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En las primeras décadas del siglo XVII se iniciaron experiencias con lentes a
fin de lograr el mayor aumento posible. Para ello se basaron en otro
instrumento con lentes que obtuvo gran éxito, el telescopio, usado por primera
vez con fines astrondmicos por Galileo, en 1609.

Por primera vez la biologia se ampliaba y extendia gracias a un mecanismo
gue llevaba el sentido de la vista humana mas alla de sus limites naturales.

Janssen Compound
Objective Microscope
| (circa Early 1600s)

Existian dos tipos de microscopios: el
sencillo y el compuesto; el sencillo no era
mas que una lente montada, el compuesto
estaba formado por una combinacion de
lentes y fue inventado por Zacharias
Jansen en Holanda.
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El primer avance técnico del microscopio luego de Jansen fue el paso de un
sistema de 2 lentes a uno de 3, este sistema es la configuracion estandar que
se mantiene en los microscopios de hoy.

El naturalista holandés Jan Swammerdam (observo insectos con el
microscopio), el botanico inglés Nehemiah Grew (estudié los 6rganos de
reproduccion de las Plantas) o el anatomista holandés Reigner de Graaf
(foliculos de Graaf).

Diwini's Vase
- Microscops
- Y [clrca mid 1706s"

Early Ializn
Cormproand . .
ceroscope . Marcello Malpighi fue uno de los
microscopistas mas grandes de la

historia (capilares).
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MICROGRAPHIA:

O Otro descubrimiento importante en la época fue el del
lghal. Dl e - .
cientifico inglés Robert Hooke, en 1665 publicé un libro
MINUTE BODIES : :
MADE e llamado Micrographia.
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El microscopista danés Otto Muller (bacilos y
espirilos).
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Alrededor de 1820 Joseph Jackson Lister, un

. . , . ~ . ) L. Lister's
optico inglés, diseid un microscopio acromatico #Q,T;Eﬁﬂﬁ
. . . s s o= 1
capaz de eliminar la aberracion cromatica. El . (circa 1826)

microscopio acromatico constituyo un gran avance,
iniciando una serie de perfeccionamientos que
dieron como resultado el moderno microscopio
optico.

En 1930 el mundo submicroscopico se amplié con
la aparicion del microscopio electronico (MET,
MEB). La mayoria de los pioneros en la
microscopia electronica en biologia siguen vivos y
los mas importantes son: Albert Claude, Don
Fawcett, Earnest Fullam, Charles Leblond, John
Luft, George Palade, Daniel Pease y Keith Porter.
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La magnificacion del objetivo
viene determinada por la
proporcion de las distancias entre
el foco anterior (distancia del
objetivo al objeto) y posterior
(distancia focal), cuanto mayor
sea la diferencia entre estas dos
distancias mayor es el aumento.
Historicamente la distancia del
foco posterior era fija (160mm) vy
se jugaba con el foco anterior.

Los microscopios que disponen

de “infinity-space” tienen la
posibilidad de afnadir diversos
accesorios como prismas,

polarizadores,...
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La Resolucion de un microscopio se define como la menor distancia entre dos
puntos en una muestra que pueden ser diferenciados como objetos diferentes.
La ecuacion clasica que describe la relacion entre la resolucion, longitud de

onda (») y Apertura Numérica (NA) es la de Rayleigh:
R=1.22*(1/2*NA)
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Airy Patterns and the Limit of Resolution

RE"'L?.-IH“ - Unresolved
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La apertura numeérica (AN) hace referencia a la capacidad de recoger luz del
punto focal. Este valor responde a la formula:

fﬂeg#frﬁ.- Numerical Aperture (NA) = n(sin p)

MNA = (n)sin{pJ)

