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BIOLOGIA KOMORKI
LABORATORIUM NR 1

ZASADY BHP W LABORATORIUM
W pomieszczeniu pracowni nalezy zachowac ostroznos¢, porzadek i czystos¢.
Okrycia wierzchnie nalezy zostawia¢ w szatni przy wejsciu do budynku Wydziatu.
W pomieszczeniu pracowni nalezy nosi¢ bezpieczne obuwie, niedopuszczalne sg buty na
obcasach. Student posiadajacy dtugie wtosy zobowigzany jest do spigcia ich w taki sposdb, aby
nie przeszkadzaty w wykonywaniu powierzonych mu zadan.
Kazdy student jest zobowiazany posiada¢ na kazdych zajgciach fartuch laboratoryjny oraz
rekawiczki ochronne.
W pomieszczeniu pracowni nie wolno spozywac positkow i napojow.
Nalezy $cisle przestrzega¢ procedur i pracowac jedynie w wyznaczonych miejscach.
Naczynia zawierajace material biologiczny powinny by¢ zawsze zamknigte. Otwieramy je tylko
na czas pobrania materiatu i natychmiast zamykamy.
Szklo laboratoryjne myjemy dostepnymi ptynami do mycia, po czym pluczemy dwukrotnie
w wodzie dejonizowane;.
Ze szczegdlng ostroznoscia nalezy obchodzi€ si¢ z pipetami automatycznymi. Uzywac ich tylko
z jednorazowymi koncowkami i nastawia¢ tylko na wartosci z przedzialu podanego na ttoku
pipety.
Kazde uszkodzenie lub rozbicie sprzgtu laboratoryjnego nalezy zglasza¢ prowadzacemu zajecia.
W razie zaistnienia nawet najmniejszego wypadku nalezy niezwlocznie powiadomié
prowadzacego zajecia.
Opuszczajac stanowisko pracy student jest zobowigzany sprawdzi¢ czy wszystkie niepotrzebne
urzadzenia elektryczne oraz woda zostaly wylgczone, drobny sprzet odtozony na miejsce,
a uzyte naczynia laboratoryjne umyte i odtozone do suszenia. Stanowisko pracy nalezy
uporzadkowac.
Z pracowni Studenci nie moga wynosi¢ odczynnikow, szkla laboratoryjnego. W razie takiej
konieczno$ci moze to by¢ wykonane przez prowadzacego zajecia.
W trakcie do$wiadczen z uzyciem pradu zachowac szczegdlng ostrozno$é. Przed opuszczeniem
zaje¢ nalezy zawsze upewnic¢ si¢ czy uzywany aparat (urzadzenie) odtaczony jest od zasilacza
(pradu).
Koniecznie po zakonczeniu pracy w pracowni nalezy umy¢ i osuszy¢ rece.

TECHNIKA PRACY Z PIPETA AUTOMATYCZNA
Pipeta automatyczna — to specjalny rodzaj pipety miarowej (Rys. 1). Posiada ona mechanizm

sktadajgcy sie z precyzyjnego tloczka ze sprezynka, raczki, regulatora oraz wymiennej koncowki.

Koncowki sg zazwyczaj produkowane z teflonu lub polietylenu. Odmierzana ciecz jest pobierana tylko
do koncowki, przy pomocy ttoczka, ktory po zwolnieniu jest wypychany przez sprgzynke i zasysa $cisle

okreslong ilo$¢ cieczy. Regulator jest precyzyjnym ogranicznikiem skoku ttoczka. Przyjmuje on posta¢
zwyklego pokretta ze skalg objetosci lub w bardziej zaawansowanych technologicznie pipetach,
urzadzenia elektronicznego z wyswietlaczem ciektokrystalicznym.

Pipety automatyczne stuza przede wszystkim do szybkiego odmierzania niewielkich objetosci

cieczy — zwykle nie wigkszych niz 1-5 ml.
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Podziat pipet:
1. Pipety stato-obj¢tosciowe — mozna pobrac jedng okreslong objetos¢ roztworu (np. 20ul,
1000ul),
2. Pipety zmienno-objctosciowe — pobiera si¢ okreslony zakres objetosci: np. 0,5-20ul, 20-

200pl, 200-1000p1, 1-5 ml.

Ze wzgledu na pojemno$¢ pipety do pobierania uzywamy koncoéwek (tzw. tipsow) o roznych
wielko$ciach. Czesto koncdwki mozna rozrdzni¢ na podstawie koloru, i tak: dla pipet o pojemnosci do
200 ul uzywa sie zottych koncowek (lub biatych), o pojemnosci do 1000 pl niebieskich (lub biatych),
natomiast dla pipet 0 pojemnosci powyzej 1 ml gtoéwnie biatych. Pojemno$é pipet wyraza si¢ w ul dla
pipet o pojemnosci do 1000 pl, natomiast dla pipet o wigkszej pojemnosci w ml.

