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Uso de Microscopia de Luz e Eletronica como
Técnicas de Analise Morfoldgica

Introducao

A histéria da microscopia é muito antiga, voltando até o inicio do século 17,
quando a palavra “microscépio” foi usada pela primeira vez. Essa palavra tem
origem do grego, da juncao de mikros (pequeno) e skopein (examinar). Porém, o
aperfeicoamento do microscopio é atribuido ao holandés Antony van Leeuwenhoen
que, em 1674, construiu um equipamento com capacidade de magnificacao de
cerca de 300 vezes do objeto analisado, permitindo a observacado de bactérias
(SOUZA, 2010). Desde entao, diversos pesquisadores tém se dedicado ao
desenvolvimento de novos equipamentos e novas aplicacdes das técnicas de
microscopia, que tém permitido a observacao de estruturas cada vez menores.

De maneira simples, a principal funcao de qualquer microscépio é tornar visivel
ao olho nu o que for muito pequeno para tal. A microscopia, por sua vez, é 0 Uso
interpretativo do microscépio.

A microscopia envolve conceitos tais como magnificacéo, resolucao e foco, e o
dominio desses conceitos é de fundamental importancia para o microscopista.

A magnificacdo de um microscépio é o grau de aumento da imagem obtida em
comparacao com o objeto analisado, enquanto seu poder de resolucao é definido
como a menor distancia entre dois pontos, os quais podem ser diferenciados

na amostra em andlise. Por fim, o conceito de foco diz respeito a distancia da
lente (ou espelho) onde os raios de luz convergem. O foco é importante, pois é
necessario colocar a amostra nessa distancia para que a sua imagem ampliada se
apresente de forma definida.

Esta circular técnica visa a divulgacao das técnicas de microscopia de luz e
eletronica de forma acessivel, com indicacdes de aplicacdes nos campos da
ciéncia de materiais e biologia.

Para tanto, a Figura 1 mostra um desenho esquematico com as principais partes
6pticas do microscoépio de luz e do microscépio eletronico, em modo de transmissao.

a) Microscépio de luz b) Microscépio eletrénico Figura 1. Esquema mostrando
Ldmpada Canh3o de elétrons as principais partes 6pticas
A - v do microscépio de luz e do
lluminagdo
microscopio eletrénico, em modo
de transmissdo. Esses tipos de
Lente condensadora | microscopia tém os seguintes

elementos em comum: iluminacao

/ Amostra

Lente objetiva

(uma lampada ou um canhéao de
% elétrons); lente condensadora, que

direciona o feixe; a amostra, que

é o objeto de andlise colocado

na posicdo correta em relacao

Lente projetora

ao feixe; lente objetiva; lente

projetora; observacéao e registros

de imagens.

V Observagdo
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A seguir, sera explicado como essas partes
funcionam nos respectivos microscopios.

Microscopia de luz

No microscépio de luz, a fonte de iluminacao é
normalmente a luz visivel (comprimento de onda
de 3.900 A a 7.000 ,&), que é colimada (a fim de
concentrar e direcionar os raios de luz) através de
uma lente de materiais dielétricos (ou vidros 6ticos).
Essa luz colimada incide na superficie do espécime,
interage com as estruturas da amostra e atravessa
as lentes objetiva e ocular, projetando uma imagem
ampliada da superficie da amostra no olho do
observador ou em camera fotografica (GOLDSTEIN
et al.,1992). Assim, o microscépio de luz amplia a
resolucdao de um objeto utilizando luz e lentes.

Os principais componentes desses microscopios,
descritos na ordem em que se apresentam no
caminho 6ptico, sao:

1) Fonte de luz — é normalmente uma lampada
incandescente, apesar de diversas outras fontes
serem também usadas, como luz solar ou ambiente,
lasers, lampadas led (light-emitting diode) ou
lampadas UV.

2) Lente condensadora — tem a funcao de colimar o
feixe de luz, aumentando a intensidade luminosa e
tornando a iluminacado uniforme na amostra.

3) Platina — é o local onde se colocam as laminas de
vidro.

4) Charriout — é o mecanismo mecanico, construido
com botdes e fusos com os quais se pode posicionar
perfeitamente a platina e, consequentemente,

a amostra em relacado ao feixe, de modo que

o operador pode colocar a amostra em foco e
selecionar o campo a ser analisado.

