Construccién del microscopio

Por muy diversas gue puedan ser las formas exteriores de los micros-
copios, sus elamentos esenciales son siempre los mismes:

Estalive con plating para colocar las preporaciones,
tuba de microscopio, portador de lo éptica de cbservacicn,
aparato de iluminacidn,

Expandremos sstos partes o la vista del grabade da un micrescopio sen-
cille da construceion tradicional [grab. 2], Las funciones gue tiene que
llanar son también los mismas incluse en instrumantos mas com plicados.
(Sobre el microscopio de camaora vriversal PANHPOT véanse las ins-
trucciones especiales Lista Mikra n® 8428,

E| estativa consta de un pie pesoda pard conseguir gran estabilidad
y ce lo parte superior inclinoble contra este pie que dl mismo tiempo
sitve para coger el micrascopio. En el extremo inferior del tubo del
microscopio se encusntra generalmente un revalver con 2—4 roscas
an las cuoles se atornillan firmemente los objetivos mediante gire a la
derecha. En el orifico superior del tubo se infroducen las ccoulores,

La longitud del tubo desde lo tuerca roscada de las abjetivos hosto
el berda superiar del tubo es de 170 mm. Las objetives estdn corregidos
para esta langitud de ubo lamada mesdnica.

El ohjativo intercolode cada vez por rotacian del revolver, lonza ahora
da lo preporacién que se halla en lo plating, al digfragma del ocular
una imegen de posicién v ludes invetlicos, que se observa con el oculer
como una lupa, Pora enfocar con precisién esto imagen se debe gro-
duar adecendomente lo distoncia entre el cbietive ¥ el ohjeto. Purs
aster sirven dos mecanismos diferantes, el pifién rdpide con los grandas
batones bilaterales ¥ el enfogue micrométrice, lambien bilaterol con ¢
que ge raaliza el dliimo enfoqua de precigion, Es completomente indi-
tarente en al fondo que estos pifiones muavan el tubo, como en el
micrescopio reproducida an lo pagina 8, o la plarina [ORTHOLUX en
el grab. 1). Lo platina del grob, 2 e giralorio ¥ cenfrable pero puede
- ser también, segun el equipo del microscopia, una plating fija [grab. 1 o)
" & una platina de coordenadus en cruz (grob. 1c, d) para el examen
“ sistemdlico de la preporocidn,
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Grob. 4

Floting superpanible de ecorda-
Aogder A gruz nl 43

En los dos modelos de plotinos primeramente mencionados resulto
posible el emplec de unag plaling de coordenadas en cruz superponible
igrab, 4).

Debaojo de la ploting se encuentra el oparate de iluminacién, que con-
centra sobre la preparacian la luz procedente dal monantial luminese.
Consta de un espejo inclinable por todes lados (espejo plano v cén-
cavo) ¥ de un condensador desplazoble en general en altura, Acerca
de los diversos tipos condensodores frotaremes mas adelonte.

El corta transversal del grob. 3 muestra la morcha de los rayes en &l
' microscopio. :

Los dos puntas Py Gk por los cuales se representa uno preporacicon
microscopica, se repraducen primeramente, comeo se ha diche ol princi-
pia, mediante ¢ objetive hacia P ¥ Gh en el plono B, que se encuen-
tra 18 mm. debajo del borde superior del tubo. Sin embarge, en los
oculares empleados en la mayer parta de los microscopios la llamado
lente colectora en el ccular introducide se halla tan profundomente
en al tubo que influye en la marcha de los rovos ankes de que se pre-
sente la imagen P, y Qy. De esta modo dicho imagen se desplaza hacia
P’y @' en el plane By que al misma tiempo es el plane del diofragma
del ocular. Tante Py @', como Fambién Py O, eskd Gllima con el ocular
sacado, son por tanto imdgenes reales aumentadas del objeto P Q) ¥
pudieran por giemplo recogerse en el tubo sobre un tracito de papel
de seda o sobre una pequefio placa matey hocerse porello inmediata-
- mente visibles. Sin embargo, decisive pora el qumento aislada dal ob-
letivo es sdlo el tamafio de lo imogen Py @, gue tedavia no estd alte-
rada por la lente eolactora del acular. La lante acular del ocular pro-
yecha ohora prdcticamente hacia el infinite la imagen intermedia P QY
da tal modo que finalmente ol mirar en el micrascapio en la retina
de un ojo rEIﬂiﬂdD, es decir acomodado o dista ncia, se forman les pun-
tos de la imagen P: ¥ Qa. Para el ojo, los rayos provectados parecen
proceder de las direccioneas P, v €, . 5o denomina cumento dal micras-
copio la relacidn de lo distancia entre Py ©, medida a 25 em. de dis-
. tancia del ojo [distancia de la visién distinta) y la lengitud conocida

P G en el ohjete,



El aumento total de vn micrescopio se campone por bante de los ¢u-
mentos aislados de objelive y ocular. La imogen Py, @, lanzada par
al obietiva con uno escala de reproduceisn determinada’] es obser.
vada y aumentoda después con el ocular coma con una lupa, Por
tanto el

aumenta del microscopio =

escala de reproduccién del ohietive ¥ aumente de Ja lupa del acular,

Estos valores estdn grabodos en los abjetivos y oculares ¥ por tanto
se puede colcular facilmente el aumento total del MICTOSCORIo POT Su
producte,

En la microfotegrafia v microproyeccion inferesa lo escala de repro-
tuecidn de la imagen prayectada por el ocular, en lugar de en la re-
tina en uno placa fotogrdfica o en una pontalla. Para esto debamos
medir adicionalmente la distaneia de |o imegen coma distancia desds
la pupila de salida A del microscopio hasta el plang de recepcisn.
Para medicianes poco precisas basta determinar |o o stancio desde al
borde. del fubo. Sabemos que 1o escalg de reproduccion en uno dis-
tancia de la imogen de 25 cm. {disfancia de g visidn distintal numeéri-
camente as igual ol auments del microscopio vy en genercl se lo cnl-
culo tegun:

Escala de reproduccién del microscopio =

Aumento del microscopia % distancia de g ‘mogen en cm.
o 25 em.

En los tubos binoculares cady haz de royos sa divide en dos partes
igucles en una cara del prisma, que las refleja y transmile (grab, 3
carga Oy grab, 5] de manera gue o ambos ojos <e les ofrece o misma
imagen. Tales tubas binoculares lienen en general una lengitud mecs-
hica de uba mayor de 170 mm., longitud normal de los fubos de micres.
copios LEITZ, Una lente incluida dentre del tubo {lente del tuba, lla-
mada también dptica intermedic] liene por objete en el tubo birocu-
lar mas Jarge desplazar lo imagen Py Oy al misme lugor en relocidn
con el borde superior del tubo coma en el ubo moenacular paro sin alte-
rar sin embargo el enfoque Sptico dal ohietive o 170.mm. de longitud
del tube necesario para el rendimiento dptimo, Este desplazamienta
de lo imagen produce en cambio ung alleracien en al aumnento gue
en los fubos modernos estd grobodo perfactomente visible, mientras

=y lo palabre “sicnla de repraduerién” s iz, cwande s formon imdganes recles; la polobra
“mumente de lo lupa” o ssacilloments "oymenio cvnndo, coma wn una lups, e forma wae
lisagen virtuel.
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que pora los tubos algo ontiguas debe fomarse del cokdloga. Para fal
equipo, lo misme gue en los lubos monaculores con lentes detubo, el
aumento total del micrescopio o5 igual ol producto de

Escalo de reproduccidn del abietive x fucter del tubo % oumento dsl
ccular,

5i ahora dirigimes nuestra atencién o lo marcha de los rayes de ilu-
minacién, entonces reconocemos que el corte transversal del hoz que
ilumina p. &], al punto P se puede regulor por el diafragme iris sitvade
en el planc B. Este diafragma se proyecta mediante el condensador y
objeliva en o cerca del plana F, el plano focal posteriar del objstive,
¥ luego medianta el ocular en A. Se ve por el dibujo que esla es apli-
cable también o todo otro haz que ilumina un punto del ahjeto. En A,
la pupile de solida del microscopio, se reunen por tanto todos los
haces que reproducen los diversos puntos del objeto. La pupila de
salida se puede proyectar facilmente en un trozo de pepel v debe cain-
cidir en la observacién con la pupila del ojo.