Techniki eksperymentalne stosowane w biotechnologii przewaznie wymagaja sterylnych
warunkow pracy. Standardowa procedura jest uzywanie sterylnych koncéwek. Zuzyte koncowki
powinny by¢ bezzwloczne wyrzucane do specjalnego pojemnika, gdyz ich ponowne uzycie moze
spowodowac brak powtarzalno$ci w doswiadczeniu np. przez zanieczyszczenie koncowki. Szczegolna
ostrozno$¢ trzeba zachowal przy pracy z materialem biologicznym (kultury bakteryjne, linie
komoérkowe), gdyz mozna zakazi¢ siebie lub hodowle, oraz przy wykonywaniu procedur bardzo czutych
na zanieczyszczenia, kiedy to nawet najmniejsza kontaminacja moze spowodowaé niepozadany rezultat.

Praca z pipetg nastawna:

Trzymaj pipete w jednej rgce, natomiast druga reka za pomoca pokretlta nastaw Zzadana
pojemnos¢ pipety. Pipeta nastawna posiada jedno okienko, w ktorym znajdujg si¢ wartosci cyfrowe w
zaleznosci od zakresu pojemnosci pipety. Nalezy je prawidlowo ustawi¢, pamietajac o tym, aby nie
przekreci¢ pokretta powyzej lub ponizej pojemnosci pipety. Np.: dla pipet o pojemnos$ci w zakresie: 2-
20ul, 20-200ul oraz 100-1000ul cyfry w okienku 025 oznaczajg:

| Rodzaj pipety | 220pl | 20-200ul | 200-1000ul |
0 0 0
2 2 2
5 5 5

\ Pobierana objetos¢ cieczy \ 2,5 ul \ 25 ul \ 250 ul \

Tabela. 1. Jednostki objetosci.
Zawsze odczytujemy kolumne pionowq wzgledem kolumny poziomej

Jednostka | Skroét Litr Mililitr Mikrolitr Nanolitr Picolitr
Litr (L) 1L 108 L 106 L 10° L 1012 L
Mililitr | mlI(mL) | 10®mL 1 mL 10° mL 10 mL 10° mL
Mikrolitr | pl (pnL) 108 uL 10% uL 1 uL 103 uL 10 uL
Nanolitr | nl(nL) 10%nL 108 nL 103nL 1nL 10°nL
Picolitr | pl (pL) 10%2 pL 10° pL 106 pL 103 pL 1pL
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Pobieranie roztwordow z uzyciem pipety automatycznej:

1.

2.
3.
4

o

wybierz odpowiednia pipete i nastaw na zadang objetosc,

nat6z odpowiednig koncowke na pipete,
naciskaj tlok pipety do momentu wyczucia pierwszego oporu,
nastepnie zanurz koncowke w roztworze, ktory chcesz pobra¢ i powoli zwolnij nacisk

kciuka na ttok i powrd¢ do pozycji wyjsciowej ttoka, poczekaj chwile, az roztwaor zostanie
zassany do koncowki,

roztwor powinien zosta¢ pobrany i znajdowac si¢ w koncowce,

aby wypusci¢ roztwor z pipety nalezy nacisngé¢ ttok do momentu wyczucia drugiego oporu
W pipecie; roztwor nalezy wypuszcza¢ delikatnie dotykajac scianki naczynia docelowego,
po zakonczeniu czynnos$ci nalezy zdja¢ koncowke z pipety, gdyz nie wolno zostawiac pipety
z natozong koncowka.

Aby zmniejszy¢ skale btedu, nalezy wybiera¢ pipety o najbardziej zblizonej do zadanej przez nas

objetosci.

3.

MIKROSKOPIA SWIETLNA
Mikroskop jest urzadzeniem optycznym stuzacym do obserwacji obiektow mikroswiata w duzym
powiekszeniu (Rys. 1).

Podstawowe elementy mikroskopu $wietlnego:
elementy mechaniczne:

A

B.

a.

tubus, znajdujacy si¢ na podstawie mikroskopu pomig¢dzy obiektywem a okularem,
stanowiacy oparcie dla innych elementéw mechanicznych oraz optycznych,

stolik przedmiotowy, na ktorym umieszcza si¢ obserwowany preparat, i dzigki
ktoremu preparat ten mozna przesuwac,

rewolwer pozwalajacy na zmiang¢ obiektywow, a tym samym powigkszenia
obserwowanego obrazu,

sruby makro- i mikrometryczne, pozwalajace na regulacje ostro$ci obserwowanego
obrazu (ustawienie zgrubne oraz precyzyjne).

elementy optyczne:

a.
b.

