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Introducgao

O microscépio de luz com optica infinita que se
conhece hoje é resultado de varios anos de desen-
volvimentos, avangos tecnoldgicos e conhecimentos
cientificos envolvendo as areas da 6ptica, matemati-
ca, fisica, eletrénica e engenharia. Um dos primeiros
relatos do equipamento nomeado pela Academia
dei Lincei de “mikroscopio” foi desenvolvido por Za-
charias Janssen, por volta de 1590.

O microscopio de luz possui uma arquitetura ba-
seada em pecas essenciais formadoras da imagem
(Figura 1), segundo Davidson e Abramowitz (2022):
fonte de iluminacgao, lente objetiva e lente ocular.

O conceito de limite de resolugcéo era “a medida
de menor detalhe que se pode observar com o mi-
croscopio” (Souza, 2010, p. 11). Esse limite foi ex-
pandido pela ciéncia em decorréncia dos avangos
tecnoldgicos dos equipamentos de observagéo e
também pelas técnicas e metodologias empregadas
na confecgédo das lentes de aumento e das fontes
de iluminacao artificial para produzir luz branca nos
microscépios, oferecendo maior nitidez na reprodu-
¢ao de cores da imagem (Oliveira et al., 2014).

A evolugao tecnologica dos equipamentos de
captura e digitalizacao das imagens microscopicas
permitiu um consideravel aumento da quantidade
de pixels por imagem, derrubando o fator que limi-
tava a perfeita fotodocumentagao com “resolugcéao”
adequada. As cameras fotograficas microscopicas

digitais sdo desenhadas especificamente para aten-
der as demandas principais dos microscépios de
captura de imagens de baixo contraste e alta lumi-
nosidade ou baixa luminosidade e alto contraste.
Nao é raro que equipamentos de pesquisa cienti-
fica tenham duas cameras digitais diferentes para
fazer capturas de imagens claras e escuras com
qualidade na resolugédo. As imagens digitais como
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Figura 1. Esquema da arquitetura basica de equipamen-
tos de observagao microscépica com fonte de iluminagao
(f), lente objetiva (ob) e lente ocular (oc). (A) Microsco-
pio de luz transmitida. (B) Estereomicroscopio de luz
incidente.

llustragdo: Rosana Falcéo.
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dado bruto devem ser preferencialmente salvas no
formato TIFF, pois esse formato quase nao possui
compactagao, permitindo salva-las com quantidade
de pixels ideal para processamento e gerenciamen-
to das imagens. Os formatos de imagem que geram
a compactacao de pixels podem suprimir detalhes
microscépicos que estavam visivelmente presentes
durante a observacgéao ocular ao vivo.

Dessa forma, sera abordado o cabedal de al-
guns equipamentos comuns disponiveis em labo-
ratérios de microscopia para captagdo de imagens
cientificas: um contador de col6nias, um estereomi-
croscopio optico de luz LED (incidente e transmitida)
€ um microscopio 6ptico de luz transmitida.

Esta Circular colabora com o Objetivo de De-
senvolvimento Sustentavel 9 (ODS 9) — “Construir
infraestruturas resilientes, promover a industrializa-
¢éo inclusiva e sustentavel e fomentar inovacéao”,
mais especificamente com a meta 9.5: “Fortalecer
a pesquisa cientifica, melhorar as capacidades tec-
noldgicas de setores industriais em todos os paises,
particularmente nos paises em desenvolvimento,
inclusive, até 2030, incentivando a inovagao e au-
mentando substancialmente o niumero de trabalha-
dores de pesquisa e desenvolvimento por milhdo de
pessoas e o0s gastos publico e privado em pesquisa
e desenvolvimento”.

O planejamento do experimento

Um projeto de pesquisa que ira utilizar-se da
fotodocumentagao microscopica como dado bruto
cientifico necessita delimitar claramente o objetivo
do estudo para evitar desvios na condugao das ana-
lises, desde a implantagédo do experimento. Um bom
desenho experimental otimiza o tempo de trabalho e
maximiza a obtencéo de dados brutos.

“Como fazer? Com que fazer? Onde fazer?
Quanto fazer? Quando fazer? ” Essas informacoes
devem ser descritas minuciosamente durante o pla-
nejamento experimental, levando-se em considera-
¢ao a capacidade instalada no laboratério, desde a
disponibilidade de equipamentos até pessoal treina-
do e capacitado para treinar.

Exatidao e precisdo sao duas medidas de erro
observacional limitantes para garantir a qualidade
em analises microscopicas.

