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1. PARTES DEL MICROSCOPIO

Las partes de un microscopio se pueden clasificar entre las que pertenecen a su sistema
mecanico y las que pertenecen a su sistema dptico.
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SISTEMA MECANICO
Dentro del sistema mecanico se incluyen todos los elementos estructurales que dan estabilidad
al microscopio y mantienen los elementos épticos correctamente alineados.

Base o pie: Es la pieza que se encuentra en la parte inferior del microscopio y sobre la cual se
montan el resto de elementos. Acostumbra a ser la parte mdas pesante para proporcionar
suficiente equilibrio y estabilidad al microscopio. Es habitual que incluya algunos topes de goma
para evitar que el microscopio se deslice sobre la superficie donde se encuentra.

Brazo: El brazo constituye el esqueleto del microscopio. Es la pieza intermedia del microscopio
que conecta todas sus partes. Principalmente conecta la superficie donde se coloca la muestra
con el ocular por donde ésta se puede observar. Tanto las lentes del objetivo como del ocular se
encuentran también conectadas al brazo del microscopio.

Platina: Esta es la superficie donde se coloca la muestra que se quiere observar. Su posicién
vertical con respecto a las lentes del objetivo se puede regular mediante dos tornillos para
generar una imagen enfocada. La platina tiene un agujero en el centro a través del cual se
ilumina la muestra. Generalmente hay dos pinzas unidas a la platina que permiten mantener la
muestra en posicion fija.

Pinzas: Las pinzas tienen la funcién de mantener fija la preparacion una vez esta se ha colocado
sobre la platina.

Tornillo macrométrico: Este tornillo permite ajustar la posicidn vertical de la muestra respecto
el objetivo de forma rapida. Se utiliza para obtener un primer enfoque que es ajustado
posteriormente mediante el tornillo micrométrico
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Tornillo micrométrico: El tornillo micrométrico se utiliza para conseguir un enfoque mds preciso
de la muestra. Mediante este tornillo se ajusta de forma lenta y con gran precisién el
desplazamiento vertical de la platina.

Revdlver: El revdlver es una pieza giratoria donde se montan los objetivos. Cada objetivo tiene
proporciona un aumento distinto, el revdlver permite seleccionar el mas adecuado a cada
aplicacion. Habitualmente el revdlver permite escoger entre tres o cuatro objetivos distintos.

Tubo: El tubo es una pieza estructural unida al brazo del telescopio que conecta el ocular con
los objetivos. Es un elemento esencial para mantener una correcta alineacidon entre los
elementos opticos.

SISTEMA OPTICO
El sistema 6ptico incluye todos los elementos necesarios para generar y desviar la luz en las
direcciones necesarias y asi acabar generando una imagen aumentada de la muestra.

Foco o fuente de luz: Este es un elemento esencial que genera un haz de luz dirigido hacia la
muestra. En algunos casos el haz de luz es primero dirigido hacia un espejo que a su vez lo desvia
hacia la muestra. La posicion del foco en el microscopio depende de si se trata de un microscopio
de luz transmitida o de luz reflejada.

Condensador: El condensador es el elemento encargado de concentrar los rayos de luz
provenientes del foco a la muestra. En general, los rayos de luz provenientes del foco son
divergentes. El condensador consiste en un seguido de lentes que cambian la direccién de estos
rayos de modo que pasen a ser paralelos o incluso convergentes.

Diafragma: El diafragma es una pieza que permite regular la cantidad de luz incidente a la
muestra. Normalmente se encuentra situado justo debajo la platina. Regulando la luz incidente
es posible variar el contraste con el que se observa la muestra. El punto dptimo del diafragma
depende del tipo de muestra observada y de su transparencia.

Objetivo: El objetivo es el conjunto de lentes que se encuentran mas cerca de la muestra y que
producen la primera etapa de aumento. El objetivo suele tener una distancia focal muy corta.
En los microscopios modernos distintos objetivos estdn montados en el revdlver. Este permite
seleccionar el objetivo adecuado para el aumento deseado. El aumento del objetivo junto con
su apertura numérica suele estar escrito en su parte lateral.

Ocular: Este es el elemento dptico que proporciona la segunda etapa de ampliacién de imagen.
El ocular amplio la imagen que ha sido previamente aumentada mediante el objetivo. En
general, el aumento aportado por el ocular es inferior al del objetivo. Es a través del ocular que
el usuario observa la muestra. En funcidon del nimero de oculares se puede distinguir entre
microscopios monoculares, binoculares e incluso trinoculares. La combinacién de objetivo y
ocular determina el aumento total del microscopio.

Prisma dptico: Algunos microscopios incluyen también prismas en su interior para corregir la
direccion de la luz. Por ejemplo, esto es imprescindible en el caso de los microscopios
binoculares, donde un prisma divide el haz de luz proveniente del objetivo para dirigirlo hacia
dos oculares distintos.
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MANTENIMIENTO Y PRECAUCIONES

1. Al finalizar el trabajo, hay que dejar puesto el objetivo de menor aumento en posicién
de observacién, asegurarse de que la parte mecanica de la platina no sobresale del
borde de la misma y dejarlo cubierto con su funda.

2. Cuando no se esta utilizando el microscopio, hay que mantenerlo cubierto con su funda
para evitar que se ensucien y dafien las lentes. Si no se va a usar de forma prolongada,
se debe guardar en su caja dentro de un armario para protegerlo del polvo.

3. Nuncahay que tocar las lentes con las manos. Si se ensucian, limpiarlas muy suavemente
con un papel de filtro o, mejor, con un papel de éptica.