Cuende, sagin lo diche anterior-
manka, s varia el gmoie del dia-
fragma B, el orificio se altera y por
tanto lu opertura de fos haces que
iluminaon los distintos puntos del ob-
jete, Este diofrogma se denomina
diotragma de operturg del micros-
copio en el gue en general se pro-
yecta el manontial luminese. Laimo-
gen de este diafragma proyectodg
por el objetive, cuando estg mds
visible es cuando se separa el ac-
lar v s& mira dentre del lubo desde

Grab, & Imagan del diafragma de aper- : B
tero en ol ehistivo. La visible cvonde  Grriba (v, grab. &), Al abrir y cerror

@ wmporg el ocwvler § ose mira wnfonoer

en ol fuc, el dinfragma se ve entonces en el

objetiva una superficia circular dla-
ra que viria su tamoiio en consonancio con la magnitud del diafragma.
Acerca de la importancio de aste diafragma volveremes o trafar mas
adelante [pdg, 39).

Instrucciones generales para la microscopia

Antes de sacor el microscopio de su armaric ohsérvese can cuidado
la forma en que estén colocades el instrumento v los occesorios, con
obiete de que después de usarlos vuelvan a conservar el puesta debido.
El estativo se coloca en el armario de tal mods gque pueda cogerse
comodamente la parte superior desarrelloda en forma de Mange.

5i el microscopio se leva de un local frio o uno coliente se BSpErard
antes de usar el aparato o que fas lenles ya no estdn empafiados por
ol cambio de temperatura.

Para realizar lo microscopio se eligird una mesa sélida, no demasiade
alta, en la que puedan encontrar sitic los occesorios nacssarios dal
microscopio y otras utensilios. Cuando se trabaje con iluminacidn de
luz natural lo mesa no debe estor demasiads alejada de la ventana.



" de tal manern que caiga luz sufi-

_la luz difusa irradiada de unos nu-

%e coloca entonces el microscopio

ciehte sobre al espajo. Mds fave-
roble que la luz ozul del ciela a3

bes blanco:; debe evitorse lo luz
solor directo v elegirse por tonko
da preferencia uno ventano gue
mira al norte.

El que traboja con el microscopio
debe ocastumbrorse a hocerlo sen-
tado, en pasicidn comoda del cuer-
poteniendo éste ligeramente inchi-
noda la parte superior. Teda posi-
cién incémoda de |o cabezo v de
la rweca puede actuar scbre la cir-
EUIDcién dﬂ l'] sangra y EiEI‘EHT por Grab. ?Acnplaminn‘n de lo wisiar ohli
tanks- un E'E:Erﬂ' IﬁE:I‘EUdiEI-L‘II S-Dbl'f: cua moanoowlor en el tubo,

los ojas.

Cuando se use el microscopio estando sentada se puede inclinar e
porte superior del mismo. En los prepaoraciones no montados de un
mede firme, |a plating debe colocarse por tanto da un modo harizan-

- tal; en esta cass uno alargadera lubulor con vision oblicua permite

igualmente una posicidn comodo de |o cobeza v del cuerpo. El tubo
recto pera el aculor se desatornilla en la rasco o wnos 3 mm. del dis-

positivo tubular anche y te cambia per uno olargadera oblicun [vease
grob, 7).

Al ufilizar un microscopic monocular acostimbrese o trabajar alter-
hativamente con amboes ojes ¥ o mantener abierte en cado caso el
oje que no frabaja. Con un poco de ejercicio se acostumbra uno rapida-
mente a ver sélo lo imagen en el microscopio ¥ a que el otro ojo mire
"en el waclo®.

Es de especial importancia trobajar sin forzar lo vista ¥ no ocomodar
los ojos o corto distoncia porque aquéllos se cansan con facilidad ¥
4 la larga pueden lesionarse. Para ello es necesario, con el enfoque

_ micrométrica, poner la imagen intermedia P, QY [v. pdg. 10} muy bien

en el plano del diofroama del ocular con sbjeta de que entonces e
proyecte o gron distancig por la lente ocular,



Es muy recomendable el emples da un tubo bi-
nocular. Las tubes binoculares LEITZ (grab. 1h, ¢
3, 8] permiten una ohservacidn correspandiente
a la vision normal con ojos relajodos dirigidos
poralelomente. Mo se presentan fendmenos de
tansancio incluse duronte un tiempa bhastante
largo de mirar en el micrescepio. Ademdas de
esto, aparecen oumentadas lo sensocién en
el espocio y calidad de lo imagen por utilizar
ol mismo Hempo las propiedades dptimas de
ambos ojos que se complementan, Uno de los
ojos en la mayoria de los casos estd mds ca-
pacitade paro distinguir estructures finas v =l
atra para juzgar diferencios finas de colora-
o A ey cian. A esto hoy gue arbibuoir el hecho B¥[IEr|-
bercambiclbla can visicn okl Menbal de que las delalles de un objelo e re-
sl conccen en lo observocién binoculor con mas
ropidez, mejor ¥y mds noturalidad que en o abservacidn manocular.
Las desviaciones de la distancia entre los ojos v las de o ogudeze
visual se pueden compensar en los tubos binoculares por graduacién
de los tubos oculares de tal meds que eada ohservador fgue esté goos-
fumbrade a ver con ambos ojos puede ulilizar sin dificullad lo visién
binocular del microscopie,

Como mananticl luminoso para la micrescopia se utiliza, como ya se
ha dicho, la lvz natural & —can mucha mas frecuenciag— la luz adificial
que as independiente de los cambios de la luz dal dio. En fos monan-
tigles de luz artificiales tenemos que distinguir entra los lamparas in-
candescentes normales (grob. 9a) v las ldmporas de bajo voltaje {grab.
?b y ¢} muy adecuadas pura micrascapla, gue con su alto v regulable
intensidad petmiten realizar todes los trabajos inelusa lo observacion
en campo oscure ¥ la micrapreyeccidn, a corta distancia.