5) Lente objetiva — é a lente responsavel pela
ampliacdo da amostra com resolucéo.

6) Lente ocular — amplia e projeta a imagem no olho
do observador ou na camera fotogréfica.

7) Equipamento de registro de imagens — é uma
camera fotogréafica analégica ou digital.

Figura 2. Fotografias mostrando (a) um microscépio de luz simples

e (b) microscépio de luz contemporaneo. As seguintes partes
estdo mostradas: (1) fontes de luz, (2) lentes condensadoras, (3)
platina, (4) charriout (fusos que movimentam a amostra), (5) len-

tes objetivas, (6) lentes oculares e (7) camera fotogréfica digital.

Fotos: Leonardo Fonseca Valadares

Cabe ressaltar que diversos avancos recentes

da microscopia de luz tém origem nas cameras
fotograficas digitais e tratamentos de imagens

por métodos computacionais. Por meio desses
equipamentos, é possivel registrar grande nimero
de imagens, realizar tratamento de imagens digitais,
identificar estruturas automaticamente, obter
imagens com baixa iluminacao, além da montagem
de imagens em mosaico, varredura da profundidade
da amostra em diversos focos e realizacao de séries
temporais (videos) de objetos em movimento.

Existem dois fatores muito importantes na
microscopia de luz. O primeiro é o poder de
resolucado, que nesse tipo de analise resolve

objetos de dimensao de cerca de 1 yum. Ampliacdes
superiores nao fornecem informacdes adicionais. O
segundo é o foco e, para que uma superficie possa
ser analisada perfeitamente em foco, é necessario
que seja bastante plana e esteja perfeitamente
perpendicular ao eixo 6ptico. Assim, laminas de vidro
sao utilizadas para planificar a amostra e deve-se
tomar cuidados com o possivel arredondamento dos
cantos durante o polimento, para obtencao de uma
boa amostra (COLPAERT, 2008).

Na microscopia de luz, para aumentar a resolucao,
pode-se utilizar uma radiagdo com comprimento

de onda menor que a luz visivel como fonte de
iluminacao do objeto, como a luz ultravioleta (UV).
Além disso, a profundidade de campo é inversamente
proporcional aos aumentos, sendo necessario, entao,
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um polimento perfeito da superficie a ser observada,
0 que as vezes é incompativel com a observacao
desejada (KESTENBACH, 1994).

Microscopia eletrénica

A microscopia eletrénica baseia-se no principio de
que o elétron possui comportamento ondulatério
e, assim como a radiacao eletromagnética da luz,
o feixe eletrénico pode ser ampliado, colimado e
guiado.

Como vantagem, o feixe eletronico é gerado com
comprimento de onda que é funcao da voltagem

de aceleracao dos elétrons, sendo possivel obter
feixes monocromaticos com comprimentos de onda
muito menores que a luz visivel, possibilitando
melhor resolucao dos equipamentos. Entretanto,

o feixe eletronico é bastante diferente da luz, pois
nao se propaga na matéria por seu baixo poder

de penetracdo. Assim, a coluna do microscépio
eletrénico opera a vacuo, as lentes sao magnéticas
e, para que o feixe seja transmitido, as amostras
devem ser muito finas (< 50 nm), resultando em
equipamentos mais caros e preparacao de amostras
mais complexas, quando comparado a microscopia
de luz.

Embora existam técnicas que utilizem a varredura

e a transmissao ao mesmo tempo, a microscopia
eletronica se divide em duas grandes categorias:

a microscopia eletrénica de varredura — Scanning
Electron Microscopy (SEM) — e a microscopia
eletronica de transmissao — Transmission Eletron
Microscopy (TEM). De modo simplificado, na SEM os
elétrons (que sao os sinais formadores das imagens)
sdo coletados acima da amostra, possibilitando a
andlise de amostras espessas. J&d na TEM, o feixe é
coletado abaixo da amostra; assim, a fracao do feixe
que atravessa a amostra compoe o sinal formador da
imagem.

Essas duas técnicas de microscopia eletronica
possuem diversos componentes em comum: canhao
eletrénico, lentes magnéticas, charriot, anteparo
fluorescente, camera para registro de imagens,
sistema de vacuo e tanque de alta tensdo. A Figura 3
mostra uma fotografia de um microscoépio eletréonico
de varredura.