(a) p=7° NA=0.12
(b) B = 20° NA = 0.34
{c) p = 60° NA = 0.87

Light AT TA
Cc?ne
=
FT i
(a) +
H
donde n es el indice de refraccion y m es el angulo formado Refraction of Light
por el foco anterior. El indice de refraccion podemos variarlo Ta ] pese
28 Medium

utiizando agua o aceites de inmersion que aumentan su valor e O
(el limite de este valor lo determina el indice de refraccion de la  Highensiy &

edium

. o . Al 2
lente del objetivo ya que no se debe superar nunca sino se 0= 138 ¥
daria un proceso de reflexion total), de este modo se aumenta  “ou=1ss ”‘:
la apertura numeérica. Existe un limite teorico para p que es 90° h

donde sen p esigual a 1.
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Numerical Aperture and Airy Disc Size
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Plan Achromat Plan Fluorite Plan Apochromat

e Resolution Resolution Resolution
Magnification N.A. (&microm) N.A. (&microm) N.A. (&microm)

N.A. = Numerical Aperture
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_perfocal distance opposy
La Profundidad de campo viene tu are using. 1f you the
determinada por la distancia desde el punto |the depth of field wY

mas cercano en foco al punto mas alejado
simultdneamente en foco.

o infinity.9 Forx
unecra has a hyperh

Eduniia 4t 19 test,

Depth of Field Ranges

Magnification ~ Numerical Aperture |ma§(1n<:rlir?)epth
4x 0.10 0.13
10x 0.25 0.80
20x 0.40 38
40x 0.65 12.8
60x 0.85 20.8
100x 0.95 80.0
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El diametro del campo de vision en el ocular viene expresado como “Field
Number” (FN,mm) y se calcula con la siguiente féormula:

Field Size = Field Number (FN) + Objective Magnification (Mo)
Field Size Variations

with
Field Number

Field Number = 20

Field Number = 26

Microscopia Optica
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La apertura numérica del objetivo define el rango de magnificacion util para
una combinacion objetivo/ocular dada. EI minimo se sitia en unas 500 veces el
valor de NA y el maximo en unas 1000 x NA

Useful Magnification (total) = 500 to 1000 x NA (Objective)

Objective Eyepieces

2.5x (0.08)

4x (0.12) X X
10x (0.35) X X
20x (0.55) X X X X X
40x (0.70) X X X

60x (0.95) X X
100x (1.42) X X

Si se excede el limite del rango de magnificacion util la imagen sufre el
fenomeno “empty magnification”, se produce una magnificacion de la imagen
sin el correspondiente aumento en el detalle de resolucion.
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Aberraciones opticas
surgen de la interaccion de la luz con las lentes.

Esférica: relacionada con la naturaleza esférica de la lente. Cuando las ondas
de luz pasan por a traves de la periferia de la lente son refractadas en mayor
grado que aquellas que pasan por el centro generando diferentes puntos
focales a lo largo del eje optico.

Cromatica: surge de las variaciones de los indices de refraccion del amplio
rango de frecuencias que se encuentra en la luz visible. Cada longitud de onda
es refractada acorde con su frecuencia. Existe también la aberracion cromatica
lateral que se suele compensar con oculares correctores (K, C or >Compens).

Geomeétricas: curvatura del campo y astigmatismo. Para eliminar la curvatura
del campo se utilizan objetivos plan. Esta aberracion es mas importante en
microfotografia y es mas severa a bajas magnificaciones como pueden ser los
estereomicroscopios.
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Aberraciones opticas
surgen de la interaccion de la luz con las lentes.

Esférica: relacionada con la naturaleza esféerica de la lente. Cuando las ondas
de luz pasan por a traves de la periferia de la lente son refractadas en mayor
grado que aquellas que pasan por el centro generando diferentes puntos

focales a lo largo del eje optico.
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Cromatica: surge de las variaciones de los indices de refraccion del amplio
rango de frecuencias que se encuentra en la luz visible. Cada longitud de onda
es refractada acorde con su frecuencia. Existe también la aberracion cromatica
lateral que se suele compensar con oculares correctores (K, C or >Compens).
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Axial Chromatic Aberration
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Astigmatism Aberration
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Object Point Pattern

Geomeétricas: curvatura del campo y astigmatismo. Para eliminar la curvatura
del campo se utilizan objetivos plan. Esta aberracion es mas importante en
microfotografia y es mas severa a bajas magnificaciones como pueden ser los
estereomicroscopios.
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Field Curvature Aberration

Lens

Concave

Flat Specimen Spherical
Surface Image Surface

{c) Center in Focus
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Microscope
Component

