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Aparatura si echipament de laborator

1.1 Microscopul de laborator
Existd o mare varietate de microscoape cu diferite destinaSii. Complexitatea
Ki precizia cresc de la microscopul didactic la microscopul universal. Pentru
metodele de examinare microscopicé este utilizat microscopul compus echipat cu
lumind transmisa ki cu putere de mérire de pand la 1200 x. In figura 1 sunt

prezentate componentele principale ale unui microscop de laborator de
complexitate medie.
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Fig. 1. Componentele principale ale microscopului de laborator



Tn general, microscopul de laborator este alcatuit dintr-un suport (talpt) pe
care este fixat un bra$ (sau stativ) care susSine tubul binocularului, revolverul
rotativ in care sunt montate obiectivele, o carcasd cu masa port-obiect ki
condensatorul. Carcasa condine dispozitivele de deplasare fint, micrometrict, ki de
deplasare grosiera a obiectivului faja de micropreparat (obiect). Cele dout
dispozitive sunt controlate de verniere ki pot fi coaxiale sau separate. Tn funcSie de
tipul microscopului, deplasarea fald@ de obiect se poate realiza prin deplasarea
verticald a stativului (masa fixt) sau a mesei portobiect (stativul fix).

Deplasarea orizontald a mesei, pe dout planuri, se realizeazt cu ajutorul unui
dispozitiv solidar cu masa portobiect. Tn talpa microscopului sunt montate, de
reguld, sursa de lumint ki oglinda care direcSioneazd lumina la 90° spre
condensator (fig. 1). La partea superioar« a stativului se g«sekte un corp de legtturt
care conline 0o prismad deviatoare. Aceastd prismd modificd traseul fluxului
luminos pentru a face legttura "ntre obiectiv ki ocular. La corpul de legaturd este
atakat tubul binocular ki un ghidaj prismatic sau cu elemente de rostogolire in care
intrd revolverul cu obiectivele (fig. 1).

Preparatul pentru examinare care mai este denumit ki obiect, este akezat de
reguld, pe o lamt portobiect din sticlt. Preparatul poate fi examinat direct sau poate
fi acoperit cu o lamelt din sticlt, de indice de refracSie (n) ki grosime standardizate
(d)'. Pentru acurateea examintrii este recomandatd numai utilizarea lamelor ki

lamelelor standardizate.

! Valorile standard sunt d= 0,17 mm ki n;= 1,524 pentru lamele iar pentru lame d = 1 mm.



Obiectiv

Fig. 2. Schema de principiu a dispozitivului optic al microscopului

1.1.1. Sisteme de iluminare cu camp luminos (CL)

Preparatul microscopic (obiectul) poate fi examinat prin lumind transmisa
sau diascopict (in care obiectul este examinat prin transparenSt) sau prin lumina
reflectatd sau episcopict (in care obiectul este examinat prin lumina reflectatd de
catre acesta). Aceste metode de iluminare constituie sistemul de iluminare cu
camp luminos. Dispozitivul de iluminare al microscopului este alcétuit Tn
principiu, dintr-o sursd de lumina (S), condensatorul (C), diafragma de camp (D¢),
oglinda (O) ki diafragma de aperturk (D,) care se g«sekte "n tubul condensatorului.
Schema de principiu a dispozitivului de iluminare al microscopului este prezentatt
n figura 2.

Elementele de focalizare a luminii primite de la sursa de iluminare sunt
oglinda (fig. 2) ki condensatorul (vezi fig. 1). Condensatorul este constituit dintr-un
ansamblu de lentile «i poate fi deplasat pe verticalt cu ajutorul unui vernier.
Lumina care strdbate condensatorul poate fi reglatt ca diametru al fluxului cu
ajutorul unei diafragme reglabile situate la nivelul condensatorului Ki care este
denumitd diafragmé de aperturt. Condensatorul, la unele microscoape, poate fi
reglat ki prin inclinarea axei verticale, iar de acest lucru se va Sine cont la reglarea

microscopului.



