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Objetivo general

Conocer la herramienta basica de |a biologia, el microscopio.

Objetivos especificos

Comprender la parte fisica del microscopio, es decir, como se forma la
imagen.

Conocer los diferentes tipos de microscopios y sus aplicaciones
Identificar una imagen sacada al microscopio y correlacionar al tipo de
microscopio

Identificar partes de la célula a partir de fotos sacadas al microscépio

El microscopio:

Relaciones de tamafio Contraste de Interferencia
Historico MO de Fluorescencia

Tipos de microscopio Microscopio electronico

M Optico simples ME de transmision y ME de Barrido

M. Optico compuesto

MO de campo oscuro

MO de contraste de fases

MO de Microscopio Diferencial de



1. El microscopio:
Relaciones de tamafo

Tamaiio celular Las células son las unidades basicas de los seres vivos.

El poder resolutivo del ojo humano es de 0.2 mm (200 um), o sea la menor distancia vista
o resuelta por el ojo humano es de dos lineas separadas 1mm de distancia.

Si hay dos lineas a 200 um de distancia,
veremos una sola linea.

Entonces, para se observar cosas menores que 200 um se utilizan los microscopio

Tamaiios relativos de las células y sus componentes
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1. El microscopio:
Histérico

No se sabe al cierto quien inventd el microscopio. Se creen que se paso en
Midelburg, en los Paises Bajos, entre 1590y 1610. Los nombres mas citados son
los de Hans y Zacharias Janssen.

Los usuarios mas conocidos fueron van Leeuwenhoek and Hooke.

Van Leeuwenhoek utilizaba lentes sencillas, pero de mucha mayor resolucion que
el microscopio utilizado por Hook.

g fee ot
% Fr ] | & Fag
26060 0.0
| f‘tw y/ =~ X ":'-.u'] Ed _'
- i |I 1 ! ::u.-?
i L i
i I-; | :l H
| | I | | i’-
¥ I | 'I !
|: ¥, ! !. :' i. |
.’ | [ B\
| X ! I|.1'1\'\]
| { H | b
b i 1 '. 'h::.
i i i H
Y, 1 v b \
NG A N\
b b
S, WI .

f=




1. El microscopio:
Historico

Antoni van Leeuwenhoek, nascié y morio en Delft,
Holanda (24 de octubre 1632 — 26 de agosto 1723) a la
edad de casi 91 anos.

Durante su vida fabricé mas de 500 lentes, algunas de
ellas de hasta 480 aumentos (potencia que excedia con
mucho la de los primeros microscopios de lentes

multiples).

Construyod las telas lupas de mejor calidad que las que se Antoni van Leeuwenhoek,

podian conseguir ( con pulido de vidrio). Desarrollé Fuente: Google, J. Verkolje, 1686, Project
~ lent bi tad b lati d Gutenberg ebook of Den Waaragtigen

peqgueias lentes biconvexas montadas sobre platinas de Omloop des Bloeds

latdn, que se sostenian muy cerca del ojo. A través de
ellos podia observar objetos, que montaba sobre |la
cabeza de un alfiler.

Focus Von Leeuwenhoek
K"°h\ Microsco
(circa Late 1600s)
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Figure 3 www.microscopy-uk.org.uk



1. El microscopio:
Historico

Robert Hooke, nascidé en Freshwater, 18 de julio de 1635 y murié en Londres, 3 de
marzo de 1703, con apenas 68 anos.

Fue uno de los cientificos experimentales mas importantes de la historia de la ciencia.
Sus intereses abarcaron campos tan dispares como la biologia, la medicina, la
cronometria, la fisica planetaria, la microscopia, la ndutica y la arquitectura.

Schem:xr

En 1665 publicé el libro Micrographia, con relatos de
observaciones microscopicas y telescopicas con
detallados dibujos. Este libro contiene por primera vez la
palabra célula.

Hooke descubrid las células observando en el microscopio
una laminilla de corcho, dandose cuenta que estaba
formada por pequeiias cavidades poliédricas que
recordaban a las celdillas de un panal. Por ello cada
cavidad se llamé célula.