Figura 3. Fotografia mostrando um microscépio eletronico contem-

poraneo.

Foto: Leonardo Fonseca Valadares

No microscépio eletronico, o feixe eletronico é
gerado por um dispositivo chamado canhao de
elétrons. No canhao de elétrons convencional, os
elétrons sao gerados por aquecimento resistivo de
um filamento de tungsténio em forma de “V”, ao
qual é aplicada a alta tensao; esse tipo de canhao
de elétrons funciona por emissao termibnica. Ja no
canhdo por emissdo de campo — Field Emission Gun
(FEG) —, os elétrons sao gerados em uma ponta
fina de monocristal de tungsténio, onde é aplicado
um forte campo elétrico. A emissao de campo gera
um feixe de menor didmetro e de menor corrente,
possibilitando melhor resolucdo quando comparado a
emissao termionica.

As lentes magnéticas sdo bobinas através das

quais passa o feixe de elétrons. Quando uma
corrente elétrica passa pela bobina, é gerado um
campo magnético que colima o feixe. A corrente
elétrica gera calor, sendo necessario um sistema de
resfriamento para esse tipo de lente. Diferentemente
da lente de vidro, a lente magnética muda a distancia
de foco, de acordo com o campo magnético.

O charriot tem a funcéao de inserir, posicionar,
deslocar e inclinar a amostra.

Para tornar visivel o feixe eletrénico, é necessario um
anteparo fluorescente ou uma camera para registro
de imagens. Assim, o efeito da interacao do feixe
com a amostra pode ser observado no anteparo
impregnado com material fluorescente que, quando
atingido pelo feixe, emite luz visivel (normalmente
verde). Uma lupa acoplada ao microscépio eletrénico
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pode ser usada para facilitar a visualizagdo. Cameras
fotogréaficas ou filmadoras podem ser usadas para
captar e registrar as micrografias.

O sistema de vacuo é necessario nos microscopios
eletronicos. De modo geral, o sistema de vacuo é
constituido de bombas de vdcuo em cascata, sendo
normalmente utilizadas as bombas mecéanicas para a
obtencao do baixo vacuo, e bombas difusoras e/ou
turbomoleculares para o alto vacuo.

Jé o tanque de alta tensao gera a diferenca de
potencial para o canhdo de elétrons. No SEM

a diferenca de potencial estd na faixa entre

100 V a 30.000 V. No TEM essa faixa normalmente
encontra-se entre 50.000 V e 200.000 V.

A SEM utiliza um feixe de elétrons de pequeno
didmetro, que explora a superficie da amostra ponto
a ponto, por linhas sucessivas. Para tanto, o feixe
de elétrons (A entre 0,07 A a 0,5 A) é colimado

por lentes magnéticas a fim de gerar um feixe de
secao transversal circular e com o menor didmetro
possivel. Esse feixe colimado atravessa um conjunto
de lentes que tem a funcao de guiar o feixe de modo
a tracar um padrao de varredura sobre a superficie
da amostra. Um detector capta os feixes dos
elétrons “refletidos” a cada instante e, com precisao
eletrénica, forma uma imagem da superficie da
amostra ampliada em milhares de vezes.

O desenvolvimento da SEM permitiu a geracao
de imagens com riqueza de detalhes, revelando a
topografia dos espécimes com resolucao espacial
e profundidade de campo significativamente
superior as obtidas nas lupas. Tais caracteristicas
contribuiram para a popularizacdo da microscopia
eletrénica (SOUZA, 2007).

Os parametros que mais influenciam na resolucao

da imagem em SEM séao: a) tensao de aceleracao
dos elétrons, pois quanto maior a tensao menor o
comprimento de onda do feixe; b) corrente da sonda:
guanto maior a corrente, maior é o diametro do feixe;
c) a distancia de trabalho, que é a distancia entre a
amostra e a lente objetiva. Quanto menor a disténcia
de trabalho, melhor serd a resolucao. Por outro lado,
quanto maior a distancia de trabalho, maior sera a
profundidade de campo obtida.