En el trabajo con lamparas para microscopia, que astan dobtgdas de
ung lente de iluminacidn, es importante dirigic céntricamente sobre el
espejo del microscopio o luz de lo ldmpara sin interealar una placo
mote. 3¢ abren los diafragmas del condensador, se aleja el ccular del
tubo y se mueve el espejo hasta fanto que |o superficie posterior dal
abjetive aparece irradiado can claridad.
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Lo preperacién se coloca sobre el arificia en la plating dal micros-
copia de tal manero que el cubreobjetos se holle hacia arriba. Con
un estativo inclinado y en la investigocian con ung inmersisn en oceile
la preparacion se tiene que fijer mediante las pinzas para el objeta,

Una investigacidn se comienza siempre con un abjelivo débil can el
que se pueda examinar un campo del objeto bastante grande v se elo-
va enfonces metddicomenle el aumento empleands un oeular mas
fuerte o intercalonde un obietive mds fuerte hasta fua se consiga lo
resolucian necesaria o la mejor repraduccidn de los detalles deseados.
En este caso se observa que parn |g investigocidn microsedpica pro-
piamente dicha se deben utilizar oculores con é3x hasta 12% de ou-
mente propio. Munce deberd elevarse el sumenta total dal microscopia
mads de lo necesario parg reconocer los detalles desendos porqua la
infensidod de la luz y el digmetro del compeo del ohjsto resultan tants
mds pequefios cuonfo moyar es el auments. Tambidn es limitode &l
oumento a emplear por el espesor de |o preparocidn. Cuonto mds del-
goda es lo preporocidn, tanto mas elevodos serdn los dumentos gue
puedan emplearse con veataja [véanie tombién los capilulas de poder
de resolucién lotercl v axial ipag. 41—49),

Enfoque de la preparacién

Mo constard trobojo enfocar debidamante objetivas déhiles si se fiene
presente la columna “distancia libre de trobajo® en la tabla de lo
pag. 21. Cuanto mds oumenta un abjetivo, tonte més corta es la dis.
tancia libre de trabajo, es decir, fanto mds se debe acercar el objetivo
al objete al enfocar |a imogen,



Al trabajar con sistemas seeas de gran oumente y sobre todo con in-
mersiones en aceite, debe ponerse especial cuidado en que lo lente
frontal de los objetives no trapiece en la preparacién. Prescindiendo
de un posible deterioro de In prepardcidn, puede romperse por des-
cuido también la pequefia lents frontal de una inmersién en aceite de
gran apertura al eprimirla. Par el métada siguiente del epfoque de
precisién se puede evitar grandemente espa paligre,

Se bajo primeramente eon cuidade el tubo con pifidn rapido hasta
gua la lente frontal del chjetive asts muy cerca del cubrechjetos de
lo preparacian y casi la toque (obsérvese cen cuidado por el ladg);
entonces se levania nuevemente con lentitud el tubo, mirando atenta-
mente en el oculor, medionte el pifién rdpide haesta que aparezcy [a
imagen. Ahera se realiza el enfoque de precisién definitive con el tor-
nillo micrométrica,

El movimiento micremétrico girg en igual sentido que el erfoque rd-
pide; si el tarnillo micrométrico posee una escalg, entonces se puede
leer el desplazamiento fino del tuba. En los micrascapios mds senci-
llos, el contorno del tambar del mevimiente micremétriea esfel clivi-
dido en 50 partes y en los grandes microseopios en 100 portes, A cada
intervalo corresponde un desplazamients del tubo da 0004 & 0,001 mm,
Respecto o lo adecuade del tornille micrométrica para medicionas
exochas, nos remitimos o lo pag. 52 Después de 12 rotaciones del tor-
nillo micrométrico con 50 intervalos ¥ después de en nimeros radon-
dos 25 rotaciones del tambor de 100 divisiones, se limita el mavimiento
de precisién por medio de topes. Dosrayas indican las posiciones fina-
les. Antes de realizar la microscopia se gradia da fal modo el 1ornillo
micrométrics qua lo raya indice aislada sefiale el centra de ambuos
fayas cpuestos y el campo de enfoque por tanlo es de igual magnitud
hacia ambos lados.

Para un enfoque de pracision irreprochable de los objetivas mas fuer-
tes, la marcho muerta del enfoque microméirice debe ser MEenaer que
una lengitud de ondo luminesa. También el efecto posterior del tar-
nille micrométrico debe permanecer deboja de asta magnitud para
que el enfoque de precisitn no varie durente large Hempo lo que es
necesario sobre tedo en los microfotegrafios. De un modo muy per-
fecto esta condicién lo cumple el tornilio de precisidén micrométrico
LEITZ con guid de balas de que estdn delados tadas las tipos moyores
de los mierascopios LEITZ; su mecanisme es insentible frents al estads
dea los lubricantes y trabojo independientemente de las influancias atmas-



Péricas. lgualmente insansible es este enfoque de precisién poerg uno
carga adicionol de los aparatos accesarios del micrescopio como
cdmara superponible o el tuba binocular bastante pesade.

_El race es tan pequefilsima que basta una prasion de muelle muy pe-
quefia para vencerls, por lo cual o su vez estd gorontizada ung ele-
vada profeccién de la preparacin v de la lente frontal dal objetivo.
Esto merece especial atencién porque aporatos de ofrg procedencia
tratan de forzor o continuocian del mavimienta de precisidn par gran
presidn eldstica, sin tener en cuenta en esle coso el gran peligre para
las preparaciones y para los objstivos,

- También el movimients de precision de [os microscepios LEITZ medig-
nas trabajd con una presién elastica fan ligera gue se disminuye gran:
demente el peligro de un deteriara de |a preporacién. A pesar de
ello, debe evitarse can cuidada el chogue de la lente frontal en siste-
mas secos fuertes y especialmente en inmersiones en aceite,

Para el enfoque de la inmersidn an oceile se coloen un poco de aceite
de inmersidn en la lente frontal del chietivo y en el punto de o pre-
paracidn y se hoce descender el fubo {observando por el ladeo) con el
pifién: rédpide, hasla que se unan ambaos gotos, Luego se enfoco con
cuidadoe la preparacisn en al microscopio con el tornillo mieramétrica.

Las burbujus de qire en la capo del aceite que sa forman a veces antre
el cubreohijetos y lu lente frental perjudican la imagen, Se las puede
reconacer como paquefios esferas o puntos brillantes cuande socande
8l ocular se mira dentro del tube. Las burbujas de aire se pueden se-
parar del campo del abieto mediante un movimienta girokerio deal re-
vélver del objetive o suprimirlos pasande con euidado ung varilla
plano de madera sobre la lante frontal del objetivo. Los objetivos secos
na deberdn mojarse nunca con acsite o agua, ¥ en cambio los objeti-
vas de inmersién nunca sin el ligquide correspondiente.

5i en el borde del cubresbistos se han pueste liguidos agresivos
—acide acético, lejlas, materias colorantes. balsomao dal Canadd, lo-
cos, ebe— en caso de gron aumento no deben sacorse las preparacia-
- nes sencillamente debajo del objetiva, porque la lente frontal dada la
pequefia distancia libre del objete pudiera ponerse en cantacks con
8l liquido. Deberemos pues acostumbrarmes a levantar con el pifidn
rapido el tubo con al objetive antes de cambiar lg preparacién,
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Objetivos

Los objelivos del microscopio son pequefios instrummentos apticos
mecanicos admirobles ¥ como a tales se les debe tratar, Contienen
hasta 10 lentes vislodas las mds pegueiios de las cuales Hienen un dig-
metro de sélo 1 mm, gprox. y cuya posicidn mutua se Hiene que maonke-
ner en fracciones de centésima: de milimetro, Por lonte, tales objetivos
no se deben desartarnillar nuneg sing limpiar Gnicamente la lente fron-
tal ¥ en caso necesario también uno vez la lente posterior con un
trape de line mey blande lovado yo con freceencia. Lo suciedad fija
o el oceife de inmersion desecrdo se desprenden con xilol o bencing,
el espititu o alcahal &n cambio se dehe evilar en todos |os cosos
porque atacan el cementa de las lenles.

