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ANATOMIA DO MICROSCÓPIO ÓPTICO

1) Base: 

Conhecido também como pé (ATTIAS et al, 1996);

Serve de apoio físico para as demais partes;

Abriga a lâmpada, os dispositivos de estabilização (“pés”) e o diafragma

     de campo;

Opcionais: botão liga/desliga e ajuste da intensidade da iluminação.

2) Braço

· Também chamado de estativo (ATTIAS et al, 1996);

· Faz conexão entre base e a cabeça;

· Abriga a trilha denteada da platina e dá suporte aos parafusos macro e micrométrico;
· É onde se localiza o interruptor e a regulagem da intensidade luminosa (ATTIAS et al, 1996).

3) Cabeça

· É onde são fixados o revólver das objetivas, o suporte das oculares e a saída para câmera fotográfica;

· Também é referida como tubo.
4) Objetivas

· São formadas internamente por várias lentes, chegando a ter mais que 10 lentes no seu interior (ATTIAS et al, 1996);

· Principais componentes ópticos parafusados no revólver para objetivas;

· São os principais responsáveis pelo aumento, pela resolução e pela qualidade da imagem;
· Coletam a luz difratada pelo espécime e formam uma imagem ampliada do objeto nas oculares ou próximo a elas (MURPHY, 2001).
5) Oculares

· A ocular é uma lupa em cujo interior há uma lente de campo, diafragma e ocular propriamente dita (ATTIAS et al, 1996);

· Componentes ópticos que dão aumento adicional à imagem produzida pela objetiva, focalizam a imagem no olho do observador e determinam o tamanho do campo de visão;
· Há um ponto de acomodação entre a pupila do olho do observador e a luz que sai da ocular (trazendo a imagem) (ATTIAS et al, 1996);
· Nas suas barras são encontradas especificações indicativas do seu poder de ampliação e campo de visão (MURPHY, 2001);
· Há microscópios com uma ou duas oculares (ATTIAS et al, 1996).

6) Platina

· Plataforma localizada entre condensador e objetiva, onde a amostra é colocada;
· Proporciona  precisão e tradução reproduzível em dimensões perpendiculares ao centro do microscópio (SLAYTER e SLAYTER, 2000).
7) Charriot

· Dispositivo associado à platina que permite o deslocamento da amostra nos eixos “X” e “Y” do plano horizontal.
8) Condensador

· Sistema de lentes que coleta luz que vem do diafragma de campo e forma um cone de luz com intensidade uniforme focalizado na amostra;
· Limita o feixe para evitar a dispersão de luz oriunda de elementos da coluna do microscópio, de modo a impedir a deterioração da qualidade da imagem (SLAYTER e SLAYTER, 2000).

9) Diafragma de campo

· Lente com diafragma que permite passagem da luz para o condensador;
· Se o diafragma for aberto ou fechado demais, a resolução fica prejudicada (ATTIAS et al, 1996).

10) Macro e micromético

· Ajuste mecânicos, grosso e fino, respectivamente, da altura da platina;

· Têm função de focalizar a amostra no ponto focal da objetiva.
PILARES TEÓRICOS DA MICROSCOPIA ÓPTICA: AUMENTO,

RESOLUÇÃO E CONTRASTE

1)Aumento

AUMENTO EM MICROSCOPIA --- Contribuintes:
a) Objetiva: principal componente para o aumento;

b) Tubo: representado pelo caminho da objetiva até as oculares;

c) Ocular: dá aumento adicional ao já produzido pela objetiva.
EQUAÇÃO DO AUMENTO = Mobj x Mocl x Mtubo

Aumento EM MICROSCOPIO MONOCULAR = Mobj x Mocl x 1

Aumento EM MICROSCOPIO BINOCULAR = Mobj x Mocl x 1,2

2)Resolução
Definição: capacidade de distinguir dois pontos próximos como estruturas separadas.
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3)Contraste
Tipos de contraste

a) Positivo: amostra é mais escura do que o plano de fundo

b) Negativo: amostra é mais clara do que o plano de fundo
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TIPOS DE MICROSCOPIO ÓPTICO
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CONCEITOS COMPLEMENTARES: DISTÂNCIA DE TRABALHO