Exatiddo é a proximidade do valor real, isto é, a ca-
pacidade humana ou material de detectar a estrutura
que esta presente ou ndo esta presente na lamina. Ja
preciséo ¢ a reprodutibilidade, ou seja, todas as vezes
que fazemos determinada tarefa, fazemos do mesmo
jeito (Medeiros Junior, 2010, p. 4).
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Fique atento para o
uso da microscopia em
estudos cientificos

a) A finalidade da fotodocumentagdo microscopi-
ca deve fazer parte do planejamento do expe-
rimento e, nele, deve ser definido se o uso da
ferramenta microscépica é para identificacdo/
descricao morfoldgica, diagndstico de presencga/
auséncia ou para contagem de células, pois para
cada finalidade existe um porta-amostra especi-
fico e um método de luz mais indicado.

b) Devem ser buscadas na literatura cientifica fotos
com descritores morfolégicos do material anali-
sado, seja ele uma espécie, um género ou uma
familia de microrganismo ou mesmo uma orga-
nela ou estrutura celular, de forma a estabelecer
um “banco de imagens mentais” para posterior
comparagao com as imagens vistas ao micros-
copio no momento da observagao.

c) Aconstatacdo de “evento raro” requer a observa-
¢ao de varias amostras para compor um numero
estatistico significativo de repeticdo amostral ob-
servada; ou a repeticao da preparagao de lami-
nas da mesma amostra para comprovar a “rari-
dade do evento”.

d) O numero de repeti¢des bioldgicas, bem como as
técnicas que serao utilizadas nos experimentos,
devem ter critérios estatisticos ja estabelecidos
na fase do planejamento. Isso deve ocorrer por-
que o procedimento cientifico busca minimizar o
erro para alcangar um resultado o mais préximo
do real possivel, mantendo a acuracia e a repre-
sentatividade dos resultados obtidos.

e) A andlise microscopica quantitativa € norteada
por padrdes claramente estabelecidos por técni-
cas de contagem utilizando cdmaras apropriadas
que conferem precisao a, por exemplo, métodos
citométricos. Isso ocorre também na identifica-
¢ao dos eventos a serem contados, 0 que requer
treinamento e conhecimento das variagbes mor-
fologicas possiveis de ocorrer no material anali-
sado, conferindo exatidao a analise.

f) Para a analise microscépica qualitativa, as vari-
aveis de exatidao e precisdo sdo dependentes
do fator humano, pois o treinamento no equipa-
mento e a capacidade de identificar o evento sédo
fatores limitantes.

g) Ao se estabelecer uma padronizagdo da técni-
ca em microscopia, busca-se garantir que os re-
sultados obtidos representem, com qualidade e
precisao, os eventos esperados no processo de
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pesquisa, reduzindo os equivocos nas analises.
A qualidade dos resultados depende de equipa-
mentos e de fatores materiais e amostrais, mas
principalmente de fatores humanos de execucéao
das rotinas e conhecimento técnico sobre o ma-
terial a ser observado.

Escolha o porta-amostras
adequado

a) Acamara de contagem ou cAmara de Neubauer,
também conhecida como hemocitdmetro'. Tra-
ta-se de uma lamina padronizada com 30 mm
de largura, 70 mm de comprimento e 4 mm de
espessura. Apresenta uma depressao central
margeada por duas areas independentes mar-
cadas com linhas perpendiculares, formando
uma malha de 3 mm por 3 mm com quadrantes
simétricos e que deve ser usada com laminula
prépria cuja altura de 0,1 mm confere a cada
malha o volume total de 0,9 mm?. Finalidade:
contagem de particulas, células ou microrganis-
mos. Material: amostra em suspensado. Usual-
mente células muito pequenas sdo contadas no
quadrante “C”, as de tamanho intermediario no
quadrante “B”, enquanto células grandes sé&o
contadas no quadrante “A” (Figura 2). Deve-se
utilizar a férmula de contagem mais apropriada
para o tamanho da particula. Método adequado
para microscopia de luz.

Figura 2. Desenho esquematico da camara de Neubauer,
evidenciando a malha onde cada quadrante mede 1mm
por 1 mm. (A) Quadrante possui 25 espagos com volume
igual a 0,25 x 0,25 x 0,1 mm cada. (B) Quadrante pos-
sui 125 espagos de 0,25 x 0,05 x 0,1 mm volume cada.
(C) Quadrante central possui 625 espagos medindo
0,05 x 0,05 x 0,1 mm cada.

llustragdo: Rosana Falcao.

" Idealizada pelo hematologista alemao Ernst Neubauer em 1879.

b)

c)

d)

e)
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Lamina escavada (Figura 3A) € uma lamina de
vidro medindo 25,4 por 76,2 mm de tamanho e
entre 1,2 e 2,0 mm de espessura, contendo uma,
duas ou trés cavidades regulares padronizadas
de 0,6 a 0,8 mm de profundidade. Ela permite
analise de amostras e materiais com maiores di-
ametros ou volumes sem serem deformados ou
amassados pela laminula. Adequada para uso
no microscoépio de luz.

Lamina para imunofluorescéncia (Figura 3B) é
uma lamina de vidro com 1,0-1,2 mm de espes-
sura, contendo marcagbes que delimitam areas
especificas dela para colocagdo da amostra, fa-
cilitando a automacéao. A marcagao hidrofébica,
em epoxi ou teflon, confere relevo a area marca-
da, facilitando a separacdo de amostras em so-
lugcdo. Adequada para uso no microscoépio de luz.