Pero no solo en el aspeclo mecdnico exige olencién la utilizacién de
las objetivos del microscopio si han de mostror los mds altos randi-
mientos, Es asimismo importante el conacimiento v chiervacian de o
relociones dphicas puesios a continuncidn.
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Para los cases en que no se pueda dispener de un cubreabjetos con

el espesor adecundo de 017 mm., suministramos las objetivos carac-

terizados por D! en una montura de correceién gue puede graduy-

ersa de antemanc en el campe de 0,12—0.22 mm. al espeser del cubra-
ebietos conorido o medida. De este modo se obtiene siempre ol ren-
dimienta dplima de los objativos. Sin embarge, si al espesor del
cubreohietos es previaments desconocida, enfonces se hoce girar el
anillo estriado en el obistive de made que lo raya 17 correspondiente
a un cubreobietos considerada come narmal eoingida con el indice
fijo y se refiene o colidad de la imagen microscopiea perfeclaments
después de un enfogue de precision cuidadose, Entonces se alterg o
graduacién de lo montura de correccian an culguier direceidn una
magnitud peguefia {1—2 rayas), se enfoca nuevamente hosta obtenar
lo mejor calidad de la imagen ¥ 5@ juzgo si lo imagen se ha hecha o
no mas rica en contrastes ¥ mes precisa, Da allo sa deduce hacia gué
direccién se ha de continuar el ansoyo ¥ con un peco da prdctica se
Fiene rdpidomente la mejor graduacién de la mantura de COIFaccitn

¥ con ello también se hallg el espesor real del cubreobjetos. Es con-
- weniente anctorlo en la prepargcién.

Les ohjetives da inmersidn, sobre todo las inmetsiones en oceite,
na son fon sensibles o las variaciones del cubrechjetos, porque las

 diferencios de espesor en el vidrjo sa pueden compensar grandemente

por la alteracién correspendients de |a capa de aceile; sin emborge,
los cubrecbjetos demasiado grueses pueden dar lugar a gue en los
objetives da inmersion fuertes cuya distancio de trobajo normalmente

va es menor de V5 mm., la distancia que gueda no basta parg poder
enfacor con precisian el objetiva,

En microscopios con tubo alorgoble se pueden compensar diferencias
del espesor del cubrechjelos prescritas denfro de estrachos |imites
también por alferacisn de o alargadera del tubo. Los sspesores del
cubrachijetas inferiares a 0,07 mm. exigen un alargomients dal tubo
¥ @n los mas gruesos se tiene que acortar. La que sirve porg decidir la
graduacidn del tubo alargable es lo imagen mds perfecta, Hay que

observar sin emborga que con la alargadera del tubo voria tambign
&l aumente.



~ Desde el punto del chijeto en la cara inferior del cubreokjetos sale
luz en les mds diversas direcciones. 5i se encuentra, como se supone
en el grobade 11 g, aire enlre el cubrechistos y la lente frontal (in-
dice de refraccién n ~ 1,000} entonces, segin la ley de la refraccidn,
sélo pueden posar o la caro superior del eubrachjetas en e Bspocio
intermedio de aire, los ravos que en el vidrio no =on totalmente refle-
jados, es decir, que marchan dentre del dngula limite de la reflexidn
total, —oqui 41,5°—. A este dngulo limite corresponderia en el aire
la llamoda “salida rasante”, es decir, par tanto 20°. Segin la farmula
indicada al principia, esto daria el volor 10 coma alcance maximo
tegrico o la apertura numérica paro sistemas secos. Sin embarga, facil-
mente se puede comprender que es imposible aprovechar plenamente
este dngulo porque entonces la lente frontal tendrio que coincidic
con la superficie del cubrechjetos, Realmente se admite, & cavso de
la distancia necesaria entre cubreobjetos ¥ objetivo v a cousa del
tamafio limitado de o lente frontal, sélo un dngulo de a lo sume 727,
de lo gue se deduce para esta close de objetivo vna apertura méxima
prdcticomente alcanzoble de 0,95,

. En el grab. 11 b estd representoda una inmersién en agua (n = 1,333,
- El angulo limite de lao reflexién total se hallo agqui sélo en &1.5% par
lo cual el limite tearico de lo aperture nim. se eleva o 1,33, Lo mis-
. mas condicianes téenicas gue dimos a conocer en el apartodo prece-
| dente limitan, sin embarge, el dngulo aprovechable en el agua o 64,57
¥ por tanta lo opertura numérica prdcticamente o 1,20

r

¢, Finalmente el grob, 11¢ demuestra el curso de los royos en una in-
mersién de oeeite, Aqul no te presenta lo reflexian totol porgque el
cubreobietos y el aceite de inmersidgn tienen al mismeo indice de re-
fraceidn, es decir, n = 1,515, Por tanto toda la luz glue marcha for-
. mando un dangulo hasla 90° con el eje Splica, llegarfa sin desviacion
a lo lente frontal con sélo que ésta dllima pudiese hacerse suficients-
-mente gronde. Los cortas distancius focales de los fuertes ohjetivas
o de'inmersién hacen que las lentes frontales tengan sélo un didmetro
% de poco mds de 1 mm, y da este modo, o pesar de la menor distancia
& da trabaio, charcan en el caso exiremo un dngule de 67,57, lo que

g{'cnrraspnnde d un limite superior de lo aperturg nim. de 1,40,
.-ll".

e A

rers

=

v Los tres cusos limites que acabameo: de describir acerca de los apar-
-}'?rurus qua practicamente se pueden conseguir se hacen resaltor en
“rel grob. 11, o—c por los rayos de trazeo alge mds fuerte. Enire el cubra-
Ef-'.nhial'us ¥ el objelivo merchan cosi bajo lo misma inclinacidn, en
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cambio en ol cubreobjetos pertenace o los mismos FQyos 8N una inmer-:
sidn en cceite un dngule muchisimo mayor (67,57 que en ung inmer-
sion en agua (52,57 o incluso en un sistema seca (397). De estos dngu-
las indicodos en los paréntesis se pueden calcular tambisn perfecto-
mente las aperturas numeéricos; sdle se necesita en cada caso multi-
plicar el seno del angule correspondiente por el indice de refraccidn
del cubreobjetos. Esta observacion muestra con especial claridad
cdmo o opertura numérica y por tonto el poder de reselucian de
los objetivos, aumento directumente con el cone de rayes gue par-
tienco del chijeta tiene la posibilidod de llegor finglmente al ab-
ietiva. Se ve cdemds con claridad edmo o medida que aumenta o
operfura num. se dispone cada vez de menos espacio para la mon-
tura de la lente frontol. Las lentes frontales hiperhemisféricas da los
objetives de inmersian fuertes sélo se pueden sostener con bordes de
montura finisimos ¥ estd clara que ol usarles ¥ ol limpiarlos se deba
tener el maximo cvidade pora que las lentes no sa salgan por presidén
de su monturo. En lo mayor parte de las coses no se perjudicaria por
elle sélo la lente frontal, sino tembién la que la sigue inmediatamente.

En cada grupo hoy también objetives gque no muestran |o cperiura
méxima posible en cado caso; pero por esto ne son de segunde orden
frante a los objetives cumbres; son incluso recesarios cuando se trata
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" de ohservocicnes en los cuales se trabajo ton aumente tofal rela.

fimaventa paquefio. Los manifestaciones da la pdg. 44 dicen que el
- aumenta final no debe hallorse por encimo de 1000% pero tompoco

. por debajo de 5003 de la opertura del ohjetiva, Una apertura dema-
* sindo alta no serio pues entonces plenamente oprovechada. Per ofra

“parte, incluse los sistemos secos mds fuertes sélo parmiten oumentos

totales hasta %50x cuondo se pone cuidodo an no obtener imogen

- “wacig” alguna. Por tanto Yambién por debajo de un gumento inferier

* g 1003 en el microscopio se echord mono con ventojo de los ob-

jefivos de inmersidn,

- Construccion de los objetivos

La construccidn de los abjetives &5 extroordinariomente distinta segun
se trate de sistemas débiles o fuertes y segin sea de alevado su grodo

. de correccion,

i En el grab. 12 se han entrasocado algunos ejamples caroctaristicos

que muestran gque tonto los objetivos débiles como los que poseen
aperturos muy elevodas, exigen un gasto gronde de lenbes. Las ob-
jelives se reproducen aprox. an tomofio notural ¥ va los dibujos es-