Illuminator

Light
Conditioner

Condenser

Specimen

Objective

Image Filter

Eyepiece

Detector

Attributes

Light Source, Collector Lens, Field Diaphragm, Heat Filters, Light Balancing Filters, Diffuser, Neutral Density
Filters

Condenser Iris, Darkfield Stop, Aperture Mask, Phase Annulus, Polarizer, Off-Center Slit Aperture, Nomarski
Prism, Fluorescence Excitation Filter

Numerical Aperture, Focal Length, Aberrations, Light Transmission, Immersion Media, Working Distance

Slide Thickness, Cover Glass Thickness, Immersion Media, Absorption, Transmission, Diffraction,
Fluorescence, Retardation, Birefringence

Magnification, Numerical Aperture, Focal Length, Immersion Media, Aberrations, Light Transmission, Optical
Transfer Function, Working Distance

Compensator, Analyzer, Nomarski Prism, Objective Iris, Phase Plate, SSEE Filter, Modulator Plate, Light
Transmission, Wavelength Selection, Fluorescence Barrier Filter

Magnification, Aberrations, Field Size, Eye Point

Human Eye, Photographic Emulsion, Photomultiplier, Photodiode Array, Video Camera

Microscopia Optica
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Modern Microscope Component Configuration

Camera
Film Plane

Focusing
Viewfinder
) . f % Automatic
—Exposure

Monitor

Projection
Lens

Binocular
Prisms and Beamsplitter

— Stand

Etage 'i{':"culf
no
Cnndenﬁer W La.m phouse

Field
Diaphragm

R
Collector Lens
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Objetivos

Achromat: corrige aberraciéon cromatica y esférica para dos longitudes de
onda, trabaja bien con flitros verdes.

Fluorite (semi-apochromats): mayor rango de correccion en el espectro
visible. Permite mayores aperturas numericas y resultando en imagenes mas
luminosas. Conseguimos mejores imagenes en color con luz blanca.
Apochromatic: eliminan las aberraciones cromaticas en los tres colores
(RGB), y corrigen las esféricas en 2 colores. Tienen aperturas numeéricas
superiores a los anteriores. Es la mejor eleccion para foto micrografia.

Plan: incluye correccion para la curvatura del campo. Estas lentes se pueden
utilizar en cualquiera de los objetivos anteriores.

Common Objective Optical Correction Factors

10x Achromat 10x Fluorite 10x Apochromat Objective Spherigal Chroma_ttic Field
; : Type Aberration Aberration Curvature

Plan Apochromat 3-4 Colors 4-5 Colors Yes

Microscopia Optica

Microscopio - componentes



Objetivos

Achromat: corrige aberraciéon cromatica y esférica para dos longitudes de
onda, trabaja bien con flitros verdes.

Fluorite (semi-apochromats): mayor rango de correccion en el espectro
visible. Permite mayores aperturas numéricas y resultando en imagenes mas
luminosas. Conseguimos mejores imagenes en color con luz blanca.
Apochromatic: eliminan las aberraciones cromaticas en los tres colores
(RGB), y corrigen las esféricas en 2 colores. Tienen aperturas numeéricas
superiores a los anteriores. Es la mejor eleccion para foto micrografia.

Plan: incluye correccion para la curvatura del campo. Estas lentes se pueden
utilizar en cualquiera de los objetivos anteriores.

Objective Correction for Field Curvature

Achromat Plan Achromat Objective Spherical Chromatic Field
i Lens i i
¥ Doublud Type Aberration Aberration Curvature
o -‘::—Group Achromat 1 Color 2 Colors No
Lens
i Triplet Plan Achromat 1 Color 2 Colors Yes
| Group

Fluorite 2-3 Colors 2-3 Colors No

Hemispherical
Front Lens

Microscopia Optica
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Common Objective Optical Correction Factors
10x Fluorite

10x Achromat 10x Apochromat

Objective Correction for Field Curvature

Achromat Plan Achromat

Hemispherical
Front Lens

Objective
Type

Achromat
Plan Achromat
Fluorite
Plan Fluorite

Plan Apochromat

Spherical
Aberration

1 Color
1 Color
2-3 Colors
3-4 Colors
3-4 Colors

Chromatic
Aberration

2 Colors
2 Colors
2-3 Colors
2-4 Colors
4-5 Colors

Field
Curvature

No
Yes
No
Yes

Yes

Parafocalidad (mismo punto focal

entre

objetivos

de

diferentes

aumentos, igual que entre ocular y
camara) y Paracentricidad (el
centro de la imagen coincide entre

objetivos).