Lamina de Raj e Herr (Figura 3C) é uma lamina
de vidro medindo 25,4 por 76,2 mm de tamanho
e espessura entre 1,0 e 1,2 mm, com duas la-
minulas laterais (espagadores) formando uma
estrutura de suporte para laminula de observa-
¢ao, que permite colocar a amostra por capilari-
dade no centro da lamina. Isso evita esmagar e
deformar a amostra analisada (Raj; Herr, 1970).
Essa lamina pode ser montada pelo préprio usu-
ario com o espagamento necessario para melhor
comportar a amostra a ser analisada. Adequada
para uso no microscopio de luz.

Lamina silanizada (Figura 3D) € uma lamina de
vidro com tamanho 25,4 por 76,2 mm, e entre
1,0 e 1,2 mm de espessura recoberta com silano,
que garante a aderéncia de sec¢des histologicas
resinadas ou congeladas. Do mesmo modo, a
l[dmina “immunoslide” (tipo silanizada), fabricada
com carga positiva, atrai eletrostaticamente as
secgdes e também promove a aderéncia. Ade-
quada para uso no microscoépio de luz.

Lamina de microscopia simples € uma lamina de
vidro medindo 25,4 por 76,2 mm de tamanho e
com espessura entre 1,0 e 1,2 mm, podendo ter
a borda fosca, que permite a marcagao com gra-
fite, ou a borda lisa, permitindo colar etiquetas
e marcar com caneta risca vidro. E usada para
montagem rapida e em preparacdes tempora-
rias. Adequada para uso no microscoépio de luz.

Placa de Petri? € um recipiente de vidro ou po-
liestireno transparente, constituido de duas par-
tes: uma base e uma tampa de formato cilindrico

2 Invengao do bacteriologista Julius R. Petri, usualmente empregada em processos em microbiologia.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=11027075&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11027075&pre=&suf=&sa=0

achatado. Apesar de possuir didametro e altura
variados, utiliza-se rotineiramente o tamanho 90
mm por 15 mm (Figura 4A), sem divisdes inter-
nas. Existem ainda modelos especificos como a
tipo Rodac (Replicate Organism Detection And
Counting) de 60 mm por 15 mm (Figura 4B). Ade-
quada para uso em estereomicroscoépio, conta-
dor de colbnias e microscoépio de luz invertido.

h) Placa de cultura de células € uma placa de vi-
dro ou polipropileno dividida em pogos com dia-
metros diversos e que possui tampa. Adequada
para uso em estereomicroscopio e/ou contador
de colbnias (Figura 4C).

A/
Figura 3. Desenho esquematico de porta-amostras usa-
dos em analises microscopicas. (A) Lamina escavada
com uma cavidade central. (B) Lamina com areas delimi-
tadas. (C) Lamina preparada com suportes para aumentar
0 espago entre lamina e laminula. (D) Lamina com carga

positiva.
llustragdo: Rosana Falcao.
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Figura 4. Desenho esquematico de porta-amostras usa-
dos em analises microscopicas e estereomicroscopicas.
(A) Placa de Petri. (B) Placa tipo Rodac. (C) Placa de cul-
tura de 12 pogos.

llustracdo: Rosana Falcéo.
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i) Placas de identificacdo de microrganismos sao
testes rapidos de rotina para detecgao de micror-
ganismos. Esses sistemas contém meio de cul-
tura desidratado e pré-esterilizado adicionado de
corante, indicadores ou antibiético diferencial que
promovem o diagndstico rapido para microbiolo-
gia com maior eficiéncia. As placas estao prontas
para uso e aceitam amostras coletadas por pipe-
ta, swab, raspagem, papel de filtro, alga de ino-
culagao e estilete, e também por inoculagao dire-
ta. Sdo exemplos dessas placas: MC-Media Pad
Coliforms (CC) (Sanita-Kun), que contém um
indicador de atividade de 3-glucuronidase (col6-
nias azul/azul-esverdeada) (Figura 5A); Petrifilm
Rapid (REC) E. coli/Coliform Count (Figura 5B)
e Compact Dry E. coli/Coliform (Figura 5C), em
que ambos contém um indicador de atividade de
B-glucuronidase (colénias azul/azul-esverdeada)
e um indicador de tetrazodlio (col6nias verme-
Ihas). Sdo adequadas a estereomicroscépio e
contador de colbnias.

A

Figura 5. Placas de identificagdo de microrganismos para
diagnostico rapido. (A) MC-Media Pad Coliforms (Sani-
ta-Kun). (B) Petrifilm E.coli/Coliform Count. (C) Compact
Dry E.coli/Coliform.

llustragdo: Rosana Falcéo.

