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uema podem ser reconhecidas algumas diferencas

Fig. 4.43 Comparagio entre diferentes microscopios. A. No esq
entre o microscopio de luz e o microscopio eletronico de transmissdo. As lentes do microscopio de luz sdo feitas

de vidro, enquanto as dos microscopios eletrdnicos sio bobinas eletromagnéticas. As amostras sdo inseridas no
interior dos microscopios eletronicos, o qual se encontra em vécuo. B. Microscopio eletronico de transmissao.
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¥ Figura 4.1 (a) Microscopio 6ptico com i
i F i posto. Algumas partes importantes do microscopi identifi
Gptico composto. Além das oculares de 10x, existem outras lentes com aumentos de 15-3%: i |



Espalhar a cultura em uma
camada fina sobre a lamina.

Secar ao ar.

Passar a lamina sobre a chama para

a fixacao. {L

Cobrir a lamina com o
corante, lavar e secar

Léminaw
Colocar uma gota de 6leo sobre

a lamina; examinar com a
objetiva de 100x.

1 Figura 4.3 Coloragdo de células para a observagao microscopica.



Cobrir o esfregaco fixado pelo calor com
cristal violeta, por 1 min.

12 Etapa

Leon J. Lebeau

Todas as células coradas em roxo.

22 Etapa Adicionar a solugéo de iodo por 3 min.

Todas as células permanecem roxas.

3% Elapa Descorar rapidamente com alcool por

aproximadamente 20 s.

As células gram-positivas coram-se em roxo;
as gram-negativas apresentam-se incolores.

Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregan

42 Etapa Contracorar com safranina
G~ por 1-2 min.
o As células gram-positivas (G+)
h \_ coram-se em roxo; as células gram-negativas
G* (G) s&o réseas ou vermelhas.
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i Figura 4.4 Coloragdo de Gram. (a) Etapas do procedimento de coloragéo de Gram. (b) Fotomicrografia de Bacteria gram-positivas (azul-roxo) e gram-negativas (rosa-
vermelho). As espécies sdo, respectivamente, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. (c) Fotomicrografia de células de Pseudomonas aeruginosa (gram-negativas, em
verde) e Bacillus cereus (gram-positivas, em laranja), submetidas ao método de coloragdo fluorescente de etapa tnica, LIVE Bac Light™. Esse método permite a
diferenciagao de células gram-positivas das gram-negativas em uma Unica etapa de coloraggo. |
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#iig. 4.4 Abertura numérica. A luz é focada sob o objetg pfela 1
Atravessar o objeto, a luz € entao coletada pela lente objetiva. :
(eterminada pelo dngulo do cone de luz que entra na lente objet
pefracho do meio intercalante, que pode ser ar ou dleo.
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wra 4.9 Microscopio eletronico. Este instrumento realiza as fungbes de
izo0i0 eletronico de transmissédo e de varredura.

gicos (2 Figura 2.4b). No entanto, como os feixes de
ons apresentam baixa penetrabilidade, uma tnica cé-
pode ser muito espessa para ser visualizada direta-
te. Conseqiientemente, técnicas especiais de cortes fi-
30 necessdrias na preparagao de espécimes a serem
rvados ao microscopio eletronico. Uma tinica célula
eriana, por exemplo, pode ser cortada em varias se-
muito finas (20-60 nm), com a utilizagao de uma la-
2 especial, sendo examinadas individualmente ao mi-
copio eletronico (Figura 4.10a). Para obtencdo de
raste suficiente, as preparagbes sdo tratadas com

corantes especiais para microscépio eletrénico, tais como
dcido 6smico, permanganato, sais de uranio, lantanio ou
chumbo. Como essas substancias apresentam atomos de
alta massa atdmica, dispersam bem os elétrons e conse-
giientemente melhoram o contraste (Figura 4.10a).

Microscopia eletrénica de varredura

Caso se deseje somente observar as caracteristicas ex-
ternas de um organismo, cortes ultrafinos nao sao necessé-
rios; as células intactas ou componentes celulares podem
ser observados diretamente por MET, utilizando-se uma
técnica denominada coloragio negativa (ver, por exemplo,
Figura 4.39). Alternativamente, pode-se empregar o mi-
croscopio eletrdnico de varredura (MEV) (Figuras 4.9 e
4.10b). Para a utilizagdo deste equipamento, o espécime
deve ser recoberto com uma fina camada de um metal
pesado, como o ouro. O feixe de elétrons do MEV ¢
direcionado para o espécime, percorrendo-o. Os elétrons
dispersos pelo metal sdo coletados, ativando um “écran”
que produz uma imagem (Figura 4.10b). Na MEV, até mes-
mo espécimes relativamente grandes podem ser observa-
dos, sendo a profundidade do campo bastante satisfatoria.
Uma grande faixa de aumentos pode ser obtida com o
MEYV, desde 15x até cerca de 100.000x; sendo a superficie
do objeto visualizada. Todos os microscépios eletronicos
sdo equipados com uma cdmera, que permite fotografar
as imagens (micrografias eletronicas).
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Verificagéo de conceitos

Os microscopios eletronicos apresentam poder de reso-
lugdo muito maior que 0s microscopios Opticos, com limite
de resolugao de aproximadamente 0,2 nm. Dois principais

Membrana Parede

jrz 4.10 Micrografias eletronicas de células bacte-
| observadas ao microscopio (a) de transmisséo e (b)
f=dura. (a) Segdo fina de uma bactéria gram-positiva
| Bacillus subtilis. A célula acabou de se dividir; duas
Lras envoltas por membrana estéo ligadas a parede
o Observe a regido clara central (DNA ou nucledide).
L= tem aproximadamente 0,8 xm de didmetro. (b)
&= da bactéria fototréfica Rhodovibrio sodomensis.
c2lula tem aproximadamente 0,75 xm de largura.
rve como a MEV permite visualizar o campo em
pdidade, proporcionando uma excelente imagem
ensional.
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Fig. 4.5 Lentes de imersio e resolugdo. Nesta ilustragao vemos que a luz que atravessa a
lamina de vidro e o objeto a ser analisado sofre um desvio (refracdo) causado pela diferenca
no indice de refracio do ar em relacao ao do vidro. Alguns raios se perdem para fora da
abertura da lente objetiva. Além disso, 0 angulo a serd menor, diminuindo o poder de
resolugdo. QUEWM 6leo, dois fendmenos OCOTIEML:
(a) a distancia foca jetiva é menor (a lente praticamente encosta no objeto), 0
un@o a; (b) com o uso do oleo dei 40 como meio
inW&mmrm entando a qualidade da imagem.
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