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MICROSCOPIO OPTICO:

CONSTITUINTES

META
Abordar os principios
basicos da microscopia optica.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno
devera:

entender o mecanismo de
obtengdo de imagens pelo
microscopio oOptico;
reconhecer as partes do
microscopio optico e o seu
funcionamento.

PRE-REQUISITOS

O aluno devera acessar o site
http://www.invivo.fiocruz.br/celul
historia_10.htm para conhecer a
histéria da microscopia.

(Fonte: http://francisco-vasconcelos.blogspot.com).



14, caro aluno! Seja bem-vindo a esta disciplina!

Neste nosso primeiro encontro, vocé entrara em contato
com as primeiras informagoes sobre o microscopio 6ptico, conhecera
seus componentes e o funcionamento de cada um deles. Esta prepara-
do para comegar? Entao vamos la.

INTRODUQAO Através das informacgoes obtidas no site

que indicamos para conhecer um pouco so-

bre a histéria do microscopio, temos certeza
de que voce ja sabe como ocorreu a inven¢ao deste aparelho. Deve
ter percebido, também, a importancia desta invengao para os avan-
cos da Ciéncia e compreensdo de um mundo que ¢ limitado a

visao humana.

(Fonte: http://www.cdcc.sc.usp.br).



palavra microscépio vem do grego, mikris e skoppéoo, que
significam, respectivamente, “pequeno” e “observar”. Este
aparelho é uma das ferramentas basicas no estudo da Biologia. Atra-
vés de um conjunto de lentes, o microscopio fornece imagens am-
pliadas de objetos pequenos, dificeis de serem

examinados em detalhes a olho nu. Existem mi- o) MICROSCOPIO

croscopios oOticos ou de luz e eletronicos. No

microscopio otico (MO), de que trataremos

nesta aula, a imagem ¢ formada a partir da illuminacao do espécime
com fotons. A luz que chega aos nossos olhos para formar a ima-
gem atravessa primeiro o objeto em estudo. Por isso, o material
biolégico a ser observado nao pode ser opaco, mas deve ser fino o
suficiente para permitir a passagem da luz e, consequentemente,
ser mais bem visualizado ao microscopio.

Esta aula esta segmentada em trés partes que, pot sua vez, tam-
bém estao subdivididas. Nesta primeira
parte, caro aluno, voce ira conhecer os
componentes do sistema 6tico e do sis-

tema mecanico do MO.
MICROSCOPIO OPTICO

E bem provéivel que vocé esteja f
curioso para conhecer as partes que
compdem um microscoéHpio ou, caso
ja tenha visto um, para reve-las ou
aprofundar seus conhecimentos so-
bre elas. Entao, vamos ao que nos

interessa.




Introducao a Microscopia

COMPONENTES

O microscopio 6tico é constituido por um sistema mecanico que

serve de suporte para o sistema Otico (as lentes) e inclui os elementos

de focagem (Figura 1).

Figura 1 - Componentes do microscépio otico (Fonte: Benchimol et al, 1996).

. Pé ou base
. Braco, estativo ou corpo
. Platina ou mesa contendo a lamina

. Charriot

1

2

3

4

5. Tubo ou canhao
6. Revélver

7. Diafragma do condensador

8. Trava para centrar a imagem do diafragma
9. Diafragma de campo

10. Regulagem da intensidade luminosa

11. Interruptor

12. Parafuso macrométrico

13. Parafuso micrométrico

14. Regulagem do condensador

15. Ocular

16. Objetiva



Acreditamos que ha alguns alunos que ja tiveram a oportunidade
de conhecer um microscopio 6ptico. Nao sabemos se este ¢ exatamen-
te o seu caso. Mesmo assim, consideramos que tenha achado impor-
tante visualizar cada um desses componentes.

Agora que vocé cumpriu esta primeita etapa, vamos passat a
descri¢ao da funcao de cada um deles. Depois da explicacao, tente
identificar estas estruturas no MO disponivel em sala de aula, e lem-
bre-se de que ¢ importante compreender bem o conteudo a seguir,
pois sera um bom comeco para conseguir desenvolver um excelente

trabalho durante o manuseio deste aparelho.
SISTEMA MECANICO

1. Pé¢ ou base — sustenta o microscopio, assegurando a sua estabilidade.

2. Brago, corpo ou estativo — peca fixa a base, em que estao inseridas todas
as outras partes constituintes do microscopio.