Preparacdo de amostras

A obtencao e a preparacao de amostras de qualidade
é um passo essencial para a obtencao de boas
imagens e bons resultados de microscopia. Na
verdade, o microscépio vai revelar a amostra. Para
obter bons resultados, é necesséario que a amostra
esteja bem preparada e seja representativa.

A preparacao de amostras é um tépico extenso
que deve ser estudado caso a caso. Aqui, o texto
pretende apresentar apenas alguns conceitos e
pré-requisitos para a preparacao de amostras.
Para informacdes detalhadas e bons exemplos de
preparacao de amostras, recomenda-se os livros
Souza (2007) e Souza (2010).

Na microscopia de luz, o porta-amostras comumente
utilizado é a lamina de vidro. Uma lamina tipica
possui as dimensdes de 76 mm X 25 mm X

1,1 mm, é extremamente plana e transparente.
Sobre a lamina, deposita-se a amostra sélida ou
liquida sobre a qual se pode colocar uma laminula
de vidro, que tem a funcao de tornar a amostra mais
plana e/ou tornar possivel o uso da lente de imersao.

A preparacao de amostra pode ser simples, como
pulverizar a amostra sobre a lamina, mas também
pode ser laboriosa, como no caso dos cortes
histolégicos. Nesse caso, é necessario embutir

(ou emblocar) a amostra em resina, para gerar um
bloco que é cortado em fatias por um equipamento
chamado micrétomo. Assim, cada fatia pode ser
analisada no microscépio de luz.

Outro procedimento comum é o coramento das
amostras. Assim, estruturas transparentes podem ser
impregnadas com corantes: croméforos que se fixam
em estruturas especificas da amostra, revelando sua
morfologia.

No caso da microscopia eletrdnica, a preparacao

é bem diferente. Na maioria dos casos, a amostra

precisa estar completamente seca e ser condutora
de eletricidade. O porta-amostra é metdlico para a

conducao de corrente e seu formato é compativel

com o equipamento de SEM. Esse porta-amostra é
conhecido como stub. Para fixar a amostra sobre a
sua superficie, utiliza-se uma fita de carbono, que

também é condutora.
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Na SEM, a superficie da amostra precisar conduzir
eletricidade. Assim, as amostras isolantes precisam
ser recobertas com uma fina camada condutora,

em um procedimento chamado metalizacdo. A
metalizacao é realizada pelo processo de deposicao
catédica a frio (sputtering), que permite depositar
camadas extremamente finas (da ordem de poucos
nanémetros) de ouro, platina, cromo, etc. Outra
forma de metalizacdo é a evaporacao de carbono,
em que um filamento de carbono em vacuo (para
nao combustar) é aquecido pela passagem de
corrente elétrica, e o material evaporado recobre a
superficie da amostra. Essa camada metalica permite
a dissipacao das cargas elétricas estéaticas, oriundas
do feixe e hoje existem diversos equipamentos
destinados a metalizacao para a SEM.

Para a TEM, é importante que a amostra seja muito
fina, menor que 50 nm, o que torna a preparacao
de amostra normalmente mais delicada. Na TEM a
preparagcao de amostras é realizada em pequenas
telas metalicas (ou grids) de 3 mm de diametro.
Essas telas podem ser recobertas com filmes finos
para suportar a amostra.

Hé& diversas formas de preparacao, como a diluicao
de amostras coloidais e gotejamento sobre uma tela
recoberta. Outra forma é a ultramicrotomia, que
fatia a amostra com espessura menor que 50 nm,
possibilitando a obtencao de bom contraste. Outra
forma é a moagem de amostra para deposicao sobre
a tela. De todo modo, a forma de preparacao de
amostra ird ser o principal elemento para a obtencao
de bons resultados e as técnicas empregadas
possibilitam a andlise morfolégica de seus
componentes especificos (SOUZA, 2007).

Aplicacdes

As técnicas de microscopia de luz e eletronica,
quando utilizadas conjuntamente com outros
métodos de caracterizacdo, sao de grande valia
para a definicdo de propriedades importantes de
materiais — tais como polimeros, ceramicas e metais
— e para o estudo da anatomia vegetal, deteccao de
bactérias, localizacao in situ de genes, entre outras
aplicacdes da area biologica. Deve ser levado em
conta que a microscopia de luz apresenta um limite
de resolucao mais baixo que a microscopia eletrénica
devido a efeitos de difracdo (HOLLER et al., 2009)

e, portanto, essas duas formas de microscopia sao
utilizadas em aplicacoes distintas.