1. El microscopio:
Historico

En realidad Hook sdélo vio las paredes celulares, ya que este tejido esta muerto a la
madurez y las células ya no tienen contenido. Mas tarde, Hoock y algunos de sus
contemporaneos observaron células vivas.

El mejoramiento del microscopio solo se observd con la invencion de las lentes
acromaticas, disponibles desde 1929.

La lente acromatica es una lente en la que se - e
- Image image
ha corregido el fendmeno de la aberracion
cromatica.

Aberracidon cromatica

Como el indice de refraccion varia con la
longitud de onda, la distancia focal de una
lente también varia. Cada longitud de onda
forma una imagen de tamano ligeramente
diferente.




1. El microscopio:
Historico

Mediante combinaciones de lentes convergentes y divergentes fabricadas con vidrios de
distinta dispersion es posible minimizar la aberracion cromatica.
En general, en las lentes acromaticas se corrige la aberracion cromatica para dos o tres

colores determinados.

different types
of glass

single focal point

Pero, fue Jan y Harmanus van Deyl los primeros a
hacer estas lentes tan chicas que para utilizar en las
objetivas de los microscopios, esto en 1870.

Achromatic Lens
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1. El microscopio:
Histérico

Los estudios de la fisica de |a luz, contribuyd mucho para el desarrollo del microscopio

La dispersion de la luz

luz blanca

La luz blanca es una mezcla de I
diferentes colores

La dispersion es la descomposicion de I
la luz, la separacion de la luz en las
longitudes de onda que las componen.

|
’/H' glass

La refraccion de la luz

Cuando la luz pasa a través de materiales de
diferentes densidades, la velocidad de la luz
cambia ligeramente y esto causa una curva en el
rayo y en el interfaz entre los dos materiales.

Academy Artworks



1. El microscopio:
Historico

Las mejoras mas importantes de la dptica de los microscopio surgieron a partir de los
trabajos de Ernst Abbe (1877). Estas informaciones fueron utilizadas por Carl Zeiss Jena,
gue mejoro la microscopia de inmersion sustituyendo el agua por aceite de cedro, lo que

permite obtener aumentos de 2000.
Debido a estas mejorias la Alemana controla el comercio de la microscopia en el inicio del

siglo XIX.

Mejorias del microscopio 6ptico padrén fueron ocurriendo desde entonces.
Contraste de fase por Dutchman Zernike, en 1934
Contraste de interferencia por Nomarsky, en 1953
Microscopia de Fluorescencia en los afios 70 (pero el principio fue
elaborado en 1904 por Kohler)

El microscopio electrénico de transmision (T.E.M.) fue desarrollada por Max Knoll y Ernst
Ruska en Alemania en 1931. Posteriormente, en 1942 se desarrolla el microscopio
electrénico de barrido (SEM).

Estos utilizan un haz de electrones en lugar de luz para enfocar la muestra consiguiendo
aumentos de 100.000 X.



1. El microscopio:
Tipos de microscopio

Microscop lo simp les

Es aguel que solo utiliza una lenta de aumento

Ej. Una lupa Anton Van Leeuwenhoek
construyo microscopios
muy eficaces basados en
una sola lente pequena y
convexa, montada sobre
una plancha

Soélo sirve para exdmenes superficiales (diseccion de animales,
observacion de colonias, deteccidn de quistes de parasitos,...).
Se consigue un numero de aumentos entre 4 y 60.

Lupa binocular estereoscoépica
Ocular 10X y Objetivos de 2X y 4X en torreta giratoria.
Aumentos de 20 y 40X

www.technidea.com.ar



1. El microscopio:
Tipos de microscopio

Microscopio Optico

La luz visible pasa a través de la muestra y de
las lentes de vidrio por donde la luz es
refractada e tal manera, que la imagen del
espécimen es amplificada cuando se proyecta
en el ojo.

Microscopio Optico Compuesto

Es un microscopio Optico que tiene mas de
un lente.