E CAMPO DE VISÃO

1) Distância de trabalho

· Distância entre a lente frontal da objetiva e a lamínula que cobre a amostra; 

· Deve ser mantida para que a imagem seja de qualidade;
· Causas da perda da distância: platina desnivelada ou outro meio diferente entre objetiva e lamínula.
2) Campo de visão

· Campo que contém a imagem produzida pelas lentes;

· È inversamente proporcional ao aumento da objetiva e depende do tipo de ocular (número de campo);
· Número de campo: especificação da ocular relativa ao campo de visão.
ETAPAS PRÁTICAS DA ANÁLISE EM MICROSCOPIA ÓPTICA
· Condições do microscópio: platina baixa e objetiva de menor aumento selecionada;

· Colocar lâmina na platina, ligar microscópio e iniciar focalização para escanear (objetiva de menor aumento);
· Fazer ajuste da dioptria e da intensidade de luz;

· Mudar para outras objetivas usando macro e micrométrico.
CAMPO DE VISÃO

Equação:



CAMPO DE VISÃO (DIÂMETRO) = AN/ (Mobjetiva X Mtubo)

Onde AN é a bertura numérica da ocular e está gravado no corpo da ocular. Mobjetiva é o aumento da objetiva e Mtubo é o aumento tubo entre a objetiva e a ocular.

ILUMINAÇÃO KOHLER

Ajuste da iluminação da amostra de modo a produzir a melhor qualidade de imagem com brilho uniforme e sem excessos.
1) Alinhamento da lâmpada

· Colocar papel branco sobre a lente que cobre o diafragma de campo para visualizar a lâmpada;

· Centralizar lâmpada com os parafuso de ajuste vertical e horizontal
2) Focalização da amostra

· Focalizar a amostra com a objetiva de seleção
3) Alinhar diafragma de campo

· Selecionar objetiva de 10x;

· Fechar diafragma de campo;

· Focalizar as bordas do diafragma com o ajuste vertical do condensador;

· Abrir o condensador até iluminar todo o campo de visão.
4) Ajustar abertura do diafragma do condensador

· Remover uma das oculares;

· Visualizar o círculo do campo de visão;

· Fechar o diafragma de modo ocupar entre 60 e 90% do campo de visão
Considerações finais

· A cada troca de objetiva (10x-100x), deve-se re-ajustar os diafragmas de campo e do condensador;

· Para objetivas de baixo aumento (1x a 4x), o diafragma do condensador deve estar totalmente aberto e o diafragma de campo é que controla o contraste
FONTES DE LUZ PARA MICROSCÓPIOS ÓPTICOS
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FORMAÇÃO DA IMAGEM EM MICROSCOPIA ÓPTICA
· A imagem é que se vê quando se olha através das lentes de um microscópio.

· A imagem “flutua” no espaço a cerca de 10 mm abaixo da lente frontal da ocular (no diafragma da ocular).
· A imagem não pode ser danificada mecanicamente, mas pode ser de alta ou baixa qualidade de acordo com a técnica;
· A objetiva produz uma imagem real, invertida e aumentada da amostra.
Etapas:

Etapa 1

· Condensador coleta luz e produz cone definido de luz focalizado na amostra
Etapa 2

· Objetiva coleta pontos de luz que passam através da amostra, reconstrói os pontos no plano da imagem e produz imagem invertida, real e aumentada.

· Após passar pela amostra, raios de luz passam sem desvio e com vários desvios angulares para a objetiva
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Abertura numérica (AN) = seno do ângulo x índice de refração
Efeito do índice de refração na distância de trabalho na resolução
Etapa 3

· A lente do tubo projeta a imagem no diafragma da ocular (plano intermediário da imagem).
Etapa 4

· A lente superior da ocular aumenta novamente a imagem focada no plano intermediário;

· A imagem parece estar a 25 cm de distância;

· O diafragma da ocular (plano intermediário) é local para setas e retículas.
Escala de aumento útil

· Escala: de 500 x AN a 1000 x AN.