1.1.2. Obiective

Obiectivele (fig. 1) sunt fixate in revolver cOte patru sau cinci ('n funcie de
tipul constructiv) ki au puteri de mtrire diferite. Puterea de mtrire este notaté pe
partea exterioart a tubului obiectivului, altturi de apertura numerict
corespunzatoare (spre exemplu un obiectiv de imersie are notaSia 100 x / 1.25).
Conform standardelor DIN/ISO, puterea de mtrire a obiectivelor este codificatt
pe tubul extern al obiectivului, sub forma unui inel de o anumitt culoare. Codul
culorilor corespunzéatoare claselor de obiective este prezentat in tabelul 1.
Obiectivele pot fi de putere micd sau medie (2-43 x ) sau pot fi obiective de putere
mare (50-120 x). Obiectivele care necesitt un mediu lichid Tntre obiectiv si
preparat sunt denumite « obiective de imersie » iar cele obiknuite sunt cunoscute ca
« obiective uscate » (fig. 4). Obiectivele de imersie au un al doilea inel colorat in
funcSie de tipul mediului lichid care poate fi utilizat (sau recomandat) (vezi fig. 4 ki
tab. 1).
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Fig. 4. Schema de comparadie 'ntre obiective uscate ki de imersie Ki
marcajele acestora.

Pe suprafaa externd a tubului obiectivului se gksesc  marcate indicative
referitoare la tipul obiectivului, lungimea acestuia, distanfa de lucru sau, la unele
tipuri, grosimea lamelei care poate fi utilizatt. In tabelul 1 sunt indicate

proprietadile obiectivelor 'n funcdie de tipul de corecdie. Acestea pot fi acromate,



semi-apocromate sau apocromate, ‘n funcdie de gradul de corecdie cromatica.
Lentilele obiectivelor acSioneazd asemtnttor cu un set de prisme cumulate, astfel
ct la trecerea luminii spectrul este divizat in culorile componente. Acest fenomen
conduce la aparidia aberaSiilor cromatice ki implicit la sckderea calitaSii imaginii.
Calitatea imaginii este influendat« ki de aberaSia sfericd produsa de lentilele care

compun obiectivele

Tipul obiectivului Aberadie sferica Aberalie cromatica

Pentru corectarea acestor aberadii existd obiective cu combinadii diverse de
lentile? cu grad mrit de dispersie. Cele mai simple sunt obiectivele plan acromate,
apoi obiectivele fluorit® (sau semi-apocromate) ki apocromate. Gradul de corecSie
este notat pe tubul obiectivului, sub formé& de indicativ (Achro, Apo, Plan, Plan

Apo, etc.).

1.1.3. Puterea de rezoludie

Performaniele unui microscop sunt apreciate pe baza puterii totale de marire
Ki a capacitésii de rezolulie a obiectivelor. Rezoludia este un parametru care indicé
capacitatea de vizualizare distinctd a dout puncte situate la distanfa invers
proporSionald cu rezoluSia. Modul de calcul al rezoluiei are la bazad urmatoarea

formula ;

2 Aceste lentile sunt construite din sticlt cu compoziSie speciala.
® Denumirea a fost pastrata de la fluoritul care a fost utilizat iniSial ca material constructiv al lentilelor.
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- Gl N)A (1)

Unde : d = limita rezoluSiei
I =3ungimea de unda a luminii transmise
NA = apertura numerica

Tn tabelul 1 sunt prezentate caracteristicile unor obiective mici, medii ki mari
(uscate ki de imersie). Pe tubul extern al unui obiectiv de 10 x , spre exemplu, se va
putea vedea notalia 10 x/0.25 (cu inel galben) care indicd puterea de marire i
apertura numerica corespunzdtoare. Din acelaki tabel se poate observa distana
minim& dintre dout puncte separate care pot fi vizualizate (puterea de rezolusie).
Odaté cu crekterea puterii de madrire, scade proporSional ki distanla de lucru dintre
obiectiv ki lama portobiect. Din formula (1) de calcul a limitei rezoluSiei d, se poate
observa ca rezoludia este invers propordionald cu lungimea de unda I a luminii
transmise prin obiectul examinat. In acest fel, devine evident ca pentru obSinerea
unei rezolusii cat mai bune, lungimea de und& a luminii transmise trebuie sé fie cat

mai micé (fig. 5).
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Fig. 5. Relalia dintre capacitatea de rezoluie ki lungimea de undt