[ .
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AIZLAR da ohbjelivas ceraclerislicos,




quemdticos dan una buend impresion de los dificultades fqua tiens
que tener la fabricocién de tales objetivos, Ténganse en cuenta especial-
mente |us lentes frontales hiperhemisféricas de las fuertes inmer-
siones en oceite. La dificultad en los sistemas débiles es mantener
tan pequefio su distancia de trabajo, es deeir, la distancia desds la
lenfe frontal hasta la superficie dal cubrecbietos de estos chjetivos
el que se puedan ajustar con los ofres en el revélver. Con el nombre
de ajuste de los cbjetivos se entiende que en todos los objetivas o
distancia de la rosco de otornillamients hasta = abjetiva es igual,
Entences ol cambiar los objetivos no es necesario ajustar despugs con
¢l pifdnrdpido; bostaun pequefio enfoque posteriaren el pinonmicro-
métrica. De los obietivas indieados en la pag. 21, excepcidn hecho
del objetive 3,2/0,12 (el anterior objetive 1), todos los sistemas secos
estén ajustades a una longitud de 37 mm. en el revélver, Los abije-
tevos de inmersidn son alga mds cortos, pera se mantiensn erdre s
también a su vez iguales, para que una pequefin gata del liquida de
inmersidn, que en el trabajo répido acaso no se limpics inmediatamenta
de la lente frontal, la preparocidn no se ensucie inadverlidamente con
aceite cuande se combia un sistema seco por otro, cuondo en este
<050 entre estos dos abjetivos se ha atermillada en el revélver ol
obietivo de inmersién.

Para colacor un abjetive de inmersidn an posicién de trabojo no e
debe olvidor el levantar un poco el tube con el pifién rapido. Séla
de este mode se puede colocar con seguridad el medio de inmearsidn
en el objetivo ¥ en el cubreshistas. Tampoco después de lo ohserva-
cién se debe olvidar el levantar el objetiva algunos millmetros hasta
que lo capa de oceite se desprendg con obisto de que ol moverlo, af
aceite no se arrgsire por toda la preporacian. En esfe lugor debe re.
cordorse tombién cudn importente s limpiar siampre lo mds pronto
posible y con mucho cuidads el aceite de inmersisn dal cubrachjstas
¥ chietiva (v pag, 20}, El aceite desecado y endurecido requisra mayer
gasto de fuerza vy mds disclvente pora su limpiezeo, con lo cual los
sistemas delicades podrian estropecrse,

Antariormente los objetivos estaban sefialados con numaras ¥ no do-
ben informe algunc ocerca de su clase. Ahorg se recanocen por su
escala de reproduccidn v su cperturo, Adicionalmenta se indican el



3
&

- medio de inmersicn y el grado de correceian, Si falta un date acerco
- del grado de correccién v media de inmersién, entonces se trata de
. un acromdtico ¥ da un sistema qua sa emplea sin medio de inmersién,
- (sistema secal. El objetivo 45/0,65 es por lanta un sistema aeromafico
! s8co con una escolo de repreduccicn 45: 1 ¥ una apertura A = 0,65
¢ que antericrmente se designabn como obietivo & L.

k.
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Los acromdticos son los abjetivos de microscopio corrientes, fobricadas
| 5us lentes completamente de vidrio, para investigaciones generales
- cientificos v practicas. Su estede de carreccién pude meiorarse por
ii, los adelontes de la técnica del vidrio. Unicomente para los aperturas
E"' maximas estos objetivos no se pueden corregir de un modo complato.
-~ Sistomas de Fluorita— Un perfeccionomienta en esle santida |o Mepre-
- sentan los objetives de fluorita, para cuye construccisn se utilizon
. lentes de espato fluer.
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. Lo caracteristico de foles sistemes es al "FI". Asi ol FlOel 9501 ¥

- constituye la inmersicn fuerfe de fluorita en aceite muy apreciads,
- con una escala de reproduccidn de 95:1 y una operturg A = 1,32.

LT

- El espato fluer o fluorito es un mineral que e encuentra en la natura-
. leza y recientemente se fobrico tambign de un modo artificiel con su

¢ poder de refraccion muy baojo v lu dispersitn de colores es mds pe-
¢ quefia de los que se consiguieron hasta ahora en los vidrios, Por sus
i propiedades resulla posible aumentar la correccion da los eolores y

.o correccidn esférica comparadas con las de los acromdticos.
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Apocrométicos.— Los ohjelives apocromdticos que se designan con
U Apo p.ej. Apo 40/0.95 lun sistema seco opocromdtice con escalo de
" reproducridn 40 ;1 y cperturg 0,23) poseen el grado mdximao de co-
rrecion, Las imdagenes con ellos producidas cautivan por su excelante
brillantez. Lo esencial an les construcciones apocromdticos es el emples
* abundante de Fluorita como material de lentes.

Ea

-

.. El dite precio de estes ebjetivas es debida tanto o su complicada cons-

. fruecion come a lo cara gue resulta la fluorita apropioda para fines
i oplicas.
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Lrab. 13 Grobada de s ohjetivea.

Ademds de los dotos va desecritos se encuentran en el borde superior
de nuestros modernos objetivas dos cifros separadas por ung roy
oblicua, la primera de fas cuales indiea la longitud del tubo ¥ I se-
gunda al espesor del cubrecbjetes, con el que hay que emplear el
objetivo, Siempre que sea necesario el emplec da un cubrechjatos
estd grabado el nomera 0,17, En obietivos que se puaden amplear
también sin cubrechielos se ancuentra una raya —, mientras que
en los objetivos que s6lo <2 deben emplear sin cubreabjetas estd
indicodo e espesar del cubreobijetos 0,

Aqul sefialaremos una circunstancia observada seguramente por to-
dos los que manejan el micrascopio PEFC que no siempre se interprata
debidamente, En sistemas fuertes no as posible abarcor al misma fiem
e con precisidn toda la imogen. Yo sea el bords o el cantra el en-
foque resulta paca preciso. Sin embarge, la rozén de allo no se debe
a una fobricacién defecluosa de los objefivos sino al abombamisnto
de la imogen en todas los objetivos alge fuertes, para lo cual hastg
ahora no exishid en los sistemas fueries posibilidad alguna de supri-
mirle por completa juntamente con los restantes errores de o imagen.



Grn:lb 14 Coslores coracerislicos: Farsjn da aciiores aer plondhices 83 Jeraclaristica B
{uwhr mimamétrico con lerte ceelar desplazable; aculer Bupgens &, 1000 acular peri

ulunnrlm 12w,
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Oculq res

3

Para aprovechar plenamente los propiedodes de los objetivos, es dea
‘gron importancia emplear siempre el tipo de ocular mas aprepiade,
" Acarca de esto nos informa la columne “tipe de ocular” en la kabla de
la pag. .

- Mo Yene sentido emplear oculares mds débiles de 6 porgue yo estos
- seulares permiten abarcar, todo el corte transversal del tuba y otra dis-
minucian dal aumento del ocular no puede preducir oumento alguno
dal campo visible, Los aculares con aumento inferier o 6% séle pue-
" den emplearse con provecho poro fines de proyeccidn.

e R B o
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' Fwn fines de medicidén se fobrican oculares especicles con lente oou-
" lar desplazable que permiten enfocor con precisidn una escala colo-
" eada en el diofrogma del ccular (v, pag. 4% ¥ 52).

&



iGrob. 15

secciaras longiludi-
murlag de los ocoularaa.