[image: image34]
Focalização das cores

· Uma imagem colorida é formada pela combinação das cores primárias;

· As cores primárias são: azul, vermelho e verde;

· As objetivas diferem no grau de eficiência de focar essas cores num mesmo plano.
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MICROMETRIA EM MICROSCOPIA ÓPTICA
Calibração da retícula na ocular

· Usar retícula na platina;

· ajustar posição da retícula da platina para se alinhar com a retícula na ocular;

· dividir a distância real pela distância dos traços da retícula da ocular.
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OBJETIVAS

· Definição: componente óptico mais próximo do objeto (amostra).
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	COR
	MEIO

	PRETO
	ÓLEO

	LARANJA
	GLICEROL

	BRANCO
	ÁGUA

	VERMELHO
	ESPECIAL


· Aumentos:

Cor



aumento

preto



1x, 1,25x

marrom



2x, 2,5x

vermelho


4x, 5x

amarelo



10x

verde



16x, 20x

azul turquesa


25x, 32x

azul claro


40x, 50x

azul escuro


60x, 63x

branco


100x

Aberração cromática

· Diferenças nos pontos de foco das cores primárias.

· Objetivas corrigem em diferentes níveis de eficiência.
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Aberração de curvatura

· Imagem fica com foco no centro mas sem foco e curva na periferia.

· Objetivas Plan corrigem curvatura de plano.

Aberração esférica

· Diferenças nos pontos de foco de uma mesma cor.

· Um ponto claro central circundado por anéis concêntricos ao halo.

	Tipos
	esférica
	cromática
	curvatura

	Acromática
	Azul e vermelho
	Azul e vermelho
	Não

	Plan acromática
	Azul e vermelho
	Azul e vermelho
	Sim

	Fluorita
	Azul, verde e vermelho
	Azul, verde e vermelho
	Não

	Plan fluorita
	Azul, verde e vermelho
	Azul, verde e vermelho
	Sim

	Plan apocromática
	Azul escuro, azul, verde e vermelho
	Azul escuro, azul, verde e vermelho
	Sim


Roscas das objetivas

· maioria segue os padrões da Royal Microscopical Society (diâmetro de 20.32 mm)*;

· Outros padrões: M25 (diâmetro de 25 mm) e M32 (diâmetro de 32 mm).

* Válido para Olympus e Zeiss.

· Distância de trabalho: entre a lente frontal e a lamínula.

Abreviação

significado

L, LL,LD, LWD     longa DT

SLWD

super longa DT

ULWD

ultra longa DT

· Parfocalidade: distância entre rosca da objetiva e ponto de foco na amostra. Serve para minimizar focalização quando se troca objetivas.
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OCULARES
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· Especificações:

Símbolo


significado

H



corrige ponto de visão





adequada para óculos

HE



melhor correção para





óculos

WF



campo largo

SF, SWF

campo super largo

UW, UWF

campo ultra largo

PLAN COMP

para objetivas planas

A24



nº de campo 24

K, C, Comp

correção cromática

Correção para o ponto de visão


A imagem deve ser focada a 8-10m da lente frontal da ocular. Quando cresce o aumento da ocular, pode ocorrer o ponto de foco pode ficar muito perto da lente superior da ocular, dificultando o foco para quem usa óculos. 

·  Correção de ponto de visão: oculares têm símbolos H ou HE (maior distância entre lente e ponto de visão).

·  Exemplos: SWH (super campo largo com correção de ponto de visão) e WHE (campo largo com alta correção de ponto de visão). 
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Classificação: quanto à correção cromática

· Símbolos: K, C, Comp ou Compens.