Escolha o equipamento que
melhor atende a pesquisa

O contador de coldnias — tipos e
métodos de iluminagao da amostra

O modelo de contador de colbnias (Scan 1200-
Automatic Colony Counter, InterScience) possui ilu-
minagao incidente do tipo circular em LED, na parte
superior, e iluminagao transmitida, na parte inferior,
com controles independentes de ligar/desligar e op-
¢ao de combinar o fundo da placa branco ou escuro
(Figura 6). Dessa forma, é possivel fotodocumen-
tar uma placa de Petri de 90 mm inteira no mesmo
plano de foco e com padréo de cor para posterior
comparagao.
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Luzes superiores, luzes
inferiores, fundo branco

Luzes superiores, fundo
branco

Luzes inferiores, fundo
branco

Luzes superiores, luzes
inferiores, fundo escuro

Luzes superiores,
fundo escuro
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Luzes inferiores,
fundo escuro

Figura 6. Combinagdes de luzes e fundos possiveis, uti-
lizando o contador de coloénias modelo Scan 1200—Auto-
matic Colony Counter, InterScience. Manual Scan 300/
Scan 500/Scan 1200, InterScience.

Fonte: Zeiss (2024).

A combinagdo dessas opgbes produz efeitos
de contraste de sombra e luz, bem como aumento
ou diminuicao da fidelidade da cor, por isso, é ne-
cessario testar para identificar os parametros que
melhor representam fielmente o material analisado
(Figura 7). O software Scan disponibiliza um conjun-
to de parametros-padrao para a maioria dos meios
de crescimento recomendados: plate-count-agar
(PCA), com padrao utilizando fundo escuro, e ou-
tro para PCA utilizando fundo branco. A utilizagao
de fundo branco e luz superior é recomendada para
identificacdo de cor ou tonalidades da mesma cor.

Figura 7. Cultura da levedura Moesziomyces sp. (BRM
063174) formando colbnias de coloragédo branca cultiva-
da em meio sdlido potato-dextrose-agar (PDA) em placa
de Petri descartavel. Imagens capturadas sob diferentes
combinagdes dos parametros utilizados no contador de
coldnias Scan 1200, da InterScience. (A) lluminagéo su-
perior e fundo preto. (B) lluminagédo superior+inferior e
fundo branco. (C) lluminagéao inferior e fundo branco.

Fotos: Paula Fernandes Franco.

Estereomicroscopio (lupa) - tipos e
métodos de iluminagao da amostra

O tipo de iluminagao disponivel na lupa esta di-
retamente relacionado com a aplicagdo com maior
frequéncia de uso no laboratério de trabalho. Nor-
malmente, os equipamentos destinados a fotodo-
cumentacao sao dotados de sistema de iluminagao
com luz branca e fria. O tipo de iluminagao (luz inci-
dente ou luz transmitida) e o tipo de direcionamento
(&4ngulo de incidéncia) da luz usada sao importantes
para modificar o contraste e melhorar a resolugao

da imagem (Figura 8).
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Figura 8. Esquema da direcéo de iluminacédo de lampada
LED para estereomicroscopio. (A) lluminagao superior in-
cidente perpendicular tipo ring light. (B) lluminagao supe-
rior incidente tipo spot simples, angulo 45°. (C) lluminagéo
inferior transmitida, angulo 90°.

llustragdo: Rosana Falcéo.

a) lluminagéao por luz incidente tipo ring light (Figura
8A) - E geralmente de LED branco, com diferen-
tes intensidades, e podem ser adicionados dife-
rentes acessoérios para aplicagdes especificas.
Pode-se ajustar a quantidade de luzes ligadas/
desligadas em varias diregbes (Figura 9) para si-
mular angulos de incidéncia, produzindo efeitos
de luz e sombra sobre a imagem, como exempli-
ficado na Figura 10.

A B Cc

Figura 9. Esquema de iluminagdo superior incidente,
tipo ring light, proporciona variacdes na intensidade e na
quantidade de LEDs ligados (pontos amarelos). (A) LEDs
totalmente ligados. (B) LEDs 12 a direita ligados (seta ca-
beca cheia). (C) LEDs 14 superior esquerdo ligados (seta
cabega cheia).

llustragdo: Rosana Falcao.



Fotos: Rosana Falcéo.

b) lluminagéo por luz incidente tipo spotlight (Figura
8B) - Trata-se de luz LED branca ou alégena com
angulo de iluminagao ajustavel. Requer ajustes
finos no angulo de incidéncia da iluminagéo du-
rante a observagédo para a producdo de luz e
sombra na imagem.

Luz transmitida ou back-light (Figura 8C) - Luz
aldgena, LED ou incandescente, produzindo
método de campo claro. O espelho deslizante,
quando presente, permite escolher entre os mé-
todos de campo claro, campo escuro e contraste
por iluminagédo obliqua. Preferencialmente, de-
ve-se optar por equipamentos contendo lampa-
das frias.

Figura 10. Fotografias evidenciando diferentes formas de
incidéncia do angulo da luz do ring light. A) Semente de
canola iluminada com ring light total incidente. B) Detalhe
do tecido denim iluminado com ring light 1/4 superior a
direita.