Lungimea de unda a luminii obSinutd de la becurile microscoapelor se
situeaza n jurul valorii de 550 nm. De reguld, pentru examinarea la microscop, se
utilizeaz& un filtru albastru (ex. BG 33-BG 38) akezat in calea fluxului luminos

Tnainte ca lumina s& ajungé la condensator. Utilizarea unui astfel de filtru ajuta



ochiul observatorului detailat

sd perceapa mai
structurile observate la microscop. Existd ki alte
tipuri de filtre care au scopuri diferite. Astfel, filtrul
gri
transmise fara a influenfa temperatura culorii (In =——

(ex. N 16) atenueazd intensitatea luminii

exemplul de mai sus codul filtrului indica capacitatea de reducsie N 16 = 100/16 =
6.3 %). Filtrul verde (ex. VG 9) mérekte contrastul color al imaginii, ceea ce duce

la obSinerea unor detalii mai bune in special pentru microfotografii sau la

examinarea in fluorescenga.

Tab. 1
OBIECTIVE PENTRU MICROSCOAPE
Tipul de | Putere de marire Apertura DistanSa de Codul de Codul de
corecsie (magnificaSie) | numerica (NA) lucru (mm) culoare al culoare
obiectivului suplimentar
(imersie)
4x 0.10 30.00 Rosu -
10 x 0.25 6.10 Galben -
Acromat 20 X 0.40 2.10 Verde _ -
40 X 0.65 0.65 Albastru deschis -
60 X 0.80 0.30 Albastru cobalt -
100 x 1.25 0.18 Alb -
0.5 x 0.02 7.00 - -
1x 0.04 3.20 Negru -
2 X 0.06 7.50 Maron -
4x 0.10 30.00 Rosu -
Plan 10 x 0.25 10.50 Galben -
acromat 20 X 0.40 1.30 Verde _ -
40 X 0.65 0.57 Albastru deschis -
50 x (ulei) 0.90 0.40 Albastru deschis Negru
100 x (ulei) 1.25 0.17 Alb Negru
40 X 0.65 0.48 Albastru deschis -
100 x 0.90 0.26 Alb -
4 X 0.13 17.10 Rosu -
10 x 0.30 16.00 Galben -
20 x 0.50 2.10 Verde -
Plan 40 X 0.75 0.72 Albastru deschis -
fluorit 40 x (ulei) 1.30 0.20 Albastru deschis Negru
60 X 0.85 0.30 Albastru cobalt -
100 x 0.90 0.30 Alb -
100 x (ulei) 1.30 0.20 Alb Negru
Plan 2 X 0.10 8.50 Maron -
apocromat 4x 0.20 15.70 Rosu -
10 x 0.45 4.00 Galben -
20 x 0.75 1.00 Verde -




40 x 0.95 0.14 Albastru deschis -
40 x (ulei) 1.00 0.16 Albastru deschis Negru

60 x 0.95 0.15 Albastru cobalt -
60 x (ulei) 1.40 0.21 Albastru cobalt Negru
60 X (apa) 1.20 0.22 Albastru cobalt Alb
100 x (ulei) 1.40 0.13 Alb Negru

1.1.4. Microscopul cu contrast de faza (CF)

Pentru identificarea structurilor componentelor examinate este util
microscopul echipat cu contrast de fazd (fig. 6). In principiu, dispozitivul de
contrast de faza introduce un inel de faza, in calea fluxului luminos care ajunge la
preparat. In acest caz obiectul nu mai este iluminat prin transparenst iar obiectul
apare iluminat intens pe un fond Tntunecat. Principiul contrastului de faza prevede
cd lumina directa capatd un defazaj
de 90°, intensitatea luminii directe

este mickorat« aproape comparabil
Dhiect

cu intensitatea luminii difractate «i

. . ~ - o~ 4 Condensator
lumina difractatd interfereazd cu v— Flu

lumina directd a carei intensitate ‘uminos
!——- Inel de —
este mickorat« ki deplasat« 'n faz. Hazw
Lumina
La microscopul de acest tip, o incidenta

condensatorul poate fi reglat ki ca
inclinadie, in aka fel incat lumina ajunge la obiect sub un anumit unghi de
inciden$a.