· Usos: com objetivas de grande aumento e correção cromática (fluorita e apocromática).
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Campo de visão- equação

· Número de campo: diretamente proporcional ao diafragma da ocular.
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Escala de aumento útil

· Escala: de 500 x AN a 1000 x AN.
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ILUMINAÇÃO KOHLER

Ajuste da iluminação da amostra de modo a produzir a melhor qualidade de imagem com brilho uniforme e sem excessos.
2) Alinhamento da lâmpada

· Colocar papel branco sobre a lente que cobre o diafragma de campo para visualizar a lâmpada;

· Centralizar lâmpada com os parafuso de ajuste vertical e horizontal
2) Focalização da amostra

· Focalizar a amostra com a objetiva de seleção
3) Alinhar diafragma de campo

· Selecionar objetiva de 10x;

· Fechar diafragma de campo;

· Focalizar as bordas do diafragma com o ajuste vertical do condensador;

· Abrir o condensador até iluminar todo o campo de visão.
4) Ajustar abertura do diafragma do condensador

· Remover uma das oculares;

· Visualizar o círculo do campo de visão;

· Fechar o diafragma de modo ocupar entre 60 e 90% do campo de visão
Considerações finais

· A cada troca de objetiva (10x-100x), deve-se re-ajustar os diafragmas de campo e do condensador;

· Para objetivas de baixo aumento (1x a 4x), o diafragma do condensador deve estar totalmente aberto e o diafragma de campo é que controla o contraste
IMAGENS ORTOSCÓPICA E CONOSCÓPICA
1) Planos conjugados

· Conjunto de partes do microscópio que contribuem para formar uma imagem (orto ou conoscópica).
2) Planos conjugados da imagem ortoscópica

· Retina;

· Diafragma da ocular;

· Amostra;

· Diafragma de campo;

· Estruturas nesses componentes se sobrepõem para formar a imagem projetada na retina.
2) Planos conjugados da imagem ortoscópica

· Local para inserir retículas e setas;

· Suas partes são alinhadas na iluminação Köhler.
3) Planos conjugados da imagem conoscópica

· Íris do cristalino;

· Plano retro-focal da objetiva;

· Diafragma do condensador; 

· Lâmpada;

· Estruturas nesses componentes se sobrepõem para formar a imagem captada por um telescópio
3) Planos conjugados da imagem conoscópica

· Local para inserir filtros ópticos e alguns componentes de contraste (contraste de fase, campo escuro).
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
ATTIAS, Márcia; BENCHIMOL, Marlene; CARVALHO, Técia Maria Ulisses de; SILVA, Narcisa Leal Cunha e. Métodos de estudo da célula. Edição (4. ed.). Rio de Janeiro: editora, 1996. 17-19,23 p.
MURPHY, Douglas B. Fundamentals of Light Microscopy and Electronic Imaging. Nova York: Wiley-Liss, 2001. 2, 57 p.
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O que está em destaque são as informações que estão faltando.
Exemplos


Aumento    resolução     	


  olho nu	0,2 mm           (200 m)


  10x		0,02 mm         (20 m)


  50x		0,004 mm	 (4 m) 	


  500x	0,0004 mm	 (0,4 m)


 1000x	0,0002 mm	 (0,2 m)





Contraste = (If - Ia)  x 100 


		                  If





Objetiva				Ocular


   (AN)		10x	12,5x	15x	20x	25x


2,5x (0,08)	----	----	----	ok	ok


4x (0,1)		----	----	ok	ok	ok


10x (0,35)	ok	ok	ok	ok	ok


25x (0,55)	ok	ok	ok	ok	----


40x (0,70)	ok	ok	ok	----	----


60x (0,95)	ok	ok	ok	----	----


100x (1,40)	ok	ok	----	----	----





conoscópica





ortoscópica





    Raios desviados





    Raios


 não desviados





Aumento vazio





Escala de aumento útil


Escala: de 500 x AN a 1000 x AN.





Cores complementares


Formadas pela remoção de uma cor primária


 Amarelo;


 Cian;


  Magenta.





Cores primárias


Sua adição cria o branco


Vermelho;


Azul;


Verde.





Calibração da retícula na ocular


Usar retícula na platina;


ajustar posição da retícula da platina para se alinhar com a retícula na ocular;


dividir a distância real pela distância dos traços da retícula da ocular.





