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INTRODUÇÃO AO USO DO MICROSCÓPIO

É bom saber ...


PARTES ESSENCIAIS DE UM MICROSCÓPIO

 Um microscópio óptico compõe-se basicamente de duas partes (figura 1):

· Parte mecânica  

· Parte Óptica

	Parte Mecânica é constituída:

· Tubo com oculares (1)

· Revólver com objetivas (2)

· Dispositivo  Micrométrico e Macrométrico (6 e 7)

· Charriot (8)

· Mesa ou Platina (9)
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Base ou Pé (10)

· Estativa ou braço (11)


	Parte Óptica é constituída por :
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· Ocular (1)

· Objetivas (2)

· Condensador (3)

· Lentes colimadoras com 

lâmpada embutida (4)

· controlador lateral de luminosidade (5)




                                  11


                                                                   Figura 01










DESCRIÇÃO DAS PARTES:


TUBO :  Nos microscópios monoculares o tubo constitui-se de um cilindro metálico que faz a ligação entre o revólver e as oculares. Seu comprimento é normalmente de 160 mm, o que deve estar de acordo com a medida determinada na objetiva. Nos microscópios binoculares um dos tubos apresenta possibilidade de regulagem independente de foco, permitindo assim,  foco simultâneo para os dois olhos. 


REVÓLVER : Suporte metálico com orifícios para rosqueamento e giro das objetivas através de sua rotação. As objetivas devem ser posicionadas sempre em ordem crescente. 


MESA ou PLATINA : Superfície plana que serve de suporte às lâminas a serem observadas. No seu centro existe a presença de um orifício com objetivo de permitir a passagem da luz através da lâmina. Sobre ela normalmente encontramos um dispositivo chamado CHARRIOT. Esse dispositivo tem a finalidade de fixar a lâmina e realizar movimentos em vários sentidos para melhor posicionar o material estudado.


ESTATIVA ou BRAÇO:  Construída  de material sólido, sustenta os tubos, a mesa, o porta condensador e os mecanismos macro e micrométrico. Nos microscópios monoculares, reclina para melhor conforto da observação. Serve também de apoio às mãos durante o transporte do microscópio.


DISPOSITIVO MACROMÉTRICO E MICROMÉTRICO: Botões com  função de ajuste do foco do material a ser observado. O botão macrométrico realiza o primeiro  ajuste do foco e o botão micrométrico realiza o ajuste fino do foco. Após a mudança da objetiva de menor aumento para a objetiva subseqüente, somente o botão micrométrico deve ser utilizado.


PÉ ou BASE :  Apoio inferior do microscópio. Localiza-se nele o sistema de iluminação .

OCULAR :  As oculares estão encaixadas nos tubos do microscópio. Podem ser retiradas e substituídas facilmente conforme necessidade do operador. A ocular apenas amplia a imagem formada pela objetiva. Não torna mais nítidas as estruturas do objeto a ser estudado. Não seria lógico, portanto,  empregar nos trabalhos microscópicos, objetivas de pouco aumento e oculares de grande poder de ampliação. Também não se pode aconselhar o uso simultâneo de objetivas e oculares de forte aumento. O campo visual seria pouco nítido, as estruturas das células, por exemplo, se apresentariam apagadas; não haveria luminosidade suficiente e o campo óptico seria mínimo.


OBJETIVAS :  As objetivas, elaborados sistemas ópticos, são construídas de 4 a 6 ou mais lentes cuidadosamente superpostas e coladas umas sobre as outras. Fornecem uma imagem ampliada, real, embora invertida. 


As objetivas apresentam diferentes aumentos, variando até alcançar o aumento maior de 100x. Essa objetiva é chamada de objetiva de imersão em razão da necessidade do uso de óleo entre a objetiva e a lamínula. 