60x Plan Apochromat Objective
m Nosepiece

e Mounting
' '[ Thread

Aberration
Correction

Manufacturer

Flat-Field
C cti

Immersion
Medium

Working
Distance

Magnification
Color Code

Spring-Loaded
Retraction
Stopper

Specialized
Optical
Properties

Tube Length

Coverslip
Thickness
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Oculares: los oculares actuales estan totalmente corregidos y no presentan
ningun codigo de color. Es recomendable utilizar el ocular recomendado por el
fabricante del objetivo. “High-eyepoint” (H) oculares son muy frecuentes y se
recomienda para aquellos usuarios que llevan gafas.

Aberration-Free 10x Eyepiece With Diopter Adjustment

Rubber

Eyecup Eyelens
single
Diopter LEn.
Adjustment TI;.IE;;':;
Aperture
Eyetube
Fastening Field Lens
Screw Doublet
Eyetube
Mounting Edigﬂe
Flange Housing

Microscopia Optica
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Condensador: para una microfotografia optima es importante una correcta
posicion del cono de iluminacion y foco en el espécimen. La apertura numerica
del condensador debe ser igual o un poco inferior a la apertura numérico del
objetivo de mayor magnificacion del microscopio. Es importante el grosor del
porta, se recomienda el uso de portas de 1+0.05mm.

Condenser llluminating Cones

(a) (b) (c) (d)

Microscopia Optica
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Procedimiento KOEHLER
correcta iluminacion (uniforme), critica en microfotografia

Enfoque con el objetivo de menor aumento.

Centraje de la lampara (en muchos microscopios ya viene centrada).
Enfoque del condensador, para conseguir que el plano de iluminacion se
conjugue con el plano focal. Para ello se cierra el diafragma de campo
oscureciendo la imagen. Después movemos el enfoque del condensador
(subir/bajar) hasta que se vea el diafragma de campo nitidamente y
despues lo centramos y abrimos el diafragma de campo.

Centraje AN del condensador. Ahora hay que jugar con la apertura
numerica del condensador utilizando el diafragma iris, aproximadamente la
iImagen del diafragma iris debe ocupar el 80% del campo visual del ocular.
Esto ultimo de puede hacer utilizando un telescopio de centraje, a traves del
ocular o a ojo cerrando el diafragma incrementando el contraste justo antes
de que se oscurezca el fondo de la imagen. Este centraje es diferente para
cada objetivo.

Microscopia Optica
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Early Light Sources

Fuentes de Luz Fusee
1 Cigar
.;. Lighters
sLamparas incandescentes -r::u.%?_.r.'%ing
; _ :,':: Shell
sLamparas arco voltaico Lamp
-Laser -
Flash Electrénico Beeswax
“» ! Candle

5 ' and
' = Brass
- % .  Holder

Geissler
Lighting
be
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Lamparas incandescentes

Las bombillas de tungsteno-haldgenas
incandescentes son las mas comunes Tungsten-Halogen Lamphouse
en microscopia. ventiation
Trabaja a 12 voltios y produce

alrededor de100 vatios de iluminacion. Lamphouse

. Tungsten
Tungsten Lamp Emission Spectrum H@g@m

Lamp
i

Collector
Lens
b

=

To
Microscope

%]

Relative Intensity

Port Ventilation
Infrared Housing

200 400 600 800 1000
Wavelength (Nanometers)
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Incandescent Tungsten and Halogen Light Sources

CAUTION!

Tungsten-halogen lamps operate at very high temperatures and may cause serious burn injuries if handled while hot.
When replacing these lamps, always allow them to cool for at least 20 minutes before removing them from the
lamphouse. Avoid handing the bulb envelope directly because fingerprints left on the envelope will become burned
into the glass, often initiating premature lamp failure. Manufacturers package tungsten-halogen lamps in protective
plastic bags to avoid handling problems. Use a pair of scissors to cut the bag near the tungsten pins and insert the

lamp into its holder while it still remains in the bag. Remove the bag when the lamp is properly positioned in the
lamphouse.