Un aspect deosebit de important pentru acurate$ea observaSiilor la microscop,
este reglarea sau centrarea fluxului luminos care trebuie sa ajunga la obiectiv
perfect centrat. Aceasta se realizeaza prin ajustarea inclinaliei oglinzii din talpa

microscopului cu ajutorul kuruburilor de ajustare.
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Fig. 6. Reprezentare schematict a dispozitivului de contrast
Centrarea fluxului luminos se realizeazt prin indepéartarea geamului mat din calea
luminii ki vizualizarea® filamentului (la becuri cu incandescensd) sau a reSelei (la

becuri cu halogen sau fluorescente) (fig.7) :

w !
000

—

A

a b
Fig. 7. a) Diferite tipuri de lampi : A-halogen B-Hg50 C- Hg 100

b) Imaginea filamentului (bec cu incandescen$d) Oc 7 x —Ob 10 x
Pentru centrarea cu dispozitivul CF se regleazd condensatorul pentru
inclinalie in plan vertical. In acest scop se folosekte in locul unuia dintre oculare o
lunetd specialéd cu care se poate vizualiza pozidia inelului de faza. Reglarea se face

pana la fixarea acestui inel in centrul campului vizual.

* Aceasta reglare se efectueaz« cu un ocular de 7 x ki un obiectiv de 10 x
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1.1.5. Microscopul cu dispozitiv polarizant

In anumite situaii, este necesard examinarea cu lumind polarizatd. Fasa de

microscopul obiknuit, microscopul polarizant

simplu condine un dispozitiv polarizor situat Tn

faSa condensatorului ki o lamt compensatoare (1).

Cu ajutorul luminii polarizate se pot observa

Polarizer

materiale anisotrope organice sau anorganice, se

Compensator

pot diferensia cristale (fig. 8 A) sau fragmente de
sticlt (fig. 8 B). Substanele anisotrope se caracterizeaza prin apariSia 'n cOmpul de
examinare a culorilor de polarizare iar cele isotrope prezintd transparenst
(extinciie) completd. De notat cd examenul cu lumina polarizata se poate combina

cu observarea in contrast de faza.

Examen in lumini polarizati

Fig. 8. A) Cristal in lumind polarizatd, B) Fragment de sticlt

POLARIZOR (P) N1y MATERIAL AHIZOTROPIC
| _,i—/ AHALIZOR  (A)

PLAHUL LUMIHNI
POLARIZATE

DouA COMPONENTE
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Clorura de sodiu Polimer

1.2 Stereomicroscopul
1.3
Stereomicroscopul este compus, in principiu, din aceleaki piese ca i
microscopul, cu deosebirea cd examenul obiectului se face prin iluminare
reflectatd. Practic, este o lupd de examinare dar care are capacitatea de marire

mult mai mare.

Oculare

Masa Obiectiv

portobiect

Fig. 9 Stereomicroscopul de tip Wild
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Stereomicroscopul poate avea o putere de maérire de la 10 la ~250 x "n funcsie de
aplicalia la care este folosit. Puterea totald de marire se calculeaza ih mod identic
prin multiplicarea puterii ocularului cu cea a obiectivului. In cazul in care sunt
montate obiective suplimentare, puterea de marire a acestora se multiplicd cu
puterile ocularului ki obiectivului principal. La stereomicroscop, spre deosebire de
microscopul compus, piesa care este schimbata este ocularul (10-32 x) n timp ce
puterea obiectivului este, Tn general, fixt> (0.5-5.0 x). Ca ki “'n cazul microscopului,
obiectivele stereomicroscoapelor pot fi codificate color® dupd puterea de marire a

acestora. Codurile si specificasiile obiectivelor sunt prezentate in tabelul 2 :

Tab. 2
OBIECTIVE PENTRU STEREOMICROSCOAPE’
Tipul de Putere de marire Apertura DistanSa de lucru Codul de culoare al
coreclie (magnificalie) numerica (NA) (mm) obiectivului
0.5x 0.045 155 Roku
0.75 x 0.68 117 Galben
Plan acromat 1x 0.09 84 Alb
1.5x 0.14 50 Verde
2 X 0.18 40 Albastru
0.5x 0.066 136 -
Plan apocromat 1x 0.13 54 -
1.6 x 0.21 24 -