A luz é, por assim dizer, a alma da microscopia óptica. Quanto maiores forem as ampliações, tanto menor será a quantidade de raios luminosos a atravessarem o tubo do microscópio. A figura 02 demonstra a relação entre as objetivas e abertura do diafragma. A abertura da íris do diafragma aumenta progressivamente com o aumento da objetiva pois, conforme diminui a distância de trabalho, aumenta a necessidade de passagem de maior quantidade de luz. Para aproveitar-se a maior quantidade possível de luz, interpõe-se entre a objetiva de 100x e a lamínula, uma gota de óleo que possua índice de refração igual a 1,52 (figura 03). Com esse processo, captam-se os feixes luminosos  desviados em grande parte pelas  superfícies da lâmina e da lamínula. 
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Figura 02 – Relação entre a distância de trabalho da lente da objetiva e o ajuste da íris do diafragma.
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Figura 03 – Princípio da ação do óleo de imersão na correção dos raios luminosos . Em A – cinco raios P atravessam a lâmina e lamínula e apenas dois penetram na objetiva. Em B – o espaço de ar entre a lente da objetiva e a lamínula é preenchido por óleo. Cinco raios atravessam a lâmina e lamínula,e 4 raios entram na objetiva passando agora mais raios sem desvio. Observe que o índice de refração (n) do óleo é diferente do ar e muito próximo do índice de refração do vidro. Por essa razão os raios praticamente não sofrem desvio de sua direção.


Ao término dos trabalhos com a utilização do óleo, deve-se proceder uma limpeza dessa objetiva. Para isso usa-se um pequeno pano macio umedecido em xilol. Não esquecer, entretanto, que as lentes das objetivas são coladas nas partes metálicas com resinas. Solvente em excesso, empregado com freqüência, acabaria deslocando estas lentes.


Nas objetivas encontram-se vários números, esses são: aumento da objetiva (A), abertura numérica (B), distância da objetiva até a ocular (C), espessura máxima da lamínula em mm (D). 

O aumento real observado na ocular, sempre será: o aumento da objetiva multiplicado pelo aumento da ocular; ex:  40 x 10 = 400 vezes de aumento.


A abertura numérica é um valor utilizado para calcular o Limite de Resolução do microscópio. Chama-se limite de resolução de um sistema ótico a capacidade de separar detalhes. Mais precisamente,  limite de resolução é a menor distância que deve existir entre dois pontos para que eles apareçam individualizados. Por exemplo: duas partículas separadas por 0,3 (m aparecem individualizadas quando examinadas em um sistema óptico com limite resolutivo de 0,2 (m.


O que determina, pois, a riqueza de detalhes da imagem fornecida por um sistema óptico é seu limite de resolução e não o seu poder de aumentar o tamanho dos objetos. A propriedade de aumentar só tem valor prático se acompanhado de um aumento paralelo do poder resolutivo. O limite de resolução depende essencialmente da objetiva. A ocular não pode acrescentar detalhes a imagem, pois sua função é aumentar de tamanho a imagem que é projetada em seu plano de foco pela objetiva. O poder resolutivo depende sobretudo da abertura numérica (AN) da objetiva e do comprimento de onda da luz utilizada.

 O limite de resolução (LR) da objetiva é dado pela fórmula:

                                                          L R  =  k  x  (
                                                                        AN

Onde :  k : é uma constante com valor de 0,61

            ( :  é  o comprimento da luz empregada. Considera-se o valor de 0,55. Na prática, o objeto é iluminado por luz branca, constituída por diversos comprimentos de onda. Para o cálculo do limite de resolução torna-se o comprimento de onda da faixa do verde amarelo (0,55(m), por ser o olho humano mais sensível a estas cores do que a quaisquer outras. Portanto na prática :

L R  =  0,61  x  0,55
             AN

A análise desta fórmula mostra que o limite de resolução é diretamente proporcional ao comprimento de onda da luz usada e inversamente proporcional a abertura numérica.


A abertura  numérica é dada  pelo seno da metade do ângulo do cone luminoso (½ () , multiplicado pelo índice de refração do meio entre a objetiva e a lamínula (n), ar, óleo:


     


 Objetiva
            A N = 2 [ n . sen(½ ()]






                                             (



    cone luminoso

O microscópio óptico tem limite de resolução de cerca de 200 nm (0,2(m). Este limite se deve ao limite de comprimento da onda de luz (0,4 – 0,7 (m). Ver a figura a seguir:
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CONDENSADOR :  O condensador está encaixado em sua porta porta, provido de cremalheira e pinhão. Localiza-se abaixo da platina. Sua função principal é fornecer, “condensar” bastante luz, indispensável principalmente quando se empregam grandes ampliações. O condensador foi inventado por Abbee e aperfeiçoado gradativamente. 


Todos os condensadores estão equipados com um diafragma do sistema íris, cuja abertura é regulável para perfeito ajuste a cada caso (figura 2). Além disto, há uma cremalheira que permite o afastamento total do diafragma.


Fecha-se o diafragma para objetivas de pouco aumento, eliminando-se assim os raios laterais. Abre-se o diafragma na medida em que se vai aumentando as ampliações.