Micrometria





Distância real


10 micrometros





Antes do ajuste





Após ajuste





Luz verde





Luz


vermelha





Luz azul





Apocromática





Fluorita





Acromática





Sem correção





Definição: componente óptico que trabalha em combinação com as objetivas para aumentar a imagem.








objetiva





ocular





Plano da


 imagem





Lente do tubo





condensador





Distância


focal





amostra





		O c u l a r e s





Lente para os olhos





Lente simples





Tubo de inserção no microscópio





Lente frontal dupla





Diafragma





Lente tripla





Parafuso de fixação





Ajuste de dioptria





Cobertura





Diafragma





Diafragma





Classificação: quanto ao diafragma





Positiva (tipo Ramsden): diafragma abaixo das lentes.





Negativa (tipo Huygeniana): diafragma interno entre as lentes.





Escala para


espessura





Escala


fotográfica





Escala


concêntrica





Escala em cruz


micrométrica





Escala horizontal


micrométrica





Grade de


quadrados





Diafragma





Diafragma





Diafragma: local para setas e retículas


Tipos de retículas: com diversos desenhos. È preciso ter retícula de platina para calibrar.








Convencionais





Kellner





Lente


de campo





Lente


de campo





Diafragma





Lente dupla





Diafragma





Diafragma





Classificação: quanto ao diafragma





Design Kellner: uso de lentes superiores duplas para os dois tipos. Limitadas a objetivas acromáticas de baixo aumento.





Periplan





Convencional





Kellner





Campo de visão = NC/ (Mobj X Mtubo)





Campo de visão- equação


Número de campo: especificação da ocular relativa ao campo de visão .





Diâmetro do


campo (mm)





Aumento   





Foto





Convencional





Diafragma





Diafragma





Classificação: quanto ao uso em microscópio trinoculares


Foto-oculares: geralmente são negativas e não podem ser usadas visualmente.


Aumentos: de 1 a 5x.








Telescópio





Convencional





Diafragma





Diafragma





Classificação: telescópicas


Usos: para ver imagem conoscópica e ajustar anéis de fase em microscópio com contraste de fase.


Cilíndrico interno translada dentro de um cilindro externo.








Objetiva				Ocular


   (AN)		10x	12,5x	15x	20x	25x


2,5x (0,08)	----	----	----	ok	ok


4x (0,12)		----	----	ok	ok	ok


10x (0,25)	----	ok	ok	ok	ok


25x (0,55)	ok	ok	ok	ok	----


40x (0,70)	ok	ok	ok	----	----


60x (0,95)	ok	ok	ok	----	----


100x (1,42)	ok	ok	----	----	----





I) Lâmpadas incandescentes - Tipos





1) 	Lâmpada de tungstênio








2) Tungstênio-halogênio





II) Lâmpadas tipo arco





1) Mercúrio, xenônio e zircônio





Fonte de luz





I) Lâmpadas incandescentes


Lâmpada de tungstênio:


 bulbo de vidro com gás inerte;


filamento de tungstênio de 6-12 volts que recebe energia de uma fonte de corrente direta;


base em bronze;


 Produz até 100 Watts de potência;


produz muito calor e muita luminosidade;


Problemas: luminosidade diminui com o tempo e forma-se manchas escuras na parte interna do bulbo (evaporação do tungstênio).








Pino





Baioneta





Rosca (Edson)





I) Lâmpadas incandescentes


1)   Tradicionais de tungstênio:


TIPOS DE BASE





baioneta (com bulbo alongado ou circular);


pino (pinos na base);


ou Edson (rosca)











Mais comum nos


 microscópio modernos





Tungstênio-halogênio





I) Lâmpadas incandescentes


Tipos: 


b) Tungstênio-halogênio (4-24 volts):


bulbo de vidro mais compacto;


luz mais brilhante;


Menor tamanho;


iluminação mais uniforme;


maior tempo de vida (1000-2500 horas);


mais econômicas;


halógeno mais comum: iodo (faz com que o tungstênio evaporado volte para o filamento, não se depositando na face do vidro).








I) Lâmpadas incandescentes


Tipos: 


b) Refletor dicróico de tungstênio-halogênio:


Para fontes externas de luz com fibras ópticas;


Luz infra-vermelha intensa pode aquecer amostra.





