63 (pomiar najdoktadniejszy) lub b = 70 i n = 44. Uwaga: w opisywanym
przyktadzie, gdy widoczna skala mikrometryczna byta by mniejsza niz skala okularowa, wowczas
ton>b.

skala okularowa
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Rys. 6. Przyktad widoku dwoch skal pod mikroskopem.

Znajac wartos¢ Kk  mozemy, dla tego samego okularu i obiektywu, dokona¢ pomiaru
interesujacego nas preparatu W tym celu zamiast skali mikrometrycznej umieszczamy pod
obiektywem dany preparat i okreSlamy zadany wymiar preparatu w dziatkach okularu. Jezeli
przyjmiemy, ze liczba dziatek okularu okre$lajaca rozmiar preparatu wyniesie 2z, t0 rozmiar
preparatu w milimetrach wyniesie:

l=k-z. (11)



Wykonanie ¢wiczenia

1. Na stoliku przedmiotowym umiesci¢ badany przedmiot w postaci cienkiego drucika
zatopionego w plytce.

2. Umiesci¢ okular z podziatkg w tubusie mikroskopu oraz obracajgc uchwyt rewolwerowy

nastawi¢ zadany obiektyw, przy czym powigkszenie mikroskopu nalezy dobrac¢ tak, aby

widoczny przedmiot mogt by¢ zmierzony mozliwie doktadnie.

Zmierzy¢ $rednic¢ drucika wyrazong w liczbie dziatek okularu z.

4. Pomiaru $rednicy dokona¢ co najmniej trzykrotnie dla takiej samej kombinacji okular-

obiektyw, o ile prowadzacy ¢wiczenia nie zaleci inacze;.

Wyjaé badany przedmiot i W jego miejsce umiesci¢ skale mikrometryczng.

6. Uzywajac tej samej pary okular-obiektyw, ktorg mierzylismy badany przedmiot, ustawic

ostros¢ i potozenie skali mikrometrycznej i okresli¢ liczbe dziatek skali okularowej b oraz

odpowiadajacag jej liczbe dziatek skali mikrometrycznej n.

Wyliczy¢ statg dziatki okularu k ze wzoru (10).

Za pomoca wzoru (11) dokona¢ obliczen $rednicy probki | .

Pomiary wpisa¢ do tabeli, obliczajac takze $rednig warto$¢ |.

0. Niepewnos$¢ pomiarowa wielkosci | obliczamy metodg rézniczkowa wykorzystujac wzor:

w

o

B oo~

w ktorym przyjmujemy niepewnos¢ jednej ze zmiennych n lub b, w zaleznos$ci od tego, ktorg
podziatke odczytywalismy, oraz niepewnos¢ odczytu z.

Tabela pomiarowa: przyktad dla trzech pomiarow.

Numer Numer b n k z | lsred
obiektywu | okularu | [dziatki] | [dzialki] | [mm] | [dziatki] | [mm] [mm]

Zagadnienia do kolokwium:

1. Powstawanie obrazu w mikroskopie, powigkszenie mikroskopu.
2. Rozdzielczo$¢ mikroskopu.

3. Budowa mikroskopu.

4. Pomiar matych przedmiotéw za pomoca mikroskopu.
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