Oculares Huygens son les de construccidn mds
sencilla y por tanto los mdas baratos. Son los oeu-
lures mds apropiados pora emplearles con obje-
tivos débiles [excepcidn hecho de los apocroma-
ticos déhilasl. Tumbién con objetivos algo fuertes
se usan con frecuancia a causa de su precio fave-
rable. 5in emborgo, claramente se camprends qua
con ellos no se puede obtaner por campleta o
elevado colidod de la imagen de los sistemas de
Fluorite y apocromdticos, Los aumentos de lupa de
los eculares Huygens son & 8,10 12, v 16%.

Cculares periplandticos ¢ construyen ampleandeo
elemenios cementedos v se adaptan de tal made
al estodo de correccidn de los ncromdlicos fuer-
tes, sistemas de Fluorita v opocromdlices, fua se
opravecha plenomente los buenas propiedades
de estos sistemas.

En cuanto o lu correccidn de los colores estos ocy-
lares presentan iguales ventajas que los oculares
e compensacidn antiguos, de manera gue pueden
colocarse en su lugar, Lo serie de los oculares
periplandlicos obarco los gumentos siguientes:
6,8, 10,12 15,2 y 253,

Lentes del tubo

En microscopios algo grandes, como ya se indics al hablar de la ob-
servacidn binoculor, con frecuancio tomg parte en la formacion total
de lo imaogen un tercer elementa dptico, la lente del tuba, Con ohjato
de determinar adecuadamente el cumenta final del microscopio lvéase
pidg. 13) es importanle tener en cuentd su aumenta propio, que en los
tubos modernos estd grobode de un modao visible, miantras que. @n
los estafives alge antiguos se puede tomor del caldloge. En estativos
universales en los cucles se emplean diversas cluses de abjetivas espe-



« ciales, que estdn colculados para ofros longitudes mecdnicos de tubo
(185 v 215 mm. e =o0) los sistemas de lentes del tubo son en porte inter-
* cambiables. Obsérvese con cuidadoque estos sistemas se usensiempre
't6lo en combinacidn con la serie de objelivos correspondiente a su

inscripcisn porgue su cambio acarreoria el mismo empecroamiento de
: _Lﬂ Iimcll:ien que una desviacién correspondiente de lo debida longitud
& del tubo.

al

-

t Aparato de iluminacién y condensador

" tes y espejos con los que se iluminan las preparaciones, entendiéndose
E solamente por condensador en general el sistema puro de lentes, mien-

" En la iluminacién de campo claro la luz procedente del condensador
i gtraviesa la preporacidn y penelra enfonces en el objelive. De este
" modo de los puntos del objeto menos tronsporentes o ohsolwtomente
I\ opocos se observa en el compo de wvisidn cloro por decirlo osi uno
& sombra, En opaosicién a esto en lo iluminacién de campe oscure la uz

.5
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luminosa se dirige de tal modo que coe completamente de un modo
oblicuo sobre los preporaciones y poso al objetive. Sélo la luz que
se difrocta por el objeto o accidentalmente se reflejo en el objetive,
permite aqui la imagen en lo que los conternos de los objetos ohser-
vades gparecen con iluminacign clara sobre fondo oseure. Como en
este mélodo de cbservaocidn sélo es necesario que enire el objeto ¥
su alrededor existen diferencias en el poder de refraccidn de la luz,
la iluminacién de campo oscure debe recomendarse en todos ague-
llos casos en los que se trate de lo cbservacidn de objetos delgados
no coloreados, como por ejemplo bacterias. La lista Micro Mo. B388 in-
formao acerca del enfoque de la imagen microscdpica con un conden-
sador de campo oscuro.

Condensodores de campo claro. Es completomente evidente que el
angule bajo el cual atraviesa el objeto la luz de iluminacién tiene que
odoptorse en su magnitud al dngulo que pueda recoger el objetivo.
Ademads de esto, en oposicién o nuestro grobade Gnicamente esgue-
mdfico de la pdg. 10, se exige que una parte de la preparacidn de
tamafie muy diferente se ilumine, segin se quiera abarcer con la vista
con aumento mdximeo un compo muy pequefio o con pequefio aumento
un gran campo. El tamofio del compo varie por tanto en razdn inversa
del aumenta. 5i p. ej. con un aumento total de 15 $2 abarco con la
vista un campo de 10 mm., entonces con un aumento 1000x aquél es
sélo de 0,15 mm. Estas condiciones muy diferentes se deben solvar
en lo posible por un condensader.



. -- densadores mds sencillos permiten con manantiales de luz arti-
ificiales el paso de objetivos fuertes o débiles desatornillando la lente
‘frontal para aumentar el compo iluminode y disminuir la apertura,
imientras que en otros condensadores la lente mas proxima al objete
‘sélo necesita seporarse con uno palonca para pasar de la observacion
¥ con elevado aumento a lao de oumerto pequefio. El limite se halla
. por reglo genercl en un aumente de objetive 10% y una operturg

'de A = 0,25,

" Las operturas de condensador necesarias se rigen segin la clase de
- gbservacidn. Para fines de investigacidn es necesario poder elagir la
" gpertura de iluminacién tan clta come lo gpertura de observacidn.
' Sin ambargo, debe procurorse que sdlo e puedon utilizor operturas
syperiores a 0,70 aprox. cuando se unan dplicamente &l condensador
& v el portacbijetos con una goto de aceite, Como es sabido, segin yao
. axpusimos al tratar de lo opertura de los objetives secos, en la cora
* frontal del condensador la reflexidn total se presenta en A =10, pero
" de ello a cousa del espesor del cubrechjetos sélo produce su efecto
* aprox. lo opertura 0,90. '

I':., En general los condensadores estan provistos de un diafragma que sélo
it parmile una regulocidn de lo operturo cuando se otomilla o intercala

' la lente frontal.

- Aperturas de iluminacién superiores a 1,0

Condicidn indispensable para los aperturas de iluminacién superiores
- a 1,0 es que exactamente como en los objetivos se usen los conden-
sadores con liquido de inmersidn. Lo apertura de los condensadores
de microscopic en general ne pasa de 1,20. Para fines especiales se
suministran ademds condensodores con los cuales se pueden alcan-
zar gperturas hasta de 1,40. El liquido de inmersidn, normalmente
| aceite de inmersién, se oplica sobre lo lente frontal del condensador
-y el condensador se levanta entonces hasta tonte que el liquido se
i* pongo en contache con la cara inferior del portoobijetos, de tal modo
' que se obtenga una combinacién dpticamente homogénea.



Condensador de dos diafragmas
segun Berek

Este condensoder, en oposicién a los condensadores vsuales hosta
ghora, contiene das diafragmas, uno de los cuales regula lo apertura,
mientras que el otro sirve para limitor el campo iluminado. El modelo
normal da aperturas hasta 0,95. Con un casquate condensador de in-
mersion especial atornillable se pueden conseguir sin embarge aper-
turas hasta 1,40.

Para objetivos fuertes a partir de apertura 0,25 se introduce la lente
frontal. El diafragma iris inferior (anillo giratorio estriodo) achia como
diafragma luminoso o diafragma de campo visual y el diafragma iris
superior accionado por palanco actia en caombio como diafragma de
apertura. Una escala indica en milimetros el didgmetro del diafragma.

Para objetivos débiles con apertura inferior a 0,25 se separa la lente
frontal del condensador, El diafragma iris inferior actia entonces como
diafrogma de opertura y el diofragma iris superior accionado por
palanca no tiene funcidn alguna y permanece abierto.