4. No dejar el portaobjetos puesto sobre la platina si no se esta utilizando el microscopio.

5. Después de utilizar el objetivo de inmersién, hay que limpiar el aceite que queda en el
objetivo con pafiuelos especiales para Odptica o con papel de filtro (menos
recomendable). En cualquier caso, se pasara el papel por la lente en un solo sentido y
con suavidad. Si el aceite ha llegado a secarse y pegarse en el objetivo, hay que limpiarlo
con una mezcla de alcohol-acetona (7:3) o xilol. No hay que abusar de este tipo de
limpieza, porque si se aplican estos disolventes en exceso se pueden dafiar las lentes y
su sujecion.

6. No forzar nunca los tornillos giratorios del microscopio (macrométrico, micrométrico,
platina, revdlver y condensador).

7. El cambio de objetivo se hace girando el revélver y dirigiendo siempre la mirada a la
preparacién para prevenir el roce de la lente con la muestra. No cambiar nunca de
objetivo agarrandolo por el tubo del mismo ni hacerlo mientras se estd observando a
través del ocular.

8. Mantener secay limpia la platina del microscopio. Si se derrama sobre ella algun liquido,
secarlo con un pafo. Si se mancha de aceite, limpiarla con un pafio humedecido en xilol.

9. Es conveniente limpiar y revisar siempre los microscopios al finalizar la sesion practica
y, al acabar el curso, encargar a un técnico un ajuste y revision general de los mismos.

2.CARACTERISTICAS Y APLICACION DELMICROSCOPIO  DE
FLUORESCENCIA

INTRODUCCION: UN POCO DE HISTORIA

La fluorescencia es un miembro de la gran familia de procesos de luminiscencia. En el que las
moléculas susceptibles emiten luz a partir de estados excitados. Que son creados
electrénicamente por un mecanismo fisico (por ejemplo, absorcion de luz), mecdnico (friccidn)
0 quimico.

La generacién de luminiscencia a través de la excitacién de una molécula por fotones de luz
ultravioleta o visible es un fendmeno denominado fotoluminiscencia. Este se divide
formalmente en dos categorias, fluorescencia y fosforescencia. Dependiendo de Ia
configuracion electrénica del estado excitado y la via de emision.

La fluorescencia es la propiedad de algunos atomos y moléculas para absorber la luz a una
longitud de onda particular. Y, posteriormente, emitir luz de onda mas larga después de un breve
intervalo, denominada vida util de fluorescencia.

El proceso de fosforescencia se produce de manera similar a la fluorescencia, pero con un
tiempo de vida excitado mucho mas prolongado.
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CARACTERIASTICAS
Oculares

** Son los sistemas de lentes mas cercanos a la mira del observador.
Objetivos

% Son las lentes que se regulan mediante el revélver.
El revélver

% Esuna pieza giratoria en la que se enroscan los objetivos.

Condensador

** Es un sistema de lentes convergentes que capta los rayos de luz y los concentra en
la muestra proporcionando mayor o menor contraste.

Diafragma

< También conocido como iris, se encuentra sobre el reflector de la luz. A través de este
se puede regular la intensidad de la luz abriéndolo o cerrandolo.

El pie
«»+» Constituye la base del microscopio y su apoyo principal.

La platina




%+ La platina es la pieza metalica plana en la que se coloca la muestra a observar. Tiene un
orificio en el eje éptico del tubo que permite que pase el rayo de luz en direccién a la
muestra.

El tornillo macrométrico

** Hace que el tubo del microscopio se deslice verticalmente gracias a un sistema de
cremallera. Estos movimientos permiten que se enfoque rapidamente la preparacion.

El tornillo micrométrico

«+» Este mecanismo ayuda a enfocar la muestra con un enfoque exacto y nitido a través
del movimiento casi imperceptible de la platina.

Cabezal de observacion
% Contiene los sistemas de lentes oculares.
Anillo de compensacién

¢+ Corrige la diferencia de la potencia visual entre el ojo izquierdo y el derecho, para asi
poder contemplar infatigablemente una imagen clara y nitida con ambos ojos.

Diafragma de apertura
% Un diafragma de apertura limita la iluminacion.
Diafragma de campo

Un diafragma de campo limita el tamafio angular del haz.

FUNCIONAMIENTO

v" La luz de una fuente de longitud de onda multiple se mueve a través de un filtro
excitador que solo permite que pase la radiacion excitada de la longitud de onda
deseada.

v Esta radiacién es reflejada por el filtro dicromético y enfocada por la lente del objetivo
sobre la muestra, las moléculas fluorescentes de la muestra se excitan y emiten luz (por
fluorescencia) de una longitud de onda especifica y mayor.

v Estaluz es enfocada por el objetivo y la mayor parte pasa a través del filtro dicromético
y no se refleja. Un filtro de barrera final bloquea toda la luz residual con la frecuencia de
la radiacién de excitacion.
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PARTES DEL MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA @f

Como ya mencionamos el microscopio de fluorescencia es bdsicamente un microscopio
Optico modificado. Por lo que estructuralmente posee los mismos elementos basicos, entonces
solo mencionaremos aquellos que han sido agregados o modificados. Los cuales son los
siguientes:

Fluorocromos o Tintes fluorescentes

Son compuestos quimicos fluorescentes tipicamente algunos grupos aromaticos combinados a
moléculas planas o ciclicas. Los cuales poseen la capacidad de emitir luz tras la excitacién por
luz, han sido creados en muchisimas versiones. Generalmente se modifican para que se unan a
la molécula bioldgica de interés en el estudio.