zrodlo swiatla,

kondensor skupiajacy rozproszone $wiatto na preparacie; charakteryzuje go apertura
kondensora, czyli rozwarto$¢ $wiatta, ktore z niego wychodzi, a jest ona regulowana
przystong zwang przystong apertury (kondensora)

przystona znajdujaca si¢ zwykle pod kondensorem, umozliwiajaca przede wszystkim
zmiang ilosci $wiatla padajacego na preparat. Zmian¢ apertury uzyskuje si¢ przez
zmiang wielkosci otworu przystony obrotem dzwigni,

obiektyw wytwarza obraz rzeczywisty, powigkszony i odwrdcony przedmiotu
umieszczonego w poblizu ogniska (punkt przecigcia promieni $wietlnych po przej$ciu
przez uktad optyczny),

okular, dziatajacy jak lupa, powigksza obraz utworzony przez obiektyw raz jeszcze,
Ostatecznie obraz jest odwrocony i pozorny.
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Rys. 1. Budowa mikroskopu swietlnego (grafika wykonana przy uzyciu BioRender.com).

Powigkszenie i zdolno$é rozdzielcza

Calkowite powiekszenie mikroskopu jest iloczynem powigkszenia obiektywu i okularu.
Zdolnosé rozdzielcza mikroskopu jest to najmniejsza odlegtos¢ dzielagca dwa punkty, ktére w obrazie
mikroskopowym sa dostrzegalne oddzielnie. Im mniejsza jest ta odleglos¢, tym lepsza jest zdolnosc¢
rozdzielcza uktadu optycznego i tym wigcej informacji zawartych jest w obrazie mikroskopowym.
Zdolnos$¢ rozdzielcza mikroskopu jest wprost proporcjonalna do dtugosci fali §wiatla oswietlajacego
preparat i odwrotnie proporcjonalna do numerycznej apertury obiektywu (NA):

_ o 061A
NA

gdzie: A — dlugos¢ fali $wietlnej, NA- apertura numeryczna obiektywu

Apertura numeryczna (NA) mikroskopu to miara zdolno$ci mikroskopu do zbierania $wiatla
i rozr6zniania szczegotéw w badanym obiekcie. Opisana jest wzorem:
NA = n-sina
gdzie: n — wspotczynnik zatamania $wiatla, o — kat aperturowy obiektywu.
Warto$¢ numerycznej apertura obiektywu jest umieszczona na obudowie obiektywu i1 wynosi,

w zaleznos$ci od powigkszenia obiektywu, od 0,25 do 1,25. Im wigksza apertura numeryczna, tym
mikroskop jest w stanie uzyska¢ wyrazniejszy obraz i dostrzec mniejsze szczegély.
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Zasady dobrego mikroskopowania:

1.

No ook~ wd

Przetrzyj szmatka elementy optyczne mikroskopu.

Ustaw mikroskop na najmniejszym powiekszeniu.

Ustaw zrodlo $wiatla.

Umie$¢ preparat na stoliku tak, aby przedmiot znalazl si¢ na $rodku otworu stolika.

Obniz tubus maksymalnie, uwazajac by nie rozgnies¢ preparatu.

Obserwacje zacznij od najmniejszego powickszenia.

Patrz w okular i kre¢ powoli $rubg makrometryczng w celu uzyskania obrazu, a nastepnie
sruba mikrometryczna, w celu dostosowania ostrosci obrazu.

Aby zobaczy¢ wiecej szczegdlow, nastaw wigksze powigkszenie przekrecajac rewolwerem
obiektywy.

Po zakofczonej obserwacji przestaw obiektyw na najmniejsze powickszenie 1 obniz
maksymalnie stolik przedmiotowy za pomocg $Sruby makrometryczne;j.

Kolejnos¢ czynnosci przy przygotowaniu preparatéow mikroskopowych:

1.

2.
3.
4

o o

Umyj szkietko podstawowe i nakrywkowe, a nastgpnie je wysusz.

Przy uzyciu kawatka szarego mydta, a nastepnie bibuty, odthus¢ szkietko podstawowe.
Przygotuj materiat przeznaczony do obserwacji.

Pipeta na $rodek czystego szkietka podstawowego nanie$ dany roztwor, np. krople wody
lub barwnik.

Umie$¢ w kropli roztworu materiat przeznaczony do obserwacji.

Przykryj preparat szkietkiem nakrywkowym (najlepiej opuszczaé szkietko powoli pod
skosem, uwazajac, aby pod szkietko nie dostato si¢ powietrze).