Lentes acessorias

a) Polarizador ou lente polarizadora — Lente que
seleciona e direciona certas ondas de luz ou vi-
bracées que passam por ela. Isso determina a
quantidade e a diregao da luz que ilumina uma
amostra e fara parte da imagem final. Essa len-
te vem na fonte de iluminagdo com adaptacao
especifica (ajustavel/roscavel) e deve ser usa-
da concomitantemente com a lente analisadora
(normalmente inserida no corpo do equipamen-
to). Ideal para estruturas birrefringentes que apa-
recerao brilhantes.

Microscépio de luz transmitida - tipos
e métodos de iluminagao da amostra

a) Campo claro — Método de iluminagcao usado
para observar estruturas dotadas de cor, em
que a finalidade principal é identificar a estrutura
com coloragao propria ou corada na preparagao
de amostra. Usualmente, ndo requer nenhum

Fotos: Rosana Falcéo.
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componente especifico no microscopio, porém
o fechamento (afastamento da condensadora)
do diafragma da iluminagédo pode gerar contras-
te, como exemplificado na Figura 11A. Algumas
técnicas de coloracdo mais usadas em micros-
copia estao descritas no final desta Circular, bem
como a montagem rapida de I&minas simples de
microscopia.

b) Campo escuro — Método de iluminagdo usado
para observar estruturas que espalham a luz, em
que se observam as bordas, isto &, contornos
brilhantes ou estruturas densas como cristais,
flagelos e cilios, como exemplificado na Figura
11B. Usualmente, requer uma lente condensado-

ra especifica embarcada no microscopio.

Contraste de fase — Método de luz usado para
observar estruturas transparentes a luz (defasan-
tes) ou células isoladas em cultura. Tem como
caracteristica do método a coloragao acinzenta-
da e a formagao de um halo claro envolvendo
a estrutura observada, como exemplificado na
Figura 11c. Esse método de analise é util para
a observacgéo de amostras incolores, sem absor-
¢ao da luz. Tem limitagdo quando necessita fazer
a identificagéo de cores ou contagem diferencial
de cores fracas. Requer condensadora conten-
do até trés lentes com anel de fase e objetivas
proprias combinadas. Usualmente, requer uma
lente condensadora e uma objetiva especifica
embarcada no microscépio.

A B Scts

Figura 11. Imagens obtidas da mesma lamina montada
com a levedura Moesziomyces sp. (BRM 063174) e ob-
servada em microscoépio 6ptico com objetiva 40x Ph2 as-
sociada a lente condensadora especifica. O aspecto geral
do agrupamento das células foi fotografado sob diferen-
tes contrastes: (A) - método de campo claro; (B) - méto-
do de campo escuro; (C) - método de contraste de fase.
Barra = 50 uym.

d) Contraste de interferéncia diferencial
(DIC) — Método de iluminagao usado para obser-
var objetos diafanos, clarificados ou defasantes,
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emprestando ao objeto observado contornos
tridimensionais, como exemplificado na Figura
12, limitados ao plano de foco observado (Leal,
2000, p. 38). E conhecido também como contras-
te de interferéncia de Nomarski (NIC). Usual-
mente, requer um conjunto de lentes especificas
embarcadas na condensadora, uma objetiva, um
prisma polarizador (exemplo: prisma de Wollas-
ton) e uma lente analisadora especifica embar-
cada no microscopio.

A

2 N
j _

Figura 12. Imagens obtidas de microalgas com o método
de DIC em microscopio Optico objetiva 40x para eviden-
ciar caracteristicas morfolégicas individuais isoladamen-
te de uma ou varias células no mesmo plano focal para
auxiliar a classificagéo taxondmica. A - Scenedesmus ar-
matus (BRM 064843); B - Limnothrix sp. (BRM 064844).
Barra = 20 ym.

Conhec¢a os componentes
necessarios para realizar os
diferentes métodos de iluminacao
no microscopio de luz

* O caminho basico da luz no microscépio se
inicia na fonte de iluminacdo; em seguida,
passa por uma lente condensadora, atraves-
sa a amostra, é capturada pela lente objeti-
va e projetada pela lente ocular (Teles et al.,
2017). Somente depois é redirecionada e cap-
turada pela cadmera digital ou pelos olhos do
observador.

» Cada método de iluminagao visa conferir me-
Ihor resolugdo e melhor contraste ao material
examinado.

* Os componentes Opticos que constroem a
imagem microscopica precisam ser combi-
nados entre si para produzir o efeito de con-
traste e brilho desejado na imagem observada
(ZEISS, 2024).

Fotos: Rosana Falcéo.

Fonte de iluminagao

* Aluz usada para observagao e busca micros-
copica pode ser bem mais amarelada, proxima
de 2.700 Kelvin (K), pois € uma temperatura
de cor mais confortavel aos olhos para longas
horas de observagéo.

* Aluz usada para fotodocumentagéo microsco-
pica precisa ser igual a luz do dia (luz do sol),
que tem uma temperatura de cor entre 5.400 K
e 5.900 K, para possibilitar que a camera digi-
tal interprete corretamente as cores originais
da amostra analisada.

» Existem alguns tipos de luz que precisam de
ajustes, por exemplo, balango de branco, para
propiciar esse efeito. Recomendamos a leitura
do manual do equipamento.