Fuente de luz

La luz que se emplea en este microscopio es de ciertos tipos especificos para lograr la correcta
absorcion y posterior excitacion del fluorocromo. Entonces podemos mencionar cuatro tipos
gue son los mas empleados. Se encuentran incluidas la luz LED, lamparas de arcén de xendn,
ldseres y lampara de vapor de mercurio.

Filtro de excitacion

Es un filtro de banda que solo permite el paso de las longitudes de onda especificas que son
absorbidas por el fluorocromo. Minimizando y evitando la excitacion por otras fuentes
fluorescentes.

Espejo dicroico

Es un segundo filtro un poco mas especifico, es de tipo color que se emplea para pasar luz de
forma selecta en una precisa gama de colores.

Filtro de emisiones.

Es un tercer filtro ya no direccionado a la luz de incidencia si no a la de emision de la muestra.
Es un filtro de banda que solo permite el paso de las longitudes especificas emitidas por el tinte
fluorescente. Bloqueando asi toda luz no deseada, especialmente la luz de excitacién. Asi se
garantiza una obtencion de fluorescencia clara con fondo oscuro.
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USOS Y APLICACIONES DEL MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA

La microscopia en general es una herramienta de amplio alcance para lo que son las
investigaciones cientificas actuales. Cada dia mejora un poco mds con la aplicacién de tinciones
especializadas para la identificacion de compuestos y estructuras. Entonces podemos decir que
su aplicacion general es la de identificar estructuras y compuestos en muestras bioldgicas tanto
vivas como fijas.

Aplicaciones del microscopio de fluorescencia
* Marcaje de moléculas en células y tejidos para su caracterizacidn e identificacion.
e Estudio de células normales y patoldgicas.

e Estudios inmunoldgicos.

¢ Mineralogia

Ventajas asociadas al microscopio de fluorescencia
= Método popular para el estudio del comportamiento en imagenes de células vivas.

= Especificidad en compuestos por la aplicacidn de tinciones modificadas para unién a
moléculas concretas.

= Alta sensibilidad, especificamente 50 moléculas por micrémetro cubico.

= Diferenciacién molecular en grupo lo que se refiere a que se pueden tefiir distintas
moléculas de diferentes colores en un mismo estudio.

Limitaciones asociadas al microscopio de fluorescencia

» Los fluorocromos presentan una falla en la emisiéon de fluorescencia cuando son
sometidos a una foto blanqueo. Que es un proceso de dafio quimico a los electrones
excitados durante la fluorescencia. Esto podria generar falsos resultados sin evidencia
previa.

= Suceptividad celular a la foto toxicidad sin antecedentes previos ante la exposicién a
longitudes de onda cortas.

» Esta técnica e instrumento solo permite la observacién de estructuras especificas con
marcado previo. Lo que solo permite analizar el solo objetivo del estudio y no un
panorama general.

Ya hemos descrito las principales caracteristicas del microscopio de fluorescencia, con ello
evidenciamos el avance logrado en diferentes equipos y técnicas. Actualmente el estudio
bioldgico es pilar fundamental de muchos adelantos en medicina y farmacia. Si deseas conocer
otros tipos de avances en microscopia visita nuestras préoximas publicaciones.
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VENTAIJAS Y DESVENTAJAS
VENTAIJAS

» Se pueden obtener resultados rapidos.

» No es necesario realizar cultivos.

» Se puede identificar microorganismos especificos en un grupo mixto.
» Determina la identidad de un organismo muerto.

» Es sensible. Nota: La figura muestra un ejemplo de fagocitosis.

DESVENTAIJAS

» Costos en reactivo y equipo
» Debe ser realizado por personal muy especializado.
» Los resultados no son 100% especificos (como toda técnica seroldgica).

3.MICROSCOPIO DE CAMPO OSCURO

I]

El microscopio de campo oscuro es un instrumento Optico especial utilizado en ciertos
laboratorios. Este es el resultado de una modificacion realizada a la microscopia de campo claro.
La microscopia de campo oscuro se puede lograr por trans-iluminacién o por epi-iluminacion.

La primera se fundamenta en bloquear los rayos de luz que llegan al condensador de forma
directa, a través del uso de dispositivos que se interponen antes de que los rayos de luz lleguen
al condensador.

El campo oscuro con luz transmitida permite resaltar las estructuras, pudiéndose observar
particulas extremadamente delgadas. Las estructuras se observan con cierta refringencia o brillo
en un fondo oscuro.

Mientras que el efecto de epi-iluminacidon se logra con luz incidente u oblicua. En este caso el
microscopio debe estar equipado con un filtro especial en forma de media luna.

Con la iluminacién incidente las estructuras observadas se caracterizan por presentar un efecto
visual en alto relieve. Esta propiedad permite destacar los bordes de las particulas en
suspension.




A diferencia de la microscopia de campo claro, la de campo oscuro es especialmente Util para la
visualizacidn de preparaciones al fresco que contienen particulas en suspensién, sin ningun tipo
de coloracion.

Sin embargo, tiene varias desventajas, entre ellas que no puede ser utilizado para preparaciones
en seco o preparaciones tefiidas. No tiene buena resolucién. Ademas, para asegurar una buena
imagen la apertura numeérica de los objetivos no puede superar a la del condensador.

HISTORIA

El microscopio de campo oscuro fue disefiado por el fisico Ricgard Zsigmond en 1903 cuando
realizaba experimentos en quimica de coloides. Se llama también ultramicroscopio y es un
microscopio cuyo sistema condensador ha sido modificado para dirigir la luz y crear un fondo
oscuro para ver muestras casi invisibles.

