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Microscopia	de	Luz		
Uso	de	luz	visível	para	observar	

•  Campo	Claro	–	Bright	Field	
•  Campo	Escuro	–	Dark	Field	
•  Contraste	de	Fase	–	Phase	Contrast	
•  DIC	(Differential	Interference	Contrast)	
•  Luz	Polarizada	
•  Fluorescência	
	
	



Microscopia	de	Luz		
Uso	de	luz	visível	para	observar	



Microscopia	de	Campo	Claro	
•  Iluminação	transmitida,	ou	seja	a	luz	passa	pela	amostra.	
•  Toda	área	é	iluminada	–	ajustada	para	a	iluminação	de	Köhler	
•  Ideal	para	amostras	coradas	(ex.	Hematoxila	e	eosina,	etc...)		



Microscopia	Campo	Escuro	–	Dark	Field	

•  Iluminação	com	condensador	especial.	Para	 transmintir	um	cone	de	 luz	
oco	que	não	entra	na	objetiva	de	forma	direta.	

•  Fundo	(blackground)	fica	escuro	



Microscopia	Campo	Escuro	–	Dark	Field	

https://www.microscopyu.com/techniques/stereomicroscopy/darkfield-illumination	



Combinações	com	filtros	



Microscopia	de	Contraste	de	Fase	–	Phase	Contrast	



Microscopia	de	Contraste	de	Fase	–	Phase	Contrast	

•  Espécimes	 finas	 não	 coradas	 não	
absorvem	 luz	 suficientes	 para	
ficarem	 visíveis	 com	 uso	 de	 campo	
claro,	mas	atrasam	a	 fase	da	 luz	em	
aproximadamente	¼λ.	

•  Luz	que	não	é	desviada	é	adianta	em	
¼λ	em	relação	a	 luz	que	passa	pela	
espécime.	 Diferença	 de	 ½λ	 causa	
interferência	 destrutiva	 e	 aumento	
de	contraste.	



Microscopia	de	Contraste	de	Fase	–	Phase	Contrast	

Com	atraso	de	fase	 Sem	atraso	de	fase	



Microscopia	de	Contraste	de	Fase	–	Phase	Contrast	

•  Uso	 de	 interferência	 destrutiva	 é	 para	
melhorar	 o	 contraste	 das	 células	 e	
amostras	transparentes	finas.	

•  A	iluminação	é	feita	através	de	um	anel	
anular	colocado	entre	a	luz	e	o	
condensador..		

•  Placa	de	fase	(phase	plate)	colocada	no	
fundo	da	objetiva.	

•  Raios	não	difratados	passam	pela	ranhura	
da	placa	

•  Resultado:	melhor	contraste	nas	imagens.	

Anel	Anular	

Prato	de	Fase	



DIC	– Differential	Interference	Contrast	

Campo	Claro	 Contraste	de	fase	 DIC	



DIC	–	Differential	Interference	Contrast	

•  Diferenças	 de	 gradiente	 e	 índice	
de	refração	em	amostras	finas	

	
•  Permite	 viasualizar	 algumas	
organelas	

	
•  Pseudo	aparência	3D	



DIC	–	Differential	Interference	Contrast	

Polarizado	45	
Prisma	Wollaston	
separa	em	duas	
polarizações	

Prisma	Wollaston	
combina	as	duas	
polarizações	

Polarizado	a	135	



Microscopia	de	Luz	Polarizada	

•  Aumenta	contraste	melhorando	a	
qua l i dade	 de	 imagens	 de	
materiais	birefringentes.	

•  Alto	 grau	 de	 sensibilidade	
podendo	 ser	 usado	 para	 estudos	
quantitativos	e	qualitativos.	



Microscopia	de	Luz	Polarizada	



Microscopia	de	Fluorescência	

•  Alto	contraste	
•  Alta	sensibilidade	
•  Multipla	marcação	
•  Análise	de	amostras	fixadas	ou	vivas	
•  Alta	especificidade	de	marcação	
•  Rapidez	na	aquisição	da	imagem	
	



Microscopia	de	Fluorescência	



Microscopia	de	Fluorescência	



Microscopia	de	Fluorescência	



Fontes	de	Iluninação	
Lâmpadas	Fluorescêntes:	Mercúrio,	LED,	Xenon	etc…	



Filtros	



Microscópio	Invertido	Fluorescência	– Apotome		



Controle	de	Temperatura	e	CO2	



Placas	de	especificas	



Microscopia	de	Fluorescência	

Time	Lapse	



Microscopia	de	Fluorescência	



https://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/index.html	