3. Platina on mesa — pega circular, quadrada ou retangular, paralela a base,
onde se coloca a preparacao a observar, tendo no centro um orificio
circular ou alongado que possibilita a passagem dos raios luminosos con-
centrados pelo condensador.

4. Charriot — através do auxilio de suas presilhas, o charriot permite fixar
a lamina sobre a platina e sua movimentacao.

5. Tubo on canbiao — é a parte superior do microscopio que suporta 0s
sistemas de lentes. Na sua extremidade superior localiza-se a ocular e na
inferior estao o revolver e as objetivas.

0. Revslver — esta localizado abaixo do canhao e nele estao inseridas as
lentes objetivas.

7. Diafragma do condensador — controla a entrada de luz que atinge o orifi-
cio da platina.

8. Trava para centrar a imagem do diafragma.

9. Drafragma de campo — serve para controlar a intensidade luminosa e
pode ser aberto ou fechado através do anel de controle.

10. Regrtlagem da intensidade luminosa — regula a intensidade da fonte de luz

que sera emitida sobre a amostra.

11



12

11. Interruptor — serve para ligar a fonte luminosa. Apoiada sobre o
pé, existe uma fonte propria de luz emitida a pattit de uma lampada
com filamento de halogénio. Em alguns microscopios, ha apenas um
espelho para refletir a luz de uma fonte externa.

12. Parafuso macromeétrico — na parte lateral do braco existem dois para-
fusos, geralmente encaixados um sobte o outro. O de maior diametro é
o parafuso macrométrico e sua rotacao ¢é responsavel por movimentos
verticais da platina em relacao a objetiva.

13. Parafuso miicrométrico — sua rotagao permite movimentat a lamina

que contém a amostra a ser observada.
SISTEMA OPTICO

Agora que ja conhecemos o sistema mecanico do microscopio
de luz, vamos ao seu sistema Optico, uma vez que esta ¢ a parte
mais interessante deste aparelho, pois nos permite penetrar num
mundo de estruturas nao visiveis a olho nu.

14. Condensadora — é um conjunto de lentes localizado abaixo da
platina que concentra o feixe luminoso necessario para obten¢ao
de uma iluminagao uniforme sobre o objeto estudado. A regulagem
do condensador permite a movimentag¢ao das lentes condensadoras,
que devem ser mantidas na posicao mais elevada para a obtencao
de uma iluminacao uniforme.

15. Ocutlares — no interior da ocular encontram-se diversas lentes: lente
de campo, diafragma e ocular propriamente dita. Existem MO com
uma ou duas oculares, que sao designados uniloculares e binoculares,
respectivamente.

Se o pesquisador que for utilizar o microscopio tiver miopia ou
hipermetropia, nao precisara usar 6culos durante o manuseio deste
aparelho, pois o MO faz as correcoes necessarias
16. Objetivas — sao as lentes mais importantes do microscopio e geral-
mente se encontram em numetro de quatro. As objetivas de 4x (le-se:
quatro vezes) e 10x sao de pequeno aumento; a de 40x ¢ a de grande

aumento a seco e a de 100x é conhecida como de imersao. Esta



Microscopio dtico: constituintes

objetiva ¢ a de maior aumento, usada com o 6leo de imersao coloca-
do entre a lamina de vidro e a objetiva. O indice de refracao entre o
vidro e o ar ¢ de respectivamente 1,52 e 1,00.

Estas diferencas resultam na diminuicao da qualidade da ima-
gem, pois uma menor quantidade de luz participa da formacao da
immagem. O emprego do dleo de imersao minimiza este problema,
uma vez que seu indice de refragdo ¢ de 1,52, similar ao do vidro.
Tal fato evita a dispersao dos raios luminosos quando atravessam o
conjunto lamina-6leo, permitindo a entrada de um grande cone de
luz na objetiva e, conseqiientemente, fornece uma imagem com mai-
or riqueza de detalhes. Abaixo estao exemplos de valores de indice

de refragao para alguns meios (Tabela 1).