CARACTERISTICAS
La composicién del microscopio de campo oscuro presenta modificaciones importantes con
respecto al de campo claro, pues los fundamentos de ambas microscopias son opuestas.

Mientras que en el campo claro se concentran los rayos de luz para que estos atraviesen la
muestra de forma directa, en el campo oscuro se dispersan los haces con el fin de que solo los
haces oblicuos lleguen a la muestra. Estos son luego dispersados por la misma muestra,
transmitiendo la imagen hacia el objetivo.

Si se tratara de enfocar una ldmina sin muestra se observaria un circulo oscuro, ya que sin
muestra no hay nada que disperse la luz hacia el objetivo.

Para obtener el efecto deseado en el campo visual se necesita del uso de condensadores
especificos, asi como de diafragmas que ayuden a controlar los haces de luz.

En un campo visual de campo oscuro los elementos o particulas en suspensién se ven brillantes
y refringentes mientras que el resto del campo es oscuro, haciendo un contraste perfecto.

Si se utiliza luz oblicua o incidente se obtiene un efecto de bordes con alto relieve en las
estructuras observadas.
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PARTES DEL MICROSCOPIO DE CAMPO OSCURO

Oculares g

Revélver
S~

Objelivos i

Controlador
del movimiento
del portaobjegos

Plating ==

Condensador = |

Diafragma Macrométrico

Filtro de color : angE
Micrométrico

Reostato
Encendido
Apagado

Lampara

Sistema mecanico
Tubo

Es el dispositivo por donde viaja la imagen reflejada y aumentada por el objetivo hasta llegar al
ocular u oculares.

Revolver

Es el soporte donde se ubican los distintos objetivos. Los objetivos no estan fijos, estos pueden
removerse. El revélver puede rotar de tal manera que se puede cambiar de objetivo cuando el
operador asi lo necesite.

Tornillo macro

Este tornillo es utilizado para enfocar la muestra, se mueve hacia adelante o hacia atras para
acercar o alejar la muestra del objetivo y el movimiento es grotesco.

Tornillo micrométrico

El tornillo micrométrico se mueve hacia adelante o hacia atras para acercar o alejar la muestra
del objetivo. El tornillo micrométrico se utiliza para movimientos muy finos o delicados, casi
imperceptibles. Es el que logra el enfoque definitivo.

Platina

Es el soporte donde reposara el espécimen sobre el portaobjetos. Posee una abertura central
por donde pasan los haces de luz. Cuando se mueven los tornillos macro y micrométrico la
platina sube o baja, dependiendo del movimiento del tornillo.

El carro

El carro permite que se pueda recorrer con el objetivo toda la muestra. Los movimientos
permitidos son adelante y atrds y viceversa, y de izquierda a derecha y viceversa.

Pinzas sujetadoras




Estas se encuentran sobre la platina, estan constituidas de metal y tienen como funcidn sujetar
el portaobjeto para evitar que esta se ruede durante su observacién. Es importante que la
muestra se mantenga fija mientras se observa. Los sujetadores tienen la medida exacta para
recibir al portaobjeto.

Brazo o asa

El brazo une el tubo con la base. Es el lugar por donde debe agarrarse el microscopio cuando se
va a trasladar de un lado a otro. Con una mano se toma el brazo y con la otra mano se sujeta la
base.

Base o pie

Como su nombre lo indica es la base o soporte del microscopio. Gracias a la base el microscopio
es capaz de mantenerse fijo y estable sobre una superficie plana.

-Sistema dptico
Objetivos

Tienen forma cilindrica. Poseen una lente en la parte inferior que aumenta la imagen que
proviene de la muestra. Los objetivos pueden ser de diversos aumentos. Ejemplo: 4,5X (lupa),
10X, 40X y 100X (objetivo de inmersion).

El objetivo de inmersion se denomina asi porque necesita de la colocacion de unas gotas de
aceite entre el objetivo y la muestra. Los demds son llamados objetivos secos.

Los objetivos traen impreso las caracteristicas que poseen.

Ejemplo: la marca del fabricante, la correccién de curvatura de campo, la correccion de
aberracién, el aumento, la apertura numérica, las propiedades dpticas especiales, medio de
inmersion, longitud del tubo, distancia focal, grosor del cubreobjeto y anillo de cddigo de color.

Los objetivos poseen un lente frontal ubicado en la parte inferior y un lente posterior ubicado
en la parte superior.

Oculares

Los microscopios viejos son monoculares, es decir, poseen un solo ocular, y los microscopios
modernos son binoculares, es decir, que tienen dos oculares.

Los oculares tienen forma cilindrica y hueca. Estos poseen en su interior lentes convergentes
gue amplian la imagen virtual creada por el objetivo.

El ocular se une con el tubo. Este ultimo permite que la imagen transmitida por el objetivo llegue
al ocular, que la aumentara nuevamente.

El ocular en su parte superior contiene un lente denominado ocular y en su parte inferior alberga
un lente llamado colector.

También posee un diafragma y dependiendo de donde se ubique tendra un nombre. Los que se
ubican entre ambas lentes se denomina ocular de Huygens y si se ubica después de las 2 lentes
se llama ocular de Ramsden. Aunque existen muchos otros.

El aumento del ocular oscila entre 5X, 10X, 15X o 20X, dependiendo el microscopio.



Es a través del ocular u oculares que el operador puede visualizar la muestra. Algunos modelos
traen un anillo en el ocular izquierdo que es movible y permite el ajuste de la imagen. Este anillo
ajustable se denomina anillo de dioptrias.