Refletor dicróico de


 tungstênio-halogênio





Tungstênio-halogênio





I) Lâmpadas incandescentes


Tipos: 


b) Tungstênio-halogênio - cuidados:


deve-se esperar esfriar por 20 minutos para removê-las;


evitar tocar o bulbo, pois impressões digitais ficam queimadas no bulbo iniciando falha prematura;





OBS: há lâmpadas que emitem luz fria.








I) Lâmpadas incandescentes


Tipos: 


b) Tungstênio-halogênio: distribuição da radiação.








intensidade





comprimento de onda (nm)





II) Lâmpadas tipo arco


1)   Mercúrio e xenônio:





Ideais para microscopia de fluorescência;


emitem radiação num espectro mais estreito;


emitem de 50-200 Watts;


vida média: mercúrio = 200h, xenônio = centenas de horas. 


controladas por fontes externas de potência.





intensidade





comprimento de onda (nm)





II) Lâmpadas tipo arco


 Mercúrio e xenônio: 


contra-indicações





Foto-micrografia com campo claro, luz polarizada, campo escuro e DIC.





Como pedir uma lâmpada ao fornecedor


Especificar tipo: tradicional ou tungstênio-halogênio;


Especificar tipo de base: rosca, baioneta ou com dois pinos;


Especificar tamanho de base;


Especificar voltagem e watagem;


Especificar fabricante: Osram, Philips, GE ...;


Especificar número (se houver): GE-37, K-138 ...


Onde comprar: Capella lâmpadas especiais, Av. Afonso Pena, 206 / 82 - Embaré - Santos – SP, CEP 11020-000 Telefax: (13) 3238-0591 �











Tipos





I) Usando ajuste micrométrico








II) Usando retículas











Micrometria de espessura





I) Usando ajuste micrométrico





Calibração do microscópio





Medidas axiais com o ajuste micrométrico











I) Usando ajuste micrométrico





Calibração do microscópio





Medir espessura de uma lamínula com medidor de espessura externa;





Marcar as duas superfícies da lamínula com canetas de cores diferentes;





I) Usando ajuste micrométrico





Calibração do microscópio





Montar a lamínula sobre lâmina e coloca na platina do microscópio;


Usar o ajuste micrométrico para focalizar as duas superfícies, marcando anotando as posições inicial e final do micrométrico;


Dividir a espessura da lamínula pelo número total de graduações movimentado pelo micrométrico.








*Para lamínula, nobj = nmeio.





=





Fator de


correção





∆dx(nobj/nmeio)





Espessura





I) Usando ajuste micrométrico





Calibração do microscópio





Dividir a espessura da lamínula pelo número total de graduações movimentadas pelo micrométrico. Deve-se considerar a razão entre os índices de refração do objeto e do meio entre este e a objetiva.








I) Usando ajuste micrométrico





2.	Medidas axiais com micrométrico





Focar nas duas superfícies de uma amostra;





Multiplicar o número de graduações pelo fator de correção*;


Problemas: subjetividade na determinação dos pontos de foco.





* Fator pode mudar de amostras para amostra.





II) Usando retículas








Calibrar retícula;





Colocar amostra na platina com a extremidade voltada para a objetiva;





Medir a espessura usando graduações da retícula.





Como pedir uma lâmpada ao fornecedor


Especificar tipo: tradicional ou tungstênio-halogênio;


Especificar tipo de base: rosca, baioneta ou com dois pinos:


E = ericson (rosca)


B = baioneta


Bs = baioneta com pino único na base


Bd = baioneta com pino duplo na base


P   = com asa na lateral (dois pinos na base)


Especificar dimensões da base e da altura:


15/19= diâmetro de 15 mm e altura de 19 mm.














Fonte de luz





Aumento = Mobj x Mocl x Mtubo





1) Aumento











Equações em microscopia





Resolução = 1,22/(NAobj+NAcond)





Resolução = 0,61/NA





Resolução = /2NA





2) Resolução











OBS: cada valor de iluminação varia de 0,1 a 1.





Contraste = (If - Ia)  x 100 


		        If





3) Contraste











4) Campo de visão











Campo de visão = NC/ (Mobj X Mtubo)
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