Grab. 18 Marcha de los sayes an el condenpedes de dos dicfrogmos sagin Derelc



Grob. 19 Centroje del diofrogma da campa visuel,

Al graduar la iluminacién, el condensodor se coloco en su posicidn
mds alta mediante el pifidn ¥ cremallera v se intercala la lente fron-
tal. Los diafragmas del condensador fienen que cbrirse. El diafragma
superior se acciona con la palonca lateral y el segunde con el anillo
estriodo inferior. Después de previo centraje de la ldmpara de micros-
copia. que se realiza del modo wsual (pdg. 16} y después de enfocar con
precision la preparocion con un objetivo de unos 10 de aumento propio
(sin conceder importancia a la plena iluminacién del compo visual), se
cierra el diafragma de campo luminose {anillo giratorio) hasta que se
vea plenamente en el campo visual ¥ se bojo entonces un poco el
condensador mediante el pifidn v cremallera lateral hosta que el dia-
fragma se reproduzco igualmente con precisidn. Esta posicidn en al-
tura del condensador yo no debe alterarse qun cuando se pase a ofras
objefivos (una variacién insignificonte sélo serd necesorio pora el
enfoque de precisidn del diofrogmo del caompo luminoso cuando se
coleque una preparacién nueva con ofre espesor del portoobjetos. En
los portacbjetos demasiado grueses el diafragma del campo visual
ya no se pueden reproducir con precisidn pero esto carece sin em-
bargo de importancia para su funcidn irreprochable. El condensador
en este caso permanece en su posicion mas alta hasta el tope). 5i el
diafragma del campo lumincse no se halla en el centro del compo
visual, entonces se cenira el condensador mediante sus dos tornillos
de centraje'y luego el diofrogma se obre solo hasta que deje libre
el compo visual. Se gradia entonces el menantial luminese o lo mejor
ilumingcidn del compo visual.



Al pasar o los objefivos algo fuertes, el diofragma del campo visual
se gradda nuevomente de tal manera que el campo visual se ilumine
precisamente de un modo completo. 5i ya no se halla céniricamente
al campo visual, entonces el condensader tendrd que centrarse.

Al pasar a objetivos mas débiles con apertura inferior a 0,25 sélo se
separa la lente frontal y se abre el diafragma superior del iris, mien-
tras que la apertura de iluminacién se regulo mediante el dicfragma
iris inferior [que con la lente frontal intercalada ha aduade como dio-
frogma de campo luminoso). En estos objetives débiles yo no es nece-
sario un dicfragma de compeo luminoso porque el compa lumingso del
condensador al separor la lente frontal estd odoptade al didmetro
del campo visual de los objelivos débiles.

Graduacién de la iluminacién
del microscopio

Una condicién previa princpal pare toda investigocién microscdpica
es la iluminacién conveniente. Por tanto hay que prestar atencidn
aipacial al manejo del oporoto de iluminacian.

En el aumento débil basto ya el espejo sencillo del microscopio sin
condensador. El que en casos aislados hayo que preferir el espejo
plano o el céncave, depende de la clase de los monantioles luminoses
y de su distancia. Como el foco del espejo concavo se halla en la
proximided del plano de la preparccién, no se puede emplear sin
condensadores en manantiales luminosos con enstructura manifiesta, o
no ser que intercalondo una ploca mate se procure una luz difusa
suficiente,

Lo apertura del espejo céncave es0,30.

Para graduar la iluminacién se emplea como ya se ha dicho un obje-
tivo débil en combinacién con un ocular mediano y se enfoca con preci-
sidn oprox. lo preparacién. Entonces se separa el oculor del fubo y se
hoce girar el espejo del microscopio de tal manera que la lente pos-
terior del objetive oparezca iluminade con la mayor claridad ¥ uni-
formidad posible. Después se introduce nuevamente el ooular en el



tubo y se enfoco con precisidn el objeto. Lo intensidad luminosa de-
masiodo elevada se amortigua intercalando una placa mate.

Al wilizar objetives medianos y fuertes es de grandisima importancia
el emplec correspondiente del diofrogma iris del condensoder parg
la wariacidn de lo apartura de iluminocién. Acerca del grodo de dio-
fragmacién de los rayos lumingses en ceda caso por cierre gradual
del diofragma iris, &l mejor modo de erientorse es socondo el oculor
y mirando denfro del tubo (véase pag. 14).

Entonces se observa la imagen del diafragma iris en lo lente posterior
del objetivo. Toda observocién debe comenzarse en lo posible con
una apertura de iluminacién que sea tan grande comeo la opertura
del objetivo, es decir, el diafragma iris debe abrirse hasta que la
lente posterior del objetivo, al mirar en el tubo sin ocular, quede
precisamente libre. En este caso teda lo cara posterior del objetivo
debe llenarse de luz de un modo uniforme. 5i este no ocurre, como p. &j.
en ciertas arcunstancias cuando se emplea luz artificial, entonces debe
examinarse nuevamente el centroje del manantial luminoso o colo-
car una placa mate delante del etpejo o ponerla denfre del aparate
de iluminacién, En la iluminacién con plena apertura de la misma
sélo puede verse primeramente bien el detalle del objeto que se defe-
rencie suficientemente de los olrededores por diferencias de obsor-
cign, Pero este defalle se reproduce entonces con dptime poder de
resolucién suponiendo se emplee un buen objetive. Pero existe gene-
ralmente en toda preparacién también un detalle que sélo se diferen-
cia poco de los alrededores por diferencias de absorcidn y finalmente
un detalle que sélo se diferencia por pequefias diferencios de refrac-
cién de la luz frente a los partes circundontes. Tombién reconocere-
mos este defalle. Para ello se procede de un modo completomente
gradual; cuondo con plena apertura de iluminacién se ha wilizado
suficientemente todo lo visible, se cierra un poco el diafragma iris
primeramenta aprox. o % de lo opertura libre, de la lente posterior
del chietive, lvego a 1% y finalmente @ %4 aprox. Al cerrar gradual-
mente el diofragma iris, el detalle de estructure poco diferenciado de
les alrededores resalta cada vez con mas claridad y s& puede dispo-
ner entonces fécilmente de la imagen de absorcidn pura vista antarior-
mente. Poro el detalle representado dnicamente por absorcién, el poder
de resolucidn, al cerrar el diafragma iris, disminuye siempre o medida



que lo apertura de iluminacién se hace mds pequeiia que lo apertura
del objetivo y al mismo tiempo aumenta la profundided de compe.
Pero para el detalle que sélo se hace visible por diferencios del indice
de refraccion, también al cerrar ol diafragma iris se conservo esen-
cialmente el primitive poder de resolucidn come corresponde a la
plena apertura de iluminacién.

El diofragma de apertura se utiliza por tanto sélo para obtener la
calidad més conveniente de la imagen, perc no para la regulacién
de la claridad de la misma.

Se debe compenetrar uno @ fondo de este proceso, porque €| sslo
conduce a lo microscopia adecuada, El méfodo muchas veces reco-
mendado, de preferencia con diofragma iris muy cerrado o eon ily-
minacidn vnilateralmente oblicua, con diafragma iris colocade excén-

tricamente, es una equivocacién. 56lo tiene interéds o lo sumo en es-
tructuras perddicas.

Como el plano focal superior de los condensadares con posicidn ade-
cuada en altura del condensador se hallg cerea del plano del objeto,
puede ocurrir que un obieto relativamente muy alejodo del micros-
copio, como p. ej. la cruz de la ventang, se reproduzco en el objeto. Si
entonces el microscopio o el espejo no se pueden desplazar de manera
que el campo visual quede libre, se recomienda intercalar delante
una placa mate. También puede servirnos ya de oyuda una ligera

pesicién alta del condensador o un cambia dal espejo plano en cdén-
covo.