* A lampada alégena na posigdo de transmis-
séo (luz por baixo) € comum nos microscopios
com temperatura de cor amarelada (3.200 K).

» Para converter a luz amarelada para luz bran-
ca, é preciso usar a intensidade maxima de
brilho da luz e o filtro azul tipo 80A, para con-
verter de 3.200 K para 5.500 K3. LED branco:
transmitida (luz por baixo) na intensidade ma-
xima de brilho, podendo chegar a 6.400 K. Re-
quer o uso de filtros atenuadores para ajustar
o tempo de exposicdo na camera digital.

Lente condensadora

Essa lente combinada com a lente objetiva pro-
duz o efeito de contraste e resolugdo necessarios
para identificacdo dos detalhes. Deve possuir o nu-
mero de abertura compativel com o niumero de aber-
tura das objetivas, pois tem a fungéo de selecionar e
conduzir a luz pelo caminho éptico do equipamento.

Normalmente, € composta por um carrossel de
lentes com anel externo seletor (Figura 13A), com
as abreviaturas para serem combinadas com as ob-
jetivas ou os prismas.

* 1 — para combinar com objetiva de contraste
de fase Ph1.

» 2 — para combinar com objetiva de contraste
de fase Ph2.

* 3 — para combinar com objetiva de contraste
de fase Ph3.

e | — para combinar com objetiva com prisma
DIC I.

3 Se ailuminagao saturar, é necessario usar os filtros atenuadores, mas ndo diminuir a temperatura da luz.



* |l — para combinar com objetiva com prisma
DIC 1.

* |l — para combinar com objetiva com prisma
DIC 1II.

* H — campo claro para combinar com todas
objetivas.

* D — campo escuro para combinar com objeti-
vas com numero de abertura numérica menor
que 0.99.

Objetiva da
A condensadora B

T e
A1y N\
£ HROP \
fe, I
10)(/'0,23 A
4400 30

=

Corpo da
condensadora

Diafragma Chave da
de contraste  Anel seletor objetiva
filtro de contraste

Figura 13. Componentes do sistema &ptico do micros-
copio que influem diretamente na definicdo da imagem.
(A) Lente condensadora evidenciando (circulo vermelho)
o visor do anel seletor onde identificamos o filtro de con-
traste escolhido para o caminho 6ptico. (B) Lente objetiva
evidenciando no corpo as informagdes: a marca Zeiss, o
tipo de lente “ACHROPLAN”, o aumento 10x, a abertura
numérica 0,25 e o codigo do fabricante.

Fonte: Zeiss, 2005. (p. 26).

Lente objetiva

Os principais fabricantes de microscépios gra-
vam informagdes no corpo das objetivas para facili-
tar a identificacdo dos métodos de iluminagéo pos-
siveis de executar no equipamento utilizado (Figura
13B). As abreviaturas mais comuns sao:

* Ph — objetiva apropriada para realizar o con-
traste de fase.

» DIC — objetiva preparada para realizar o con-
traste de interferéncia diferencial®.

* LD — objetiva preparada para longa distancia
de trabalho (plano focal).
* QOil — objetiva preparada para ser usada obri-

gatoriamente com laminula e 6leo de imersao
entre elas.

4 Associado com o prisma de Wollaston.

Fotos: Rosana Falcéo.
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Lentes acessorias

* Prisma de Wollaston (Figura 14) - produz
uma interferéncia diferencial na luz polariza-
da que sera “traduzida” pela lente analisadora
do microscopio. DIC — esse tipo de contraste
utiliza o, que

* Zoom/Optovar — lente intermediaria de au-
mento (1,5x) da imagem para a saida das ocu-
lares ou camera digital.

Figura 14. Imagem do prisma de Wollaston para DIC uti-
lizado no microscépio da marca Zeiss, evidenciando a es-
pecificidade do prisma onde esta grafada a indicagéo para
o tipo de objetiva (Plan-Neofluar e Planapo), o aumento
(10x, 20x e 63x), o numero da abertura respectivamente
(0,30; 0,50 e 1,40) e a combinagdo com condensadoras
DIC Il e DIC III.

Lentes oculares

* O conjunto de lentes denominadas oculares
estao inseridas no tubo ocular cuja fungéo é
produzir aumento fixo do campo de visédo e
pode propiciar a compensacao de astigmatis-
mo para cada olho individualmente, bem como
propicia o ajuste ergondmico da distancia in-
terpupilar (Figura 15).

» Usualmente, as lentes oculares sdo formadas
por um par de lentes fixas (sem ajustes) ou um
par misto de lentes com diafragma de ajuste
da dioptria e outro sem esse diafragma.

» Acessorios, como reticulos de medigao no for-
mato de régua, quadriculado ou foco central,
podem estar presentes em apenas uma das
oculares, mas nao irdo aparecer nas fotos.