Barwienie jest to proces fizyko-chemiczny polegajacy na wniknigciu barwnika do wnetrza komorki

mikroorganizmu i utworzeniu barwnego kompleksu z cytoplazmg lub wewnatrzkomoérkowymi
strukturami komorki. Barwienie ma na celu utatwienie obserwacji cech morfologicznych komorek

mikroorganizméw, a stosowane moze by¢ rowniez do liczenia komorek zywych i martwych, czyli do
badania przezywalnos$ci mikroorganizméw. Ze wzgledu na sposdb wstepnego przygotowania preparatu

wyr6zniamy barwienie przyzyciowe oraz barwienie preparatow utrwalonych.
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4. MIKROSKOPOWE OKRESLANIE GESTOSCI HODOWLI KOMORKOWEJ ZA
POMOCA KOMORY ZLICZENIOWEJ

Komory zliczeniowe (Rys. 2) stuza do okreslania liczby czastek (np. leukocyty, erytrocyty,
trombocyty, bakterie, zarodniki grzybow, pylki roslin) na jednostke objetosci cieczy.

Zbudowane sg z plytki podstawowej z naniesionymi siatkami oraz szkietka nakrywkowego. Ptytka
podstawowa wykonana jest ze specjalnego szkta optycznego o wielkosci szkietka podstawowego.
Wydrazone rowki dziela powierzchni¢ ptytki podstawowej na 2 pola szerokie (zewnetrzne) i 3 waskie
paski (wewngtrzne). W pasku srodkowym, ktory stanowi dno komory wygrawerowane sg dwie siatki
zliczeniowe, oddzielone rowkiem. Dno komory lezy zazwyczaj 0,1-0,5 mm (w zaleznosci od rodzaju
komory zliczeniowej) nizej od paskow zewngtrznych. Po natozeniu szkietka nakrywkowego tworzy si¢
pomigdzy nim, a paskiem srodkowym szczelina o szerokosci 0,1-0,5 mm.

siatka
szkietko nakrywkowe

; MALASSEZ

Prof. 0.2 mm

szkietko podstawowe

Rys. 2. Komora zliczeniowa: widok z boku (po lewej) i widok z gory plytki podstawowej (po prawej).

Komory Malassez (Rys. 3) stuza najczesciej do zliczania ilosci komérek w ptynie (np. S.
cerevisiae) oraz nicieni. Wiasciwg komore stanowi siatka pokrywajgca taczng powierzchni¢ 5 mm?
(2 mm x 2,5 mm), podzielong na 25 duzych prostokatow, gdzie powierzchnia kazdego wynosi
0,25x 0,20 mm = 0,05 mm? Duze prostokaty sa z kolei podzielone sg na 20 mini kwadratow
0 powierzchni 0,05 x 0,05 mm = 0,0025 mm? kazdy).

Glegbokos¢ komory wynosi 0,2 mm, zatem objgtos¢ cieczy znajdujacej si¢ na jednym prostokgcie
o powierzchni 0,05 mm? wynosi 0,01 mm? (0,01 mikrolitra — pl).
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Rys. 3. Komora Malassez: widok rzeczywisty (po lewej) oraz uktad siatki pojedynczej komory
pomiarowej (po prawej).
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Komora Neubauera (Rys. 4) z podwojng siatkg tworzy 9 duzych kwadratow, kazdy po 1 mm?.
Cztery duze narozne kwadraty podzielone sg na 16 kwadratéw o dlugosci boku wynoszacej 0,25 mm.
Wykorzystuje si¢ je do zliczania leukocytéw. Duzy §rodkowy kwadrat podzielony jest na 25 kwadratéw
grupowych o bokach dlugosci 0,2 mm. Powierzchnia zliczeniowa grup kwadratow jest oddzielona od
zewnetrznych potrojna linig graniczna. Glebokos§¢ komory 0,1 mm, zatem objetos¢ cieczy znajdujace;j
si¢ na jednym kwadracie o powierzchni 1 mm? wynosi 0,1 mm? (0,1 mikrolitra — pl).
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Rys. 4. Komora Neubauera: widok rzeczywisty (po lewej) oraz uktad siatki pojedynczej komory
pomiarowej (po prawej).

Ogolna formutla obliczania liczby czastek (komoérek) dla komor zliczeniowych:

Liczba czgstek zliczone czastki
na plobjetosci ~ powierzchnia zliczania [mm?] x glebokos¢ komory [mm] x rozcienczenie
LITERATURA:

Alberts B. 1999. Podstawy biologii komorki.

Kawiak J., Mirecka J., Olszewska M., Warchola J. 1998. Podstawy cytofizjologii.

Kurczynska E.U., Borkowska-Wykret D. 2007. Mikroskopia §wietlna w badaniach komorki
roslinne;j.

Kwolek-Mirek M., Zadrag-Tecza R. 2014. Comparison of methods used for assessing the viability
and vitality of yeast cells. Federation of European Microbiological Societies Yeast Research. 12:1068-
1079.

Autor: dr Ewa Ciszkowicz. Kopiowanie i modyfikowanie jedynie za zgoda autora. Obiekt chroniony prawem autorskim.