Na area de ciéncia de materiais, a microscopia

de luz permite a obtencao de informacoes a
respeito da superficie de amostras. Por exemplo,
He et al. (2015) utilizaram essa técnica para
analisar compdsitos de bambu e polianilina, o que
permitiu identificar que as particulas de polianilina
apresentavam-se distribuidas homogeneamente ao
longo da estrutura do bambu, como demonstrado
na Figura 4. Latex de base acrilica reforcado com
polimeros de cristais liquidos foram preparados por
Mehravar et al. (2017). Os autores utilizaram, entre
outras técnicas, a microscopia de luz polarizada
para demonstrar que a estrutura do polimero de
cristal liquido é mantida no compésito formado. Ja
Moghaddasi et al. (2017) utilizaram a microscopia
de luz para verificar o efeito de nanoparticulas

de 6xido de zinco em raizes de pepino em solo
adubado e nao adubado. Essa técnica indicou

que, em altas concentracdées de nanoparticulas,
ocorreu a deformacao radicular das plantas em solo
nao adubado, fator que pode levar a inibicao do
crescimento da planta e redugcdo da absorcéao de

nutrientes pela raiz.

Figura 4. Microscopia de luz de (a) bambu nao modificado e (b)

compodsito de bambu e polianilina (HE et al.,2015).

Mais relevante ainda é a aplicacao da microscopia de
luz para a biologia, por permitir o estudo de cortes
histolégicos e células apds tratamentos especificos
para sua visualizacdo e, mais recentemente, a
observacao de células in vivo e anélise de processos
bioldgicos utilizando técnicas avancadas de
microscopia de luz (SOUZA, 2010). Matias et al.
(2016) determinaram a estrutura e histoquimica de

5 espécies de Solanium que ocorrem no cerrado

com o objetivo de aumentar o conhecimento em
plantas medicinais nativas. Esse tipo de estudo é
importante, pois colabora na preservacao de espécies
medicinais do ecossistema brasileiro, e foi totalmente
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baseado na microscopia de luz com coramento

das amostras analisadas. Exemplos das imagens
obtidas por esse grupo estdo apresentados na Figura
5. A microscopia de luz também foi utilizada por
Vasconcellos et al. (2017) em um estudo que indicou
diferencas significativas entre a histologia cambial

de paineiras da Floresta Tropical Atlantica crescidas
em ambientes poluidos quando comparadas com
paineiras crescidas em ambientes preservados.

Esses estudos citados acima utilizaram técnicas

de preparacdo de amostras tais como coramento e
fixacao, ou seja, sao métodos destrutivos. Mas a
microscopia de luz também abre a possibilidade de
estudos nao destrutivos. Com o objetivo de estudar
a morfogénese de plantas /in vivo, Jerominek et al.
(2014) desenvolveram um método observacional
baseado em microscopia de luz com epi-iluminacao
(luz refletida). Utilizando essa técnica, os autores
conseguiram acompanhar o meristema de uma planta
em crescimento por 30 dias.

Em comparacdao com a microscopia de luz, a
microscopia eletrénica possibilita a observacéao
microscopica com resolucao muito maior. Existem
diversos métodos de microscopia eletronica, entre
0s quais se destacam a microscopia eletrénica de

varredura e a microscopia eletrénica de transmissao
como os mais relevantes (HOLLER et al., 2009).

A microscopia eletronica permite a obtencéo de
informacoes sobre a morfologia e identificacao

de elementos quimicos de materiais metalicos,

ligas metdlicas, ceramicas, polimeros, materiais
semicondutores, entre outros, tanto na sua forma
bruta quanto particulas e fibras de alguns dos
materiais citados (WILLIAMS; CARTER, 2009).
Destacamos aqui a importancia da microscopia
eletronica para o estudo morfolégico de materiais
preparados a partir de polimeros naturais. Alemdar
e Sain (2008) publicaram um estudo em que
descrevem o isolamento e caracterizacao de
nanofibras de celulose a partir de palha de trigo e
casca de soja, dois residuos agricolas. A microscopia
eletronica de varredura foi utilizada para avaliar

a morfologia das fibras de celulose antes da sua
conversao a nanofibras. J4 a microscopia eletronica
de transmissao forneceu informacdes a respeito do
didmetro e comprimento das nanofibras obtidas. Os
resultados de microscopia eletrénica (demonstrados
na Figura 6), aliados a outros métodos de
caracterizagao utilizados neste estudo, permitiram
aos autores indicar aplicacdes potenciais para as
nanofibras analisadas. Estudo similar foi publicado
por Teixeira et al. (2011), porém utilizando bagaco