Material Indice de refracio
Ar 1,00
Agua 1,33
Glicerol 1,47
Oleo de imersio 1,52
Vidro 1,52

Tabela 1 - Valores do indice de refracido para diferentes meios.

Refracao

A refragdo ocorre
guando um feixe de
luz que se propagaem
um dado meio 6tico
passa a propagar-se
em outro meio, mu-
dando de direcéo.



Laminula

L &minapeguenadutili-
zada para recobrir as
preparacfes que se-
réo observadas no mi-
croscoépio.

Resolugio

Distancia minima
requerida entre dois
objetos para que es-
tes aparecam distin-
tos.

Abertura numérica
Indica a capacidade

de a lente objetiva
concentrar luz.
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Toda objetiva tem uma escritura na parte externa indicando,
entre outras coisas, o seu poder de ampliacao (o primeiro nimero e
em caracteres maiores) e resolugdo (Figura 2).

Para entender melhor, obsetve o exemplo a seguit.

Exemplo - A objetiva de 40x tem as seguintes especificacoes:
40x / 0.70 € 160/16, em que:
40x - significa o nimero de vezes que esta objetiva amplia o objeto,
e o aumento final é o resultado do produto das ampliacoes indivi-
duais da ocular e da objetiva.

0.70 - é o valor da abertura numérica (AN). Este assunto sera
aprofundado na préxima aula.

160 - ¢ a distancia em milimetros da rosca da objetiva até a oculat.

16 - ¢ a espessura da laminula, dada em milimetros, que deve ser

usada para essa objetiva.

Blaite i niiindiica

Expessnrs ds bamanaly 3
el mlrarla

Figura 2 - Identificagdo das inscri¢des encontradas nas lentes objetivas.

TIPOS DE OBJETIVAS

Ha varios tipos de objetivas que se diferenciam pela qualidade da
1magem, correcao das distor¢oes da imagem (aberracao) e prego.

Acromaticas - sao as mais simples e baratas, pois nao apresentam
nenhuma sofisticagao. Corrigem as aberracdes no comprimento de
onda do vermelho e do azul.

Semi-apocromaticas - sao também chamadas de fluorita, porque
este material entra na sua constituicao e confere alguma corregao

para as aberragoes.



Microscopio dtico: constituintes

Apocromiticas - tém correcao ampla. Abrangem todo o espectro
de luz.

Planacromaticas - corrigidas quanto a curvatura de campo, isto ¢,
impedem a imagem curva de objetos planos.
Planapocromaticas - combinam as corre¢Oes das apocromaticas

com as da planacromaticas.
ABERRACOES

Discutiumos, até o momento, a geracao de imagens a partir de siste-
mas Oticos ideais, que resultariam em uma imagem final perfeita e fiel a0
espécime em observacao. Na realidade, esta condicao ¢ muito dificil de ser
conseguida devido ao formato esférico da lente, provocando aberracoes
na imagem. Basicamente, existem dois tipos de aberragoes.

Cromadticas - resultado do desvio da direcao dos raios luminosos que
chegam ao objeto analisado.

A luz se comporta de diversas cores, e que os diferentes feixes de
luz apresentam pontos focais diferenciados, ou seja, cada comprimento
de onda apresenta um angulo de desvio diferente impedindo que as di-

versas cores atinjam o mesmo ponto do material (Figura 3).

1 2 3 4
A A A A
h W | Aoy . B e ; B
/1 Fi I,; - .u#
|I' 1
,rll"': ¥ /A Fl:',.r o
1) A i r, f
|':'r|l'll.r 1 I"Ir ]
4 !
L o B: Branco
1- l’.}l:l]_elfwﬁ sem coregio L: Laranja
2- Uh_]lﬂ.!'l.u.i ncm_m.-‘incas s v Vermelho
- Ohjetivas semi-apocromiaticas v s
4- Objetivas apocromiticas A: Asul

Figura 3 - Aberracoes cromaticas. (Fonte: Leal, 2000).
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Esféricas on de curvatura de campo - os raios que incidem na regiao
mais externa da lente tendem a focar antes dos raios que percorrem

regides mais centrais (Figura 4).