LENTES COLIMADORAS : Estas lentes tem por finalidade orientar de forma paralela os feixes luminosos que saem da lâmpada. Essa lâmpada está embutida sob as lentes colimadoras e sua intensidade luminosa é controlado pelo botão controlador de intensidade luminosa, posicionado lateralmente à base do microscópio.

PROCEDIMENTO PARA FOCALIZAÇÃO E OBSERVAÇÃO AO MICROSCÓPIO

1. Gire o revólver, encaixando a objetiva de menor aumento no eixo óptico. Quando se encaixa corretamente se produz um pequeno ruído característico.

2. Abra a presilha do charriot e coloque a lâmina sobre a platina, sempre com a lamínula voltada para cima. Verifique anteriormente se a lâmina está limpa.

3. Centralize o material no orifício da platina, utilizando os parafusos de charriot.

4. Coloque o condensador em sua posição mais elevada.

5. Levante a platina até o fim, movimentando o parafuso macrométrico com as duas mãos. Quando chegar ao final não force o parafuso, pois pode danificá-lo.

6. Acenda a luz do microscópico.

7. Certifique-se de que o diafragma está aberto, olhando se há passagem de luz através da lâmina.

8. Posicione a objetiva de menor aumento.

9. Olhando agora através das oculares, com os dois olhos abertos, verifique se você consegue observar uma única imagem. Se não, regule a distância entre os seus olhos, deslocando horizontalmente as oculares.

10. Neste momento, ajuste o foco utilizando o parafuso macrométrico. Quando o foco for alcançado e com apenas um olho aberto (cuja objetiva não apresenta regulagem de foco), realize o ajuste do foco para este olho manuseando o micrométrico. Agora, com apenas o outro olho aberto, realize a focalização girando o regulador de foco presente nesta ocular.

11. Observe o material e ajuste sua posição movimentando o charriot.

12. A preparação pode agora ser observada com as demais objetivas, respeitando sempre a ordem crescente de seus aumentos. Antes de passar para a objetiva de aumento imediatamente superior, coloque sempre a região do material a ser observado no centro do campo de observação.

13. A partir da segunda objetiva, o foco deve ser regulado apenas movimentando-se o micrométrico.

14. Quando for necessário o uso da objetiva de100 X, chamada objetiva de imersão, é imprescindível o uso do óleo de imersão entre a lâmina e a objetiva. Para fazê-lo, siga os passos seguintes:

a. Após ter focado com a objetiva de 40 X, gire o revólver em direção à objetiva de 100X, sem encaixá-la no eixo óptico;

b. Pingue uma gota de óleo de imersão sobre a região iluminada da lâmina;

c. Complete o giro do revólver, encaixando a objetiva de 100 X. Ao encaixar a objetiva, a lente desta deve mergulhar na gota de óleo e arrastá-la pela lâmina á medida que a preparação é explorada.

15. A cada objetiva que estiver usando, ajuste a iluminação do condensador e a abertura do diafragma.

16. Terminada a observação:

a. Desligue a luz;

b. Gire o revólver para encaixar a objetiva de menor aumento;

c. Abaixe totalmente a platina;

d. Retire a lâmina e limpe-a antes de guardá-la;

e. Limpe as objetivas, enrole o fio no pé do microscópio e guarde-o apropriadamente.

Material :

· Microscópio

· Lâminas

· Lamínulas

· Letra “E” pequena de jornal, recortada em quadrado.

· Conta-gotas

· Béquer com água

Como fazer ...

A. Coloque uma letra “E” na lâmina, pingue uma gota de água sobre ela e coloque a lamínula.

B. Disponha a lâmina sobre a platina com a letra na posição que ela é lida por você.

C. Observe a imagem da letra com a objetiva de menor aumento e compare com a posição em que se encontra no microscópio. Desenhe a imagem visualizada. 

D. Mude para a objetiva seguinte e faça uma comparação com a imagem anterior. Desenhe a imagem visualizada.

E. Faça o mesmo até a objetiva de 40X.



         Aumento :                             Aumento :                            Aumento :

Pensando a respeito ...

1. Que diferença você observou entre a posição da letra a olho nu e na imagem formada no microscópio?

2. O que você notou quanto ao tamanho da imagem e à área do campo e detalhes do material,  utilizando  objetivas de diferentes aumentos?

3. Discuta com seu colega de Física as características da imagem formada.                                                                  

�





Figura 1 –  Microscópio 
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