Figura 5. Caracteristicas estruturais e histoquimicas da espécie Solanum lycocarpum observadas por Matias et al. (2016).
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de cana-de-acUcar para a obtencao de whiskers
(fibras de celulose de espessura nanométrica). A
microscopia eletrénica de varredura por transmissao
(STEM) forneceu informacdes sobre a estrutura das
nanofibras formadas, que apresentaram formato

de agulha, além de possibilitar a determinacao do
comprimento e didmetro dessas fibras. Técnicas

de microscopia eletrénica também foram utilizadas
por Edathil et al. (2017) para caracterizar materiais
preparados a partir da pirélise de alginato de célcio,
com o objetivo de efetuar a remocao de sulfeto

de aguas residuais. A estrutura formada apés a
pirélise foi caracterizada por microscopia eletrénica
de transmissdo e a morfologia do material antes

e ap6s a adsorcao de sulfeto foi avaliada por
microscopia eletrénica de varredura. Ja Mor et al.
(2017) realizaram a extracao de nanoparticulas de
silica de cinzas de casca de arroz, resultante do
processamento desse residuo agricola. A microscopia
eletronica de varredura indicou a obtencao de
particulas em formato esférico com pouca ocorréncia
de aglomeracao; ja a microscopia eletronica de
transmissao forneceu detalhes a respeito da
morfologia interna das particulas e possibilitou a
determinacao da dimensao das esferas formadas.

No campo biolégico, a microscopia eletrénica é
uma ferramenta que auxilia no conhecimento da
bioguimica, fisiologia e biologia molecular. Aqui,

é essencial a utilizacado de técnicas de preparo do
material para que sejam preservados o contetddo
idbnico e demais caracteristicas estruturais das
amostras analisadas. Kovacs reportou, em 2015, um
método de preparacdo de amostras de C. elegans
para estudos de autofagia utilizando a microscopia
eletrénica de transmissao. Segundo o autor, essa
técnica de microscopia é de extrema importancia
para o estudo de processos autofagicos devido

ao tamanho reduzido das estruturas celulares que
participam desse processo. Leroy et al. (2017)
utilizaram a microscopia eletronica de transmissao
para verificar a presenca de hifas fungicas no
tecido da planta Hirtella physophora em um estudo
que teve por objetivo investigar a participacdo do
fungo Trimmatostroma sp. na transferéncia de
nutrientes para o tecido da planta, que apresenta
um mutualismo tripartido formiga-planta-fungo. Por
meio da microscopia eletronica, foi possivel observar
hifas no interior do tecido celular das plantas e,

em combinacdo com outros métodos analiticos, os
autores concluiram que ha envolvimento direto do
fungo na transferéncia de nitrogénio para a planta.
Vindigni e Lopes (2017), por sua vez, apresentaram

Figuras 6. Microscopias eletronicas de varredura e transmisséo de fibras e nanofibras obtidas a partir de palha de trigo (ALEMDAR; SAIN,
2008).
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um estudo em que combinam a microscopia
eletrénica com outras técnicas de andlise do

DNA para obter informacoes a respeito do seu
estresse de replicagdo. Em particular, micrografias
eletrénicas como a da Figura 7 foram utilizadas
na visualizacao de intermediarios de replicacao

do DNA e podem ser utilizadas para detectar
descontinuidades e perturbacdes na replicacao do
acido desoxirribonucleico.

Figura 7. Micrografia eletronica de um garfo de replicacdo obtido

por Vindigni e Lopes (2017).

Resultados provenientes da utilizacdo das diversas
técnicas de microscopia de luz e eletrénica tém
auxiliado pesquisadores em diferentes areas de
concentracdo. Os casos citados aqui representam
apenas uma pequena parcela das aplicacdes em que
essas técnicas podem ser utilizadas.
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