» DICA: primeiro, deve-se ajustar o foco da ima-
gem para camera digital na tela do computa-
dor. Em seguida, ajustar o foco das oculares
com diafragma de ajuste da dioptria. Assim, a
observagéao ocular servira também para confe-
rir a veracidade das cores antes da captura da
imagem digital.
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Figura 15. Imagem dos tubos oculares utilizadas no mi-
croscopio da marca Zeiss, evidenciando o ajuste ergond-
mico da distancia interpupilar.

Fonte: Zeiss, 2005.

Técnica de microscopia em
preparagoes temporarias para
cortes frescos a mao livre ou
suspensao de microrganismos

Para a observagado microscopica de microrga-
nismos ou células no seu meio de cultura natural,
pode-se fazer a montagem temporaria de laminas
sem o uso de corantes ou fixadores e observar esse
material ao microscépio em métodos de luz contras-
tantes ou defasantes para nao produzir modifica-
¢des na estrutura do organismo, na cor, na transpa-
réncia ou na turgidez.

Técnicas de coloragao de estruturas especificas
ou simplesmente coloragéo contrastante séo utiliza-
das para observar as amostras ao microscopio de
luz em método de campo claro que confirmar a fide-
lidade da cor.

Montagem rapida de lamina e
laminula para uso em microscépio

1) Limpar a ldmina e a laminula com etanol 70%
e secar com lengo de papel absorvente e muito
suave (tipo lengo de nariz) para nao arranhar.

2) Colocar uma gota da amostra sobre a [amina lim-
pa ou cortes finos de material fresco ou levemen-
te fixados.

3) Opcionalmente, colocar uma gota de glicerol
50%, e com a ponteira homogeneizar a mistura
(evitar formar bolhas).

4) Colocar uma lateral da laminula encostada na
l&mina, segurando a outra com agulha ou pinca
(Figura 16A).

5) Encostar na gota e descer lentamente, arrastan-
do a laminula para espalhar e evitar a formagéo
de bolhas.

6) Antes de colocar no microscépio para observar,
deve-se retirar o excesso de liquido, colocando
uma ponta de papel-filtro do lado da laminula (Fi-
gura 16B).

7) Opcionalmente, usar esmalte nas quatro laterais
da laminula para evitar o escorregamento da
laminula ou o extravasamento do liquido sob a
laminula, e aguardar o completo endurecimento
para observar.

A B

Figura 16. Esquema ilustrativo da montagem da lamina
de microscopia simples.
llustragdo: Rosana Falcao.

Coloragoes rapidas em material fresco
para observar ao microscopio 6ptico.

» Cortes finos de material vegetal: colocar em
uma placa contendo agua.

» Suspensdo de microrganismos: homogenei-
zar ou ressuspender.

a) Lugol (protocolo para colorir amido)

1) Colocar o material sobre a lamina previamente
limpa.

2) Adicionar uma gota do reagente (corante).

3) Cobrir com laminula e aguardar de 1 a 5 minutos.

4) Pingar uma gota de agua ou glicerol 50% na
borda da laminula e retirar excesso do reagente
com papel filtro na borda contraria.

5) Observar em estereomicroscopio e/ou microsco-
pio com luz branca e sob campo claro para iden-
tificagéo da cor.
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6) Ousodo Lugol paraidentificar amido resulta nas co-
loragdes azul-negro, azul-roxa ou marrom-escuro.

b) Lugol (protocolo para colorir celulose)

1) Colocar o material sobre a lamina previamente
limpa.

2) Adicionar uma gota do reagente (corante) e
aguardar de 1 a 5 minutos.

3) Pingar uma gota de solugao de acido sulftrico
70% sobre o material e cobrir com laminula (usar
fluxo de exaustao).

4) Apertar a laminula e retirar excesso do reagente
com papel filtro em todas as bordas (preferen-
cialmente, vedar a laminula).

5) Observar em estereomicroscépio e/ou micros-
copio com luz branca e sob campo claro para
identificacdo da cor usando 6culos de protecao
€ mascara.

O uso de Lugol para identificar parede de celulo-
se resulta em coloragao azul-brilhante e também
em inchago das paredes.

A Tabela 1 mostra componente, quantida-
de e concentragdo de materiais para preparo da
coloragéo.

Tabela 1. Solugéo de Lugol (aquoso).

Componente Quantidade Conc(::-ntragao
final

lodo (1,) 03g 0.3%

CAS 7553-56-2

lodeto de potéssio 159 1.5%

(K1) P.AM.

CAS 7681-11-0

Agua 100 mL .

Preparo: usar fluxo de exaustao para dissolver o iodeto
de potassio na agua. Depois, acrescentar o iodo sob
agitacéo até dissolver completamente. Deixar descan-
sar algumas horas. Filtrar em |a de vidro e guardar em
frasco ambar.

() Grau analitico do reagente quimico: PA significa “puro para
analise”.

Fonte: Johansen (1940).

c) Cloreto férrico (protocolo para colorir
compostos fendlicos)

1) Colocar o material sobre a lamina previamente
limpa.
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2) Adicionar uma gota do reagente (corante).
3) Cobrir com laminula e aguardar de 1 a 2 minutos.