Tungsien Microscope Reflacted Light lluménators

Fibbar O illurminatsr
Witk Elﬁith Gubida Fleid

2

Fiber-Optics
Lamphouse
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Lamparas arco voltaico =

No son usadas en microscopia optica de

forma habitual; excepto en fluorescencia
MEH‘.:UI‘[.F Arc Lamp UV and Visible Emission Spectrum

Arc Lamps

FF__ i I = __——f?—;'f

Figure Urbommmn—" =

Mercury Arc Lamp (HBO)
i oo —
o —

(b)

Relative Spectral Radiation

ViR N u o T
: : 5 CAUTION!
5 600 700 _ _ _
Wavelength (Nanometers) Mercury and Xenon arc lamps require caution during

operation because of the danger of explosion due to
very high internal gas pressures and extreme heat
- . generated during use. Never ignite a lamp outside of
Figure 9 its housing or observe the lamp directly when it is
burning (this can cause serious eye damage).
Neither mercury nor xenon lamps should be handled
with bare fingers in order to avoid inadvertent
etching of the quartz envelope. Change bulbs only
after the lamp has had sufficient time to cool. Store
lamps in their shipping containers to avoid
accidents.

Xenon Arc Lamp Emission Spectrum

Relative SFectmI
Radiation
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Laser

Muy utiles en fluorescencia, confocal,
campo claro monocromatico.

Emision en una Unica longitud de
onda.

Laser lllumination Source Emission Spectra

Krypton Emission Spectrum

647.1

s G764

=
i
=
I “
Argon Emission Spectrum

- @
= L =l
389 3 e Figure 10
=3 w0 W
3] 3]
I ||| 1 ‘ " L 1

300 400 500 600 700 800
Wavelength (Nanometers)

Relative Laser Output Power
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Flash Electréonico

Es un método especializado para
la microfotografia de
especimenes en movimiento,
principalmente en campo oscuro.
Este sistema esta acompafado
de un sistema de iluminacion
bombillas de tungsteno-
halégenas incandescentes para
enfocar la muestra previamente
al flash.
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Filtros
disponemos de tres clases de filtros

*Neutros

En la marca Nikon vienen con la marcacion ND y el valor de transmitancia
correspondiente que indica cuanto luz deja pasar (1/2, 1/6, ...). En otras
marcas como Zeiss utilizan la terminologia OD (Densidad Optica).

eCorrectores de color

NCB (Neutral Colector Blue), es equivalente al UV de las camaras fotograficas.
Varia el espectro de la luz haciendola mas azulada. Para hacer fotografias
siempre debe estar puesto. GIF (Green Interferential Filter), ya no se usa.

Difusor (D)

Homogeneiza la luz de la lampara en el campo visual.

Microscopia Optica
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Microscopia Optica en Campo Claro

!

Técnicas Especializadas en Microscopia (Contrast Enhancing Techniques )

«Campo Oscuro

slluminacion Rheinberg

Contraste de Fases

eLuz Polarizada

eHoffman Modulation Contrast

*DIC (Differential Interferente Contrast, Nomarski)

e Fluorescencia

Microscopia Optica
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Campo Oscuro
Bloguea los rayos centrales de luz dejando pasar los oblicuos que se proyectan
sobre la muestra y se refractan sobre el objetivo mientras que la aquellos rayos
gue no inciden sobre la muestras se pierden obteniendo un fondo oscuro y una
muestra iluminada. Dispone de condensadores que forman una iluminacion
sagital que en cuanto cualquier foton incida en una particula de la muestra sera
desviado y captado por el objetivo. El poder de resolucion del objetivo es el
mismo en campo claro que en oscuro. El “spider stop” funciona bien con
condesadores Abbe.
Abbe Darkfield Condenser ik
Numerical

~——— Light Cones —— Aperture —| B
; Objective

— Light to
Eb._ Eyepieces
-

Obligue

. Holl
Aperture ol _
- _~" Specimen

— Slide

% — Cardioid
Condenser

]
' Light l-

e —" From
Source Spider Light == Slop
Light i
Stop
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Rheinberg lllumination

oo

lluminacion Rheinberg o Side "

— Condenser

Utiliza un “stop” (similar a campo Center Rays U Front Lens
oscuro) transparente pero coloreado Background T Lowes
para darle color al fondo de Ila Annular Rays __“r—ﬂmll_g:gser

Color Specimen

Rheinberg — T — Filter Holder
Filters

imagen.