Tn figura 9 este reprezentatt. structura principalt a stereomicroscopului de tip
Wild. La unele stereomicroscoape este prevazut« ki posibilitatea ilumin«rii
obiectului prin transparenst., situadie "'n care sursa de lumin« este akezat« sub masa
portobiect, intr-un sistem aseméanator celui de la microscop. In acord cu cele
prezentate mai sus referitor la capacitatea de rezolusie, la dispozitivul de iluminare
extern« se va ataka un filtru albastru care va facilita observarea detaliilor de pe
suprafada obiectului de examinat. Pentru examenul pe placa de sticlt este de
preferat sd@ se akeze sub plac« o hOrtie de culoare neagrd pentru componente

deschise la culoare, sau una de culoare alba in cazul componentelor colorate sau

> Existé stereomicroscoape la care se obSin magnificasii “'n trepte prin rotirea unui cursor.
® Exist« ki producctori care nu folosesc sistemul de codificare al obiectivelor.
7 Sunt prezentate specificaSii pentru obiective obiknuite, folosite ‘n laboratoarele biomedicale.
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negre®. lluminarea se face de preferin$a cu o sursa de cel mult 30 W iar sursa poate
fi configuratd lateral, frontal sau combinat. Rezultate optime se obSin la iluminare

simultand laterala ki frontala (fig. 10) :

Obiectiv

Lateral

Fig. 10. Schema de configurare a surselor de iluminare externd (combinat&)

Identificarea microscopica

2.1 Pregétirea examintrii

Este esenliald omogenizarea foarte atentd a probei de analizat. Examinarea
pentru identificare microscopict se realizeazt in cateva etape. Intr-o prima etapt.
are loc separarea fragmentelor pe baza dimensiunii acestora. Aceasta se realizeazt
prin separarea mecanica prin filtrare, sitare, flotaSie sau selectarea vizuala. Tn cazul
in care este necesard marundirea mecanicd a unor granule sau conglomerate, se
poate face mojararea manuald sau méacinarea Tn moara electricd. Tn acest caz,
trebuie Tnsd dinut cont de turalia aplicatd pentru a nu fragmenta prea fin
componente care pot fi recunoscute macroscopic (Se ‘ncepe cu o turaie micé

~1000-2000 r.p.m. timp de 5-107). Fragmentele mai mari sunt apoi examinate la

® Stereomicroscoapele sunt prevazute cu un disc opac cu dout. suprafeSe (alb/negru) care acopera masa. portobiect
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stereomicroscop unde vor fi observate caracterele macroscopice (detalii de
suprafada, texturd) consistenda (se incearcd fragmentarea prin presare), culoarea
particulelor, dimensiunile acestora, etc., aspecte care vor fi notate alaturi de

dimensiunea fracliei analizate (ex. nr. sitei pe care s-a facut separarea).

2.1.1 Sitarea

Pentru separarea diferitelor componente prin sitare se folosesc dout tehnici :
sitarea uscata ki sitarea umeda. In primul caz se face sitarea amestecurilor uscate,
alcatuite din componente de dimensiuni
diferite sau a amestecurilor obSinute prin
m«cinare Ki uscare. In cazul sit«rii umede
se folosesc site cu diametrul de cel pusin
15-20 cm (cu ochiuri de 60, 100, 150
mm)°. Sitarea se efectueaza sub curent de
apa caldd (50-60° C) mensinOnd sita la
~30° ‘nclinalie. In funcSie de natura componentelor separate, este opSionald
addugarea de detergent', caz in care spilarea se efectueazd pand la indepartarea
completd a spumei rezultate. Reziduul r«mas pe sit« este uscat ki apoi transferat
cantitativ cu o soluSie alcoolica intr-un pahar curat. Dup« separarea ki uscarea

reziduului obSinut, acesta poate fi supus unei etape de hidroliz& acida sau bazica.

2.1.2 Filtrarea
Filtrarea este utilizatd pentru separarea

suspensiilor fine din soludii sau rezulate prin

umectarea reziduului rdmas la sitare. Pentru filtrare
se folosekte hOrtie de filtru de porozitate medie,

corespunzatoare pentru majoritatea aplicaliilor. In

pentru iluminare externd ki un disc din sticlk mat, semitransparent, pentru iluminare transmisa.
° Vezi Anexa 3.
1% In mod uzual se folosekte un detergent anionic.
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