Traité Elémentaire de Physique por A.
Ganot. 9 ed. Publicado en 1884 por
Librairie Hachette et Cie. Par



1. El microscopio:
Tipos de microscopio

El microscopio compuesto consiste en dos sistemas de lentes, el objetivo y el
ocular, montados en extremos opuestos de un tubo cerrado.

=T El objetivo esta compuesto de varias lentes que crean
dﬂ J lente ocular una imagen real aumentada del objeto examinado.

I.} Las lentes de los microscopios estan dispuestas de forma
S0 que el objetivo se encuentre en el punto focal del ocular.

"

\ tornillos d . ’ .
_ - enfoque Cuando se mira a través del ocular se ve una imagen
/ A virtual aumentada de la imagen real.
#,-““ v Objetivo Ocular
|III f _,."j
( \ :: i~
| |"' *.f:: .| lente DEJ_?t'iDplatina (placa N] R
~ | | de apoyo para | —
I'.I I'.I ~ el preparado) @ %
..le. -\\.\__h_ -:? e _ // - -~
\ | 5
N, sistema e
\, de -
Y iluminacidn
( — El aumento total del microscopio depende de las

\— ] longitudes focales de los dos sistemas de lentes.



1. El microscopio:
Tipos de microscopio

Esta conformado por tres sistemas:

El sistema mecdnico = una serie de piezas en las que van instaladas las lentes, que
permiten el movimiento para el enfoque.

El sistema dptico = el conjunto de lentes.

El sistema de iluminacidon = las partes del microscopio que reflejan, transmiten'y
regulan la cantidad de luz.
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1. El microscopio:
Tipos de microscopio

Capta y amplia la imagen formada en el foco

de la objetivas. En general los mas utilizados camara —oscura urnd.a al - brazo; t'?ne .eI
son los de 10X revolver con los objetivos en su parte inferior

\ y los oculares en el extremo superior.

Lentes oculares

(10x y 12x) Cabezal (tubo)
‘ ),-"f
coge los objetivos : Brazo
\ [

mueven la platina hacia
arriba y hacia abajo, de
forma rapida o lenta.

/

Macromeétrico

Revolver —— /
"

Son colocados en la parte inferior del
tubo en el revolver. Generan una

imagen real, invertida y aumentada t"“
Objetivos

(4x, 10x, 40x y 100x)

Plataforma horizontal sobre el
——— Platina

gue se coloca la preparacion.

Fuente de iluminacion ——

lampara halégena
Base o pie ©

Micrométrico

/Sistema de lentes que tiene la
funcion de concentrar la luz

Condensado
Situado en el interior del condensador, funciona como una generada por la fuente de

y

iris cuya funcion es limitar el haz de rayos que atraviesa e .
Y Yo T diafragma

sistema de lentes eliminando los rayos demasiado desviados

iluminacidn hacia la preparacion



1. El microscopio:
Tipos de microscopio

Microscopio Op’cico de Campo Oscuro

Se utiliza un fondo oscuro sobre el que se ven los objetos
intensamente iluminados.

Se utiliza para analizar elementos bioldgicos transparentes y sin manchas,
invisibles con iluminacion normal.
Permite ver los microorganismos sin tefir, ver sus contornos y su movilidad

Utiliza una luz muy intensa en forma de un
cono hueco concentrado sobre el espécimen.
El campo de vision del objetivo se encuentra
en la zona hueca del cono de luz y sélo recoge
la luz que se refleja en el objeto. Por ello las
porciones claras del espécimen aparecen como
un fondo oscuro y los objetos minusculos que
se estan analizando aparecen como una luz
brillante sobre el fondo.




1. El microscopio:

Tipos de microscopio

Microscopio Op’cico de Campo Oscuro

(1) Un disco especial (Patch Stop)
bloquea a luz creando un cono de luz
formando un anillo de luz;

(2) Las lentes condensadores

concentran la luz sobre la muestra;

(3) La luz pasa por la muestra: la mayoria
es directamente transmitida, pero
algunos fotones son dispersados de la
muestra;

(4) A luz dispersada entra en la objetiva;
(la luz transmitida pasa directamente sin
ser desviada, es blogueada y no
interacciona con la lente objetiva).