Halo |

Figura 4 - Aberracio esférica. Fonte: Leal, 2000.

omo verificamos nesta aula, o microscopio 6tico permite a
ampliacao da imagem de um objeto pequeno. Como essa
imagem ¢ gerada por transparéncia, o material observado deve ser
suficientemente fino para permitir a passagem da luz. Até o século
XIX, era comum as imagens obtidas apresen-
CONCLUSAO tarem distor¢oes de acromatismo e esfericidade
que, atualmente, foram corrigidas pela associ-
acao de lentes fabricadas com matérias especi-
als, como as acromaticas, semi-apocromaticas, apocromaticas,
planacromaticas e planapocromaticas.

Este avan¢o na producao das lentes permite que as imagens
atuais obtidas no MO sejam mais nitidas e pormenorizadas. A am-
pliagao do material ¢ obtida através da associagdao das lentes ocula-
res e objetivas, suportadas por uma série de pegas mecanicas que

facilitam a focagem.



RESUMO

O microscopio é um aparelho indicado para visualizacao de

estruturas minusculas e é formado por componentes meca-

nicos e Oticos. A estrutura mecanica é constituida pelas se-
guintes partes: base, brago, charriot, canhao, revoélver, platina, di-
afragma do condensador e diafragma de campo, parafuso
macromeétrico e parafuso micrométrico. Essa estrutura serve para
manter a estabilidade do MO, facilitar o seu manuseio e auxiliar
na focagem. A parte 6tica é composta pelas lentes condensadoras,
oculares e objetivas, responsaveis pela formacao da imagem. A
lente condensadora promove a iluminacao necessaria para a for-
macao da imagem; a objetiva fornece uma imagem real e aumen-
tada do objeto em observa¢ao; enquanto a ocular funciona como
uma lupa que nos proporciona uma imagem virtual e aumenta-
da da imagem real formada pela objetiva. O potencial de au-
mento promovido pelo microscopio € resultado do produto da
ampliacao linear da objetiva pela poténcia da ocular. As aber-
racoes da imagem sao inerentes a curvatura da lente e estas
distor¢oes sao corrigidas com a utilizacao de objetivas, como as
acromaticas, semi-apocromaticas, apocromaticas,
planacromaticas e planapocromaticas que garantem uma melhor
visualizacao. A planapocromatica, além de produzir a melhor ima-

gem, ¢ também a mais cara.

»
1
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o “‘"T} ATIVIDADES
\::_" L]

[ ]
o

. 1. Explique a importancia do microscopio no estudo das células.

]
e

2. Diferencie o sistema 6tico do mecanico.

3. Faca a correlacao da primeira coluna com a segunda.

COLUNA I COLUNA II
Ocular e objetiva Deslocacoes de pequenas amplitudes
Ocular Porta objetos
Base Porta ocular
Condensadora Deslocacoes de grande amplitude
Platina Estabilidade do aparelho
Parafuso macrométrico | Sistema de lentes que amplia o objeto
Canhao Lentes que projetam a imagem na retina
Parafuso micrométrico | Concentra os raios luminosos no objeto

4. Por qual motivo nao se pode observar materiais muito espessos

no microscopio oOtico?

COMENTARIO SOBRE AS ATIVIDADES

1. Para responder a esta questdo, vocé deve lembrar-se dos
avancos cientificos promovidos a partir do surgimento e
melhoria desta técnica

2. Esta questao é bem simples, nao acha? Se vocé conseguir
responde-la, significa que entendeu como o microscopio 6tico
esta estruturado.

3. Esta atividade é para verificar seus conhecimentos sobre os
constituintes do microscopio otico.

4. E importante entender o principio de geracio da imagem

através do microscopio Otico para responder este item.



PROXIMA AULA

Na proéxima aula, daremos continuidade aos estudos sobre

o microscopio o6tico. Iremos abordar a importancia da reso-

) lugao otica para o detalhamento dos espécimes observa-

dos. Além disso, vocé ira conhecer as diferentes modalida-

des de observacao em microscopia oOtica.
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