El condensador sencillo de diofragma lleva en lugor del dicfragma
iris un disco de diafrogma con dnco aperturas diofrogmdticas gra-
duadas,

En objefivos corregidos de un modo muy notable se pueden utilizar
con ventaja para la visibilidad y resclucién, la iluminacicn marginal
¥ anular. Para este objeto se coloco en el oparate de iluminacién un
diafragma central que, después de sacar el ocular y mirando en el
tubo, deja libre de un modo anvlar lo cuartg parte externo hasta el
tercio de lo lente posterior. Lo ventojo que con esto se puede conse-
guir sélo eparece sin embargo en objetivas muy bien corregidos. Para
objefives de apertura bostante grande, esta clase de iluminacién se

puede conseguir tombién con el condensador de compo oscuro
YWARIAP,



El poder de resolucién lateral.

Un cierto aumento totel en el microscopio se puede conseguir ya sea
con un obijetive de pequefic aumente propio y ocular fuerte o al con-
trario también con un objetive de alte aumento propio y ocular débil.
Ambas imdgenes presentan un aspecto fundamentalmente distinto,
mostrando la dltima detalles mucho mds finos que la primera.

La razdn consiste en que los objetivos fuertes en general tienan aper-
turas mas elevadas gue los débiles y en que del grado de la ager-
tura del objetivo depende que puedan reconocerse detalles finos.

El poder de un objetivo para hacer visibles dos puntos del objeto de
situacién préxima separados, se llama su poder de resolucién
¥ se habla de poder de resclucidn lateral cuando se trdta de pun-
tos que se hallan en un plano perpendicular al eje dptico. Como mag-
nitud del poder de resclucién 4 se indica la distancia mds peguefia en
la que dos puntes pueden verse todavia separados. Un poder de re-
solucidn de 1  significa por tanto que dos particulas puntiformes que
se hallan enfre si a una distancia de 1 x se pueden ver todavia como
dos partes, mientras que o una distancia de p. &f. 0B « oparecerian
coma una sola particula,

Esto se comprende enseguida con cloridad cuando se piensa en lo
siguienta: °

Tampoco un objefive, corregido perfectamente esférica y cromdtica-
mente prodece una imogen ideal: no reproduce nuevamente como
un punto el que se encuentra en el obieta, sino que o fodo punto
del obieto en el plano de enfoque del microscopio le estd desti-
nado un disco luminose muy pequefio que se designa como disquite
de difroccion. Este hecho se bosa en la naturaleza de las andas lumi-
nosas. Cuande nos imaginamos vuelto a proyedar el disco de difrge-
cién en el objeto, es decir, cuando nos imaginamos sy tamadie en
dimensiones del detalle del objeto, entonces su didmetre con plend
apertura de iluminacion es d=1,224/A, en la que 1 significa la longitud
de onda de la luz y A la apertura num. del objetivo, mientras que 1,22
es un factor basado tedricamente. El disquito de difraccidn estd toda



via radeado de anillos luminosos mds débiles, pere los cuoles o causa
de su pequefia intensidad luminosa sélo cparecen con iluminacién
de compo escuro y en general pueden pasar desapercibidos. La mag-
nitud de este pequefio disco oporente, medido del lado del objelo,
s evidentemente decisivo para el poder de resaludgisn,

Cuando dos puntos del objeto se hallan de manera que sus discos de
difraccion precisamente se tocon, pueden seguromente observarse
como claramente separados enfre si. Los dos puntos del objeto padran
considerarse también, come puntos separadaos cuanda sus discos de
difraccidn se cubran e interfieran parcicimente. Pero el poder de reso-
lucién depende también de la capacidod de nuestro ojo para reco-
nocer diferencias de forma y claridod. Cuando tomameos en conside-
racién tode este se puede escribir segin Berek parg el poder de
resolucidn:

IS
E=Il—

A

en la que ¥ significa un factor que fiene en cuenta estos datos y en

la mayeria de los casos se puede oceptar considerablemente menar
que 1. De esto se deduce que al emplear una close de luz determinada
{4) el poder de resolucién sélo puede aumentarse por elevacién de la
apertura.

Lo dicho acerca de la imagen de un punto es aplicable tombién a la
imagen de un dngulo con sélo la diferencia de que en lugar de dis-
quito de difraceién oparece una bandao de difraccisn.

La table de la pég. 43 da para algunos objetivos los valores oproxi-
mados del poder de resclucién en langitudes de onda luminosa.

Se reconoce que el poder de resolucidn alcanzable con el micros-
copio, cuando se emplea una fuerte inmersidn en aceite, en el mejor
de los casos, es aprox. lo mitad de uno longitud de onda luminosa.
Como las longitudes de enda para los rayos vicletas y para los rayes
rojos estdn en la relacién de 1:2, ya en los partes visibles del espectro
sa puede elevar aprox. al doble en todos los cosos el poder de reso-
lucién, cuando se pasa de la luz rojo de onda larga o la luz azul de
onda corta.
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El rendimiento éplimo de un objetive sélo aparece plenomente cuando
¢l estado de corraccién es respectivamente irreprochable. Esta condi-
ci6n previa se debe cumplir con tanta mds rigor cuante mds anchos
son los conos de rayos que se empleen para la iluminacién.

En un caso limite especial, que ha sido preferide especialmente por
E Abba al desarrollar su teoria, la cuestidn del limite de rendimiento
del microscopio recibe ofra nueva contestacién. 5i el objeto poses uno
estructura periédica, p. ej. un reticulo y se emplean para la ilumina-
cidn haces de rayos de aberfura muy pequeiio (luz de royos casi para-
lelos) se puede demostrar que en la imogen oparece de todos modos
precisamente una propiedad de la estructura del objeto que se repite

periddicamente, cuando su nimero de medicidn es d = ; en ilumi-

nacién recta y de EE}; en iluminacién extroordinariamente oblicua.

$i volvemos chora a la cuestidn planteada al principio de este copi-
tulo, reconocemos que para lo representacion de detalles micros-
copicos no sélo interesa realizor un cumento determinado, sino elegir
primeromente la apertura del objetive de tol manera que se garan-
tice un poder de resolucién determinado. Por eso, hay que elegir ol



aumento adicional del ocular de tal manero que todo detalle resyelio
por el objetivo en virtud de su opertura se pueda reconocer comoda-
mente ol oje, es decir, ofrecerse bojo un dngulo visual suficientemente
gmﬂda. Este es el coso cuando el aumento del ocular "-I’Dk s alige

A A
aénfre mﬂ_':bhi- y 1000 :Gl]f.

o dicho en ofras palabras, cuondo el aumento total se halle entre
500 y 1000x

de la apertura del objetive empleada, Sobre esta zona se extiende el
llamado "aumento productive”. Los aumentos totales que sobrepasan
considerablemente este limite, dan oumentos “vacios” mientros que
los aumentos totales gue permanecen debajo de este limite no utilizan
la copacidad de rendimiento, Esta regla es oplicable tambign a los
micrefetogramas y a la proyeccién; lo decisivo es siempre por tanto
el aumente final sobre el que se lleva la imogen microscdpica.

Asi p. ej. el objetivo 45/0,45 (el antiguo &L) seré conveniente utilizarls
con los oculares 83 hasta 13x, pora logror aumentos fotales entre
380 y 675% que se hallan en nimeros redondos entre 0,45 - 500 y
0,85 - 1000. No tendria sentido querer tomar gcase el ocular 25% para
ver “mas” pues el aumento 1125w con ella conseguide no permitiria
reconocer detalles mds finos de lo preparacian,

Mo debe oclvidarse que el foctor de aumento de una lente de tubo,
que se encuenira evenfualmente en el microscopio, interviena an el
aumento finol segin se indicd en la pég. 13, En toles casos natural-
mente sélo se puede emplear un aumento de ocular respachivamente
mas bajo. Referido al ejemplo anterior esto significa que en el tubo
monocular con visidn oblicua, tuya lente de tubg fiene el factor, 1,25,
como gumento maximo del ecular no se empleard con provechs mds
que al 12x.