-Sistema de iluminacion
Lampara

Es la fuente de iluminacidn y se ubica en la parte inferior del microscopio. La luz es halégena y
es emitida de abajo hacia arriba. Por lo general la ldmpara que poseen los microscopios es de 12
V.

Diafragma

El diafragma de los microscopios de campo oscuro carece de iris; en este caso este impide que
los rayos que provienen de la ldampara lleguen de forma directa a la muestra, solo los haces
oblicuos tocaran el espécimen. Aquellos haces que sean dispersados por las estructuras
presentes en la muestra son los que pasaran al objetivo.

Esto explica por qué las estructuras se ven brillantes y luminosas en un campo oscuro.
Condensador
El condensador de un microscopio de campo oscuro difiere del de campo claro.

Existen dos tipos: los condensadores de refraccion y los condensadores de reflexion. Este ultimo
a su vez se divide en dos categorias: los paraboloides y los cardioides.

Condensadores de refraccion

Este tipo de condensador posee un disco que se interpone para refractar los rayos de luz, puede
ubicarse encima del lente frontal o en el lado posterior.

Es muy facil de improvisar un condensador de este tipo, pues basta con colocar al frente del
lente frontal del condensador un disco elaborado en cartulina negra de un tamano inferior al
lente (diafragma).

Un microscopio éptico de campo claro puede convertirse en un microscopio de campo oscuro
utilizando este consejo.

Condensadores de reflexion

Son los que utilizan los microscopios estereoscopios. Los hay de dos tipos: paraboloides y
cardioides.

e Paraboloides: poseen un tipo de curvatura denominada paraboloides por su similitud a
una parabola. Este tipo de condensador es ampliamente usado en el estudio de sifilis,
ya que permite observar a los Treponemas.

e Cardioides: la curvatura del condensador es de forma similar a un corazon, de alli el
nombre que recibe “cardioide”, llevando el condensador el mismo nombre. Posee un
diafragma que es regulable.

FUNCIONES
» Es utilizado para investigar la presencia de Treponema pallidum en muestras clinicas.



» También es util para observar Borrelias y Leptospiras.

» Esideal para observar el comportamiento in vivo de células o microorganismos, siempre
y cuando no sea preciso detallar estructuras especificas.

» Esideal para resaltar la capsula o la pared de los microorganismos.

VENTAJAS

» Los microscopios de campo oscuro con condensador de refraccién son mas econdmicos.

» Su uso es muy util en aumentos de 40X.

» Sonideales para observar muestras que posean un indice de refraccién similar al medio
donde se encuentran. Por ejemplo, células en cultivo, levaduras o bacterias maviles
como las espiroquetas (Borrelias, Leptospiras y Treponemas).

» Se puede observar la célulain vivo, lo que permite evaluar su comportamiento. Por
ejemplo, movimiento browniano, movimiento por flagelos, movimiento por emisién de
pseuddpodos, proceso de division mitdtica, eclosién de larvas, gemaciones de
levaduras, fagocitosis, entre otros.

» Permite resaltar los bordes de las estructuras, por ejemplo, la capsulay la pared celular.

» Es posible analizar particulas disgregadas.

» No es necesario el uso de colorantes.

DESVENTAJAS

v" Se debe tener especial cuidado al montar las preparaciones, ya que si quedan muy
gruesas no se observara bien.

v" Laresolucién de las imagenes es baja.

v Los microscopios de campo oscuro que utilizan condensadores de refraccién presentan
un porcentaje de luminosidad muy bajo.

v' Para mejorar la calidad de la imagen con objetivo de inmersidn (100X) es necesario que
se reduzca la apertura numérica de los objetivos y asi aumentar la del cono iluminador.
Para ello es indispensable la incorporacion de un diafragma adicional que pueda regular
la apertura numérica del objetivo.

v" No se pueden visualizar preparaciones al seco, ni preparaciones coloreadas, a menos
que sean colorantes vitales.

v" No permite la visualizacién de ciertas estructuras, especialmente las internas.

v" Los microscopios de campo oscuro son mas costosos.

4.MICROSCOPIO ELECTRONICO

HISTORIA DEL MICROSCOPIO ELECTRONICO

El microscopio electrénico es un invento del siglo XX que fue posible gracias a los avances en el
campo de la fisica de las particulas. Uno de los avances importantes fue el descubrimiento de
la naturaleza ondulatoria del electrén por parte de Louis-Victor de Broglie. Esto le valié el
premio Nobel en 1929.

Los ingenieros alemanes Ernst Ruska y Max Knoll se dieron cuenta de que estos conocimientos
justificaban la viabilidad del microscopio electrdnico. En seguida se pusieron a construir el
primer prototipo con la intencion de alcanzar aumentos a un nivel sin precedentes.
En 1931 presentaron su primer prototipo funcional. Esto demostrd que era posible construir un
microscopio electrénico. No obstante, el aumento obtenido con este primer prototipo estaba
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lejos del que se podia obtener con un microscopio convencional. Mientras que un microscopio
Optico puede alcanzar aumentos cerca de 1500x, este primer prototipo solo alcanzaba los 400x.

Los resultados fueron, sin embargo, muy prometedores y solo dos aflos mds tarde fueron
capaces de construir un microscopio electronico con mayor aumento que el de un microscopio
Optico. En 1938 Siemens empezd a comercializar el primer microscopio electrénico.

Los microscopios electrénicos construidos por Ernst Ruska eran microscopios electrdnicos
de transmision. Esto significa que los electrones atraviesan la muestra y a continuacion
impactan contra un detector que reconstruye la imagen. Este principio es el mismo que se utiliza
en los microscopios electrénicos de transmisidon actuales, llegando a alcanzar aumentos de
2000000x.