4) Pingar uma gota de agua ou glicerol 50% na
borda da laminula e retirar excesso do reagente
com papel filtro na borda contraria.

5) Observar em estereomicroscopio e/ou microsco-
pio com luz branca e sob campo claro para iden-
tificagéo da cor.

O uso de cloreto férrico para identificagédo de
compostos fendlicos (inclusive taninos) resulta
nas coloracdes em tons de negro-azulada ou
verde escuro.

A Tabela 2, a seguir, mostra componente, quan-
tidade e concentracado de materiais para preparo
da coloragéo.

Tabela 2. Solugéo de cloreto férrico 10% (aquoso).

. Concentragao
Componente Quantidade final (%)
Carbonato de sédio 0,3g 0,3%
(Na2CO03)
CAS 497-19-8
Cloreto férrico hexa-hi- 1049 10%
dratado (FeCl, - 6H,0)
CAS 10025-77-1
Agua 100 mL -

Preparo: usar fluxo de exaustao para dissolver o cloreto
férrico na agua. Depois, acrescentar o carbonato de s6-
dio sob agitagao até dissolver completamente.

Fonte: Johansen (1940).

d) Carmim acético — ferroso (protocolo para
colorir nucleo da célula)

1) Colocar o material sobre a lamina previamente
limpa.
2) Adicionar uma gota do reagente (corante).

3) Cobrir com laminula e aguardar de 1 a 5 minutos
(ou 30 minutos para material denso).

4) Pingar uma gota de agua ou glicerol 50% na
borda da laminula e retirar excesso do reagente
com papel filtro na borda contraria.

5) Observar em estereomicroscépio e/ou microsco-
pio com luz branca e sob campo claro para iden-
tificagéo da cor.
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O uso de carmim acético para identificacdo de
acidos nucleicos resulta na coloragao na tonali-
dade de rosa escuro até roxo.

A Tabela 3 mostra componente, quantida-
de e concentragdo de materiais para preparo da
coloragéo.

Tabela 3. Solugéo de carmim acético 0,5% ferroso.

Componente Quantidade Conc?ntragao
final

Carmim 19 0,5%

CAS 1390-65-4

Acido acético 90 mL 45%

(CH,CO,H)

CAS 64-19-7

Agua 110 mL -

Acetato de ferro (II) poucas -

aquoso saturado gotas

11

Tabela 4. Solucédo estoque de azul de algoddo em &acido
latico.

Concentragao

Quantidade final

Componente

Azul de metila/algo-
déo (CAS 28983-56-4
e C.1. 42780) ou

Azul de anilina (CAS
62-53-3) ou

Azul de tripano (CAS
72-57-1 e C.1. 23850)

19 1%

Acido latico ACS 85% 99 mL 85%

CAS 50-21-5

Preparo: usar fluxo de exaustéao para medir acido latico.
Depois, acrescentar o corante e misturar por 5 minutos
sob agitagdo. Dar preferéncia a frascos escuros. Guar-
dar em temperatura ambiente.

Fonte: Li (2013).

Tabela 5. Solugdo de uso de azul de algodédo 0,01% em

(Fe(CO,CH,),) acido latico modificada.
CAS 3094-87-9
. Concentragao
Preparo: usar fluxo de exaustao para misturar o acido Componente Quantidade final ¢
acético na agua. Aquecer até ferver, desligar e adicionar
o carmim sob agitacdo até dissolver completamente. Solucéo estoque de 4 mL 0,01%
Esfriar em caixa de gelo e adicionar gotas de acetato de azul de algodéo em
ferro até apresentar a cor "dark red". acido latico
Fonte: Johansen (1940). Acido latico ACS 85% 96 mL 21,25%
CAS 50-21-5
Glicerol (ou glicerina) 250 mL 62,5%
o . . .. CAS 56-81-5
e) Azul de anilina em acido latico (protocolo -
Agua 50 mL -

para colorir fungos)

1) Colocar uma gota do corante no centro de uma
lamina de microscopia limpa.

2) Remover um fragmento da coldnia fungica com
alca em “L” estéril e coloca-lo sobre o corante.

3) Misturar delicadamente com a alga e cobrir com
laminula.

4) Para a visualiza¢ao dos fungos em microcultivos,
remover o bloco de agar e colocéa-lo sobre uma
lamina. Colocar, por cima, uma gota do corante e
cobrir com uma laminula limpa.

5) Observar as estruturas fungicas ao microscopio.

O uso do azul de anilina (algodao) para identi-
ficacdo de fungos resulta em coloragéo azul di-
ferencial para elementos da parede celular dos
fungos, principalmente quitina e celulose.

As Tabelas 4 e 5, a seguir, mostram componen-
tes, quantidades e concentragbes de materiais para
preparo da coloragao.

Preparo: usar fluxo de exaustdo para dissolver acido
latico, glicerina e H,0O. Depois, acrescente a solugéo es-
toque. Dar preferéncia a frascos escuros. Guardar em
temperatura ambiente.

Fonte: Li (2013).
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