(a) Brightfield (b) Darkfield (¢) Rheinberg
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Contraste de Fases

En muestras no tefidas la luz es difractada cuando pasa por el tejido
retrasando la luz aproximadamente Y4 la longitud de onda comparada con la luz
no desviada, es decir, que la luz difractada por el espécimen llega 1/4 longitud
de onda “fuera de fase”. Podemos encontrar negativo o contraste claro (imagen
clara con fondo oscuro) cuando se acelera el paso de la luz no desviada, o
positivo o contraste oscuro (imagen oscura y fondo claro) cuando se igualan las
velacidades de la difractadas y no difractadas.

Phase Contrast Light Pathways

Deflected 'J

Light
Ohjective

Annular —
| — Ring

Light
From
O —— Source
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=pecimens in Positive and Negative Phase Contrast

Microscopia Optica
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Luz Polarizada

Los critales anisotropicos tienen ejes cristalograficamente diferentes que
actuan con la luz de forma dependiente de la orientacion del entramado
cristalino respecto de la luz incidente.

Rll-e,i n\".; mELned cl:: I?HE?_L_F = MT: rlg ;Iégdpe
gﬂf'ter ys System Configuration
Interference
Eyepiel.-nes Bertrand
Lens

Intermediate
Tube

I f
- _..--"’ I Fliarne

— Analyzer -
s = — Ordinary -
Ordinary —=£ Y Objectives_" .
Ray — Birefringent L=
Specimen
Plane ! I%Ir!gi'ilar i
Polarized - otating
Light - Stage - ' E
@ =Polarizer
Light , |
From — i e :
Source Base 'i" i . y
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Hoffman Modulation Contrast
la
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Disefiado  para incrementar
visibilidad y contraste en muestras sin
tefir y vivas detectando gradientes
opticos y convirtiendolos en

variaciones de intensidad de luz.

.f|f|| .IF i 'H

AT

Pringiples of Hoffman Modulation Contrast
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DIC (Differential Interferente
Contrast, Nomarski)

Utiliza un polarizador de la misma
manera que luz polarizada pero
precisa de un prisma (Wollaston) que
separa el rayo de luz polariza en dos
rayos que viagjan en diferente
direccion.

Microscopia Optica

Differential Interference Contrast Schematic
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Fluorescencia

Hay fluorescencia primaria o autofluorescencia y fluorescencia secundaria
(fluorocromo). Solo la luz de emision alcanza los ojos del observador, con un
fondo oscuro donde las areas fluorescentes brillan con suficiente contraste para
ser detectadas. Los filtros de emision impiden el paso de la luz reflejada
dejando pasar solo la luz emitida por la sustancia fluorescente. Es el Unico
modo de microscopia en el cual el espécimen emite su propia luz, tras la
respectiva excitacion.

FinsiEsents Erlsian Absorption and Emission Spectra with Overlap Profile
uorescence
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En fluorescencia para iniciar a trabajar debemos tener todos los diafragmas
abiertos (campo e iris), obturador abierto (utilizado para bloquear la iluminacién
y no quemar la muestra), filtros abiertos y luz encendida. El diafragma de
campo se puede utilizar para delimitar la zona iluminada y no quemar el resto.
Con el diafragma iris podemos aumentar un poco el contraste. Los filtros

| neutros se pueden utilizar para reducir la intensidad y no quemar la muestra, ya
gue de este modo pierden autofluorescencia.
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Diferencias Microscopio/Macroscopio

Distancia de trabajo
«Apertura Numeérica
*Profundidad de campo
*3D (Vision estereoscopica)

lluminacion (condensador)
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DXM 1200 Digital Eclipse ACT-1 Control Software Window Elements
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