A finales de los afos treinta, Manfred von Ardenne empezd a desarrollar un nuevo tipo de
microscopio electrénico: el microscopio electrénico de barrido. En este microscopio los
electrones no atraviesan la muestra, sino que son parcialmente reflejados. Con los
procedimientos adecuados resulta posible también reconstruir la imagen de la muestra.

El microscopio electrénico resultd ser de gran utilidad una vez alcanzé la madurez tecnolégica.
Ernst Ruska recibié en 1989 el premio Nobel de fisica por sus aportaciones en este campo.

En el ano 2010 el centro de investigacion Jilich de Alemania empezé a construir el microscopio
electrénico mas potente del mundo. Su construccidn costé 15 millones de euros y duré dos afios.
Este microscopio, conocido con el nombre PICO, puede alcanzar una resolucién
de 50 picometros.

INSTRUCCION

Un microscopio electrénico usa electrones en lugar de fotones oluz visible para formar
imagenes de objetos diminutos. Los microscopios electrénicos permiten alcanzar
amplificaciones mayores antes que los mejores microscopios_6pticos, debido a que la longitud
de onda de los electrones es bastante menor que la de los fotones.

El primer electronico fue disefiado por Ernst Ruska y Max Knoll entre 1925y 1932, quienes se
basaron en los estudios de Louis-Victor de Broglie acerca de las propiedades ondulatorias de
los electrones.

CARACTERISTICAS
Fundamentalmente permite ver secciones o cortes de las muestras a analizar con espesores
comprendidos entre nandmetros
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La imagen de los microscopios electrénicos sélo se puede ver en blanco y negro puesto que no
utilizan la luz, pero se le pueden dar colores en el ordenador. Para estopara que el haz de
electrones atraviese la muestra esta tiene que ser muy delgada y bien preparada (debidamente
deshidratada) (Ver preparacién de muestras)

** Permite la observacién de muestra en cortes ultrafinos.

*» UnTEM dirige el haz de electrones hacia el objeto que se desea aumentar. Una parte de
los electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros lo atraviesan formando
una imagen aumentada.

% Se coloca una placa fotografica o una pantalla fluorescente detras del objeto para
registrar la imagen aumentada.

“* Los microscopios electrénicos de transmisién pueden aumentar un objeto hasta un

millén de veces.

PARTES DEL MICROSCOPIO ELECTRONICO
Las partes principales de un microscopio electrénico incluyen aquellos elementos utilizados
para generar electrones y dirigirlos hacia la muestra. Esto incluye:

Fuente de electrones

Es equivalente a la fuente de luz en un microscopio dptico. En este caso es necesario disponer
de un emisor de electrones. En general se utiliza un filamento de tungsteno. Este filamento es
calentado de modo que la energia de sus atomos y electrones aumenta. A partir de un cierto
nivel energético los electrones poseen suficiente energia para escapar de sus atomos. Estos
electrones libres son a continuacién dirigidos hacia la muestra.

Lentes electromagnéticas

Los microscopios dpticos utilizan lentes convergentes y divergentes para desviar los rayos de luz
y aumentar asi la imagen de la muestra. Este mismo procedimiento no puede ser aplicado para
desviar la trayectoria de los electrones. En lugar de utilizar lentes de vidrio, los microscopios
electrénicos utilizan lentes electromagnéticas. Estas lentes generan campos eléctricos y
magnéticos de modo que su interaccidn con los electrones hace que sus trayectorias diverjan o
converjan en un punto.

Camara de vacio

El procedimiento expuesto anteriormente debe llevarse a cabo dentro de una cdmara de vacio.
De lo contrario, los electrones interactuarian con las moléculas del aire y no seria posible
determinar sus trayectorias adecuadamente. La muestra que se observa debe colocarse
también dentro de la camara de vacio. Este es uno de los motivos por el cual no es posible
observar muestras vivas con un microscopio electrénico.

Detector (Pantalla fluorescente)

Una vez los electrones han impactado contra la muestra es necesario medir algin tipo de
informacién para poder reconstruir la imagen de la muestra. Una opcidn consiste en utilizar una
pantalla fluorescente. Esta pantalla reacciona de modo distinto segun cual sea el nimero de
electrones que impactan en ella. De este modo es posible detectar las zonas donde impactan
mas o menos electrones y deducir asi laimagen de la muestra. Existen alternativas a las pantallas
fluorescentes, por ejemplo, sensores CCD.
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A continuacidn, la informacién capturada por la pantalla fluorescente es transmitida a un
ordenador que puede asignar colores artificiales a la imagen obtenida. En los microscopios
Opticos estos componentes no son necesarios porque la luz proveniente de la muestra es
directamente observada con el ojo humano. Dado que nuestros ojos no estan preparados para
detectar electrones debemos incorporar este elemento detector en un microscopio electrénico.

