microcine

El microscopio de campo oscuro

| microscopio de campo oscuro

es una medificacidn al sistema

de campo claro, que consiste en
bloquear los rayos centrales que alcanzan
al condensador, por medio de un disco
O algin otro tipo de dispositivo, de
manera tal que el cono iluminador es un
cono hueco de luz, con mayor apertura
numérica que la del objetivo. Esta
forma de iluminacién permite que s6lo
aquellos rayos que han sido desviados
por la muestra observada, sean captados
por ¢l objetivo. Es decir, la imagen
microscopica estd formada en este caso
s6lo por rayos difractados y constituye un
sistéma cuyo funcionamiento se basa en
¢l fenémeno de Tyndall.

La técnica de campo oscuro ¢s muy
itil para observar materiales en sus-
pension, permitiendo detectar con
facilidad partfculas s6lidas con indices de
refraccidn muy cercanos al del medio en
que se encuentran, por esta razdn, €s
un sistema de gran utilidad para reali-
zar contecs de nimero de partfculas en
una muestra. De igual forma, resulta una
herramienta Gtil para visualizar estructu-
ras muy delgadas que rebasan los limites
conspicuos de [a coflula u organismo ob-
servado.

La desventaja principal de esta técnica
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Esquemas de los tipos de condenssdores para microscopla de campo oscuro por transmisida.

es que presenta imdgenes con poca reso-
lucién, €sto debido a la técnica misma, ya
que al formarse imdgenes microscopicas
que solamente estdn constituidas de ra-
yos difractados, hacen evidente la faita
de los rayos directos para presentar com-
pleta la informacion estructural de la
muestra, si la comparamos con el micros-

copio de campo claro.

Existen varias posibilidades para lo-
grar la iluminacidn de campo oscuro, que
d@pmden del tipo de condensador y hay

tipos: condensadores por refraccion
¥y mndensadmu por reflexién. En ge-

neral los condensadores por refraccidn
lienen un disco central que obstruye ¢l
paso de la luz, formando asl un cono
hueco de luz. El disco se puede co-
locar sobre la lente frontal del conden-
sador o en el plano focal posterior del
mismo, cs decir, a la alura del diafragma
de apertura, o bien en ¢l porafiltros;
pueden ser usados con una dmplia va-
ricdad de aumentos del objetivo (2.5X a
100X).Y su ventaja principal estriba en
ser relativamente econdmicos y ser den-
tro'de su campo muy versétiles en el uso
para objetivos de poco aumento, hasta
40X. Asimismo, este tipo de condensado-
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res pueden improvisarse afiadiendo sim-
plemente un disco de cartdn negro so-
bre la lente frontal del condensador (el
didmetro del disco deber ser ligeramente
menor que ¢l de la lente frontal del obje-
tivo). Es imporianie anolar ¢l hecho de
que para usar objelivos 100X en campo
oscuro, ¢stos han de tener incorporado
un diafragma variable tipo iris que per-
mita reducir la apertura numérica del ob-
jetivo, gencralmente se reduce de 13 0
1.0 a 0.8, con ¢l fin de mantencr mayor
apertura numérica del cono iluminador
respecto de la del objetivo.

La desventaja principal de los con-
densadores para campo Oscuro por re-
fraccitn estd en que la densidad luminosa
que proporcionan ¢s muy baja, si s¢ con-
sidera que su porcentaje aproximado es
el 20% del 1otal de 1a luz que alcanza al
condensador, una segunda desventaja es
que en gencral estos condensadores se
encucniran ¢n ¢l mercado con aperturas
numéricas de hasta 0.9,

CONDENSAROR TOROTOAL
|

+—=OgRJETIVO

RAVOS
PIFRACTADOS

cOHg M5CO—

ToR810&L

+=PREPARACION

== CONDENSADOR
TOROIDAL

Los condensadores por reflexién son
princpalmente de dos lipos: paraboloi-
des y cardioides. En la parte central tie-
nen una superficie reflejante con una cur-
vatura de pardbola de cardioide que re-
ficja lateral y periféricamente los rayos
hacia otro espejo que circunda el drea
central, esta superficie liene una incli-
nacidn suficicnte para producir un cono
luminoso que es el que proporciona ¥
cnvia la luz hacia la moestra a observar.

Los condensadores con superficie cen-
tral de curvatura en pardbola s¢ denomi-
nan paraboloides, mientras que los que
presentan superficie con curva de car-
dioide se les da el nombre de cardioides.
La diferencia principal entre ¢llos con-
siste cn que Lienen aperturas numéricas
superiores a 0.9, tales como 130 14y
siempre son lentes de inmersién en aceite
de 1.515 de indice de refraccidn, de ma-
nera tal que el aceite queda en conlacto
con la superficie ventral del portaobjetos.
La ventaja principal de estos condensa-
dores es la alta densidad luminosa de la
que provecn a la muestra y la posibilidad
de usar aumentos del objetivo superio-
res a 403

Distomes del pinero Commodisas vals & travs
éc us miTosopio de campo oscuro, equipads con
un condemsador por refracciba.  Ea s imagen oo
cbeervas coa claridad los detalles extructurales que
sc bacen evideates por o incremento de contraste

n;pl;h'n (con respecio al microscopio de campo
= FHpa)

Una variante de estos condensado-
res para campo ascuro por refledones,
la prescolan los condensadores toricos
o toroides. Estos condensadores tienen
una lente tdeica afiadida a un condensa-
dor cardicide. Dicha lente concentra €l
100% de la luz que al condensador
y la envia al espejo de forma tal
que el objeto sea iluminado con el 100%
de la luz que llega del condensador. Se
puede dedir que este tipo d¢ condensa-
dor es ¢l mejor, cuando las condiciones
de trabajo involucran aumentos superio-
res a 40X en los objetivos,

La técpica de campo oscure puede
combinarse con otras como la micros-
copla de flourescencia y la polarizacin,
sumédndose entonces las ventajas de estas
técnicas a las del campo oscuro. Muchos
autores recomiendan esta combinacifon
de 1écnicas para los trabajos cotidianos
en microscopla de flourescencia.
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