Haz de
electrones
Lentes |
electromagnéticas
Muestra
Pantalla

fluorescente

APLICACIONES

v' Determinacion de la morfologia: forma, dimensiones y posicién de microcristales o
particulas Determinacion de la cristalografia: posicién de los planos cristalinos, estudio
de los defectos, impurezas o elementos minoritarios presentes en materiales puros.,
etc.

v" Determinacion de la composicidn: composicidn quimica de fases.

v" En resumen, todo esto nos permite caracterizar todo tipo de sdlidos (cerdmicas,
aleaciones metalicas, cementos, vidrios, minerales, etc.) tomando una minima muestra
de los mismos, asi como el estudio de sus posibles transformaciones y fallas
microestructurales

e Muestras bioldgicas, como lo puede ser en el caso de una célula.

e Paleontologia y Arqueologia: Caracterizacién de aspectos morfoldgicos, por ejemplo,
Trozos de meteoritos.

e Odontologia: Se pueden observar dientes, para saber con qué sustancias se pueden
tratar.

e Control de Calidad: En este campo, el microscopio electrénico de barrido es de gran
utilidad para el seguimiento morfoldgico de procesos y su aplicacién en el control de
calidad de productos de uso y consumo: Se utilizan para los tratamientos de la lana con
peréxido de hidrogeno (agua oxigenada) para que pierda las escamas quedando un
producto de mejor calidad para el mercado y su diferencia entre la lana y las fibras
denominadas fibras especiales .El precio de las fibras especiales es mayor que el de la
lana, por lo que el fraude se puede presentar por etiquetar prendas de lana como
compuestas por fibras especiales

e En el dmbito de la investigacién se puede utilizar para detectar fibras de la ropa,
comparar cabellos etc.

5.TOPOS DE MICROSCOPIO

La ciencia y la tecnologia han avanzado mucho desde que Anton van Leeuwenhoek observara, a
mediados del siglo XVII, glébulos rojos y espermatozoides con un primer prototipo de
microscopio hecho en casa a partir de lupas.




Actualmente, cuatro siglos después, no solo somos capaces de observar todas aquellas formas
de vida microscdpicas para entender asi su naturaleza y buscar aplicaciones en distintas
disciplinas. Hoy en dia podemos ver virus, unas estructuras tan pequenas que con los
microscopios tradicionales son imposibles de vislumbrar.

Y no solo esto, hay microscopios que no solo permiten observar virus, sino que algunos ya son
capaces de darnos imagenes reales de los atomos. Para entenderlo, si las células que observd
van Leeuwenhoek fueran del tamafio de la Tierra, un dtomo seria poco mds que un campo de
futbol dentro de ella.

Esta proeza técnica es debida a las continuas mejoras en el campo de la microscopia, pues se
han disefiado aparatos capaces de detectar objetos con un tamafio que se encuentra mucho
mas allad de nuestro limite de visidn.

1. MICROSCOPIO OPTICO

El 6ptico fue el primer microscopio de la historia. Marco un antes y un después en la biologia y
la medicina pues, a pesar de su relativa sencillez tecnolégica, permitié observar por primera vez
estructuras unicelulares.

La principal caracteristica del microscopio dptico es que la luz visible es el elemento que permite
visualizar la muestra. Un haz de luz ilumina el objeto a observar, lo atraviesa y es conducido
hasta el ojo del observador, que percibe una imagen ampliada gracias a un sistema de lentes.

Resulta util para la mayoria de tareas de microscopia, pues permite una correcta visualizacion
de tejidos y células. Sin embargo, su limite de resolucién viene marcado por la difraccién de la
luz, un fendmeno por el cual el haz de luz inevitablemente se desvia en el espacio. Es por ello
gue lo maximo que se puede obtener con un microscopio dptico son 1.500 aumentos.
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2. MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION

El microscopio electronico de transmision se inventé durante los afios 30 y supuso, igual que
el éptico en su dia, toda una revolucidn. Este tipo de microscopio permitia llegar a un nimero
de aumentos mucho mayor ya que no utilizaba la luz visible como elemento de visualizacion,
sino que usaba electrones.

El mecanismo de un microscopio electrénico de transmisidn se basa en hacer incidir electrones
sobre una muestra ultrafina, mucho mas de las que se preparaban para su visualizacion en el
microscopio 6ptico. La imagen se obtiene a partir de los electrones que han atravesado la
muestra y que posteriormente han impactado sobre una placa fotografica.

Tecnoldgicamente son mucho mas complejos que los épticos ya que para conseguir el correcto
flujo de electrones por su interior, este debe estar al vacio. Los electrones son acelerados hacia
la muestra mediante un campo magnético.



Cuando inciden sobre esta, algunos electrones la atravesaran y otros “rebotardn” y seran
dispersados. Esto da lugar a imdgenes con zonas oscuras (donde los electrones han rebotado) y
zonas claras (donde los electrones han atravesado la muestra), que en su totalidad conforman
una imagen en blanco y negro de la muestra.

Gracias a no estar limitado a la longitud de onda de la luz visible, los microscopios electrénicos
pueden ampliar un objeto hasta 1.000.000 de veces. Esto permite la visualizacién no solo de
bacterias, sino también de virus; algo imposible con un microscopio éptico.

3. MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO

El microscopio electronico de barrido también se basa en la colision de electrones sobre la
muestra para lograr la visualizacién, pero en este caso las particulas no impactan sobre toda la
muestra simultdneamente, sino que lo hacen recorriendo distintos puntos. Como si se tratara
de un escaneado.

En el microscopio electrdnico de barrido laimagen no se obtiene de los electrones que impactan
sobre una placa fotogréfica después de atravesar la muestra. En este caso su funcionamiento se
basa en las propiedades de los electrones, que después de impactar sobre la muestra sufren
cambios: una parte de su energia inicial se transforma en rayos X o en emisién de calor.

Midiendo estos cambios se puede obtener toda la informacidn necesaria para, como si de un
mapa se tratara, hacer una reconstruccién ampliada de la muestra.

4. MICROSCOPIO CONFOCAL

En la linea de lo que hacia un microscopio electrénico de barrido, el microscopio confocal es un
tipo de microscopio de fluorescencia en el que no se ilumina la muestra en su totalidad, sino
gue se hace un escaneado.

La ventaja respecto al de fluorescencia tradicional es que el microscopio confocal permite hacer
una reconstruccion de la muestra obteniendo imagenes tridimensionales.

5. MICROSCOPIO DE EFECTO TUNEL

El microscopio de efecto tunel permite visualizar la estructura atdémica de las particulas.
Utilizando principios de la mecdanica cudntica, estos microscopios capturan los electrones y se
logra una imagen de alta resolucién en la que cada atomo se puede distinguir del otro.

Es un instrumento imprescindible en el campo de la nanotecnologia. Pueden ser utilizados para
producir cambios en la composicidon molecular de las sustancias y permite obtener imagenes
tridimensionales.

6. MICROSCOPIO DE RAYOS X

El microscopio de rayos X no utiliza la luz ni los electrones, sino que para lograr la visualizacién
de la muestra, esta es excitada con rayos X. Esta radiacién de muy baja longitud de onda es
absorbida por los electrones de la muestra, lo que permite conocer la estructura electrdnica de
esta.

7. MICROSCOPIO DE FUERZA ATOMICA

El microscopio de fuerza atdmica no detecta ni luz ni electrones, pues su funcionamiento se basa
en hacer un escaneado de la superficie de la muestra para detectar las fuerzas que se establecen
entre los atomos de la sonda del microscopio y los atomos de la superficie.



Detecta fuerzas de atraccion y de repulsién muy leves y esto permite hacer un mapeado de la
superficie obteniendo asi imagenes tridimensionales como si de una técnica de topografia se
tratara. Tiene infinidad de aplicaciones en nanotecnologia.

8. MICROSCOPIO ESTEREOSCOPICO

Los microscopios estereoscdpicos son una variacion de los dpticos tradicionales que permiten
una visualizacion tridimensional de la muestra.

Equipados con dos oculares (los épticos generalmente solo tenian uno), la imagen que llega a
cada uno de los oculares es ligeramente distinta entre ellos, pero al combinarse se consigue ese
efecto tridimensional deseado.

Pese a no llegar a aumentos tan altos como con el éptico, el microscopio estereoscépico es muy
utilizado en tareas en las que se requiere hacer una manipulacién simultanea de la muestra.

9. MICROSCOPIO PETROGRAFICO

También conocido como microscopio de luz polarizada, el microscopio petrografico se basa en
los principios del dptico, pero con una particularidad afadida: tiene dos polarizadores (uno en
el condensador y otro en el ocular) que reducen la refraccion de la luz y la cantidad de brillo.

Se utiliza cuando se observan minerales y objetos cristalinos, ya que, si se iluminaran de forma
tradicional, la imagen obtenida seria borrosa y dificil de apreciar. También es util cuando se
analizan tejidos que pueden provocar la refraccidn de la luz, generalmente tejido muscular.

10. MICROSCOPIO DE IONES EN CAMPO
El microscopio de iones en campo es usado en ciencias de materiales ya que permite visualizar
la ordenacion de los &tomos de la muestra.

Con un funcionamiento similar al microscopio de fuerza atédmica, con esta técnica se miden los
atomos de gas absorbidos por una punta de metal para hacer una reconstruccidn de la superficie
de la muestra a nivel atémico.

11. MICROSCOPIO DIGITAL

El microscopio digital es aquel instrumento capaz de capturar una imagen de la muestra y
proyectarla. Su principal caracteristica es que, en lugar de disponer de un ocular, esta dotado
de una cdmara.

Pese a que su limite de resolucidon es menor que el de un microscopio éptico convencional, los
microscopios digitales son muy Utiles para observar objetos cotidianos y el hecho de poder
almacenar las imagenes obtenidas es un reclamo comercial muy potente.



12. MICROSCOPIO COMPUESTO

El microscopio compuesto es todo aquel microscopio 6ptico dotado de al menos dos lentes.
Mientras que los tradicionales solian ser simples, la inmensa mayoria de los microscopios
modernos son compuestos ya que disponen de varias lentes tanto en el objetivo como en el

ocular.
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13. MICROSCOPIO DE LUZ TRANSMITIDA

En el microscopio de luz transmitida, la luz atraviesa la muestra y es el sistema de iluminacion
mads utilizado en los microscopios dpticos. La muestra debe ser cortada muy fina para hacerla
semitransparente y que parte de la luz pueda atravesarla.

14. MICROSCOPIO DE LUZ REFLEJADA

En los microscopios de luz reflejada, la luz no atraviesa la muestra, sino que es reflejada al incidir
sobre esta y conducida hacia el objetivo. Este tipo de microscopio es utilizado cuando se trabaja
con materiales opacos que, por muy finos que sean los cortes obtenidos, no dejan pasar la luz.

15. MICROSCOPIO DE LUZ ULTRAVIOLETA

Como su propio nombre indica, los microscopios de luz ultravioleta no iluminan la muestra con
luz visible, sino que lo hacen con luz ultravioleta. Al ser su longitud de onda mds corta, puede
conseguirse una resolucidon mayor.

Ademas, es capaz de detectar un mayor nimero de contrastes, por lo que es util cuando las
muestras son demasiado transparentes y no podrian visualizarse con un microscopio dptico
tradicional.

16. MICROSCOPIO DE CONTRASTE DE FASES

El microscopio de contraste de fases basa su funcionamiento en el principio fisico por el cual
la luz viaja a distintas velocidades en funcién del medio por el que viaja.



Utilizando esta propiedad, el microscopio recoge las velocidades a las que ha circulado la luz
mientras atravesaba la muestra para hacer una reconstruccidn y obtener una imagen. Permite
trabajar con células vivas ya que no requiere tefiir la muestra.
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