Apenas la luz dispersada va producir la
imagen, (la luz transmitida es perdida)

Solo la luz dispersada
es transmitida

Lente objetiva

luz dispersada
por la muestra

muestra
Lente

condensador
Campo escuro

(Patch Stop)

Fuente de luz




1. El microscopio:
Tipos de microscopio

Microscopio de Contraste de Fase

Se usa principalmente para aumentar
el contraste entre las partes claras 'y
oscuras de las células sin colorear.

Es ideal para especimenes delgados,
o células aisladas.

El microscopio de fase ilumina el espécimen con un cono hueco de luz, como
en el microscopio en campo oscuro. Sin embargo ,en el microscopio de fase el
cono de luz es mas estrecho y entra en el campo de vision del objetivo, que
contiene un dispositivo en forma de anillo que reduce la intensidad de la luz y
provoca un cambio de fase de un cuarto de la longitud de onda. Este tipo de
iluminacion provoca variaciones minusculas en el indice de refraccion de un
espécimen transparente, haciéndolo visible.



1. El microscopio:
Tipos de microscopio

P vicuole
nucleus
G/ linw high mrderle

(a) Los orgdnulos son casi invisibles en el

microscopio de campo claro, pero tienen

. AT ny eraniles
diferentes indices de refraccion, commecile  granule nnclous
vigule

(b) la luz es mas desviadas en los objetos con Plan de la imagen

Image

=

un alto indice de refraccion;

Placa de fase

Plan del objeto

Los dos rayos de luz son refractado de
tal manera que en la salida del
condensador salen como rayos
paralelos, entran en contacto con la
muestra, como rayos paralelos.

Anillo condensador




1. El microscopio:
Tipos de microscopio

Microscopio Diferencial de Contraste de Interferencia (DIC)

Utiliza dos rayos de luz polarizada y las imagenes combinadas aparecen como si la
célula estuviera proyectando sombras hacia un lado.

Se usa cuando el espécimen es muy grueso para usar contraste de fases normal se
usa luz polarizada

Light Detector

Objective Lens Polarizing Filter

Wollaston Prism

Sample
Condenser Lens

Polarizing Filter
Wollaston Filter

Light Source




1. El microscopio:
Tipos de microscopio

Microscopio Diferencial de Contraste de Interferencia (DIC)

La luz no polarizada entra en el microscopio

El pasa por un polarizador (Nomarski-modified Wollaston prism )

Los rayos son focalizados por el condensador para atravesar la muestra;

Ellos van interaccionar en puntos diferentes (adyacentes) de la muestra, que poseen
diferentes espesor, creando cambio de fases de un rayo en relacion al otro.

Los rayos atraviesan una segunda lente objetiva convergente y un segundo prisma

Este combina los dos rayos creando una imagen de interferencia, con claros y obscuros.

Filtro polarizador (459) Filtro polarizador

(1359)
Remueve

Prepara la luz para

el primero prisma . Lente ] .
de Wollaston Prisma Wollaston sipmias B o0 beaiecd Prisma Wollaston directamente la luz

separa la luz que P objetiva recombina la luz transmitida
llega en /{é&'%— polarizada que
componentes de llega un una con

Lente Piine shied

luz polarizados by sample una Unica
—ondensador polaridad

muestra



1. El microscopio:
Tipos de microscopio

Microscopio de Fluorescencia

Consta de una fuente de luz muy potente y un filtro de excitacion que sélo deja
pasar la radiacion UV deseada. Esta, tras interaccionar con la muestra, es de
nuevo filtrada, dejando pasar solamente la luz fluorescente hacia los oculares.

Una sustancia natural en las células o un colorante fluorescente es aplicado al corte.

Este es estimulado por un haz de luz, emitiendo parte de la energia absorbida como rayas
luminosos, es decir, produce una fluorescencia.




1. El microscopio:
Tipos de microscopio

Microscopio de Fluorescencia

La muestra es iluminado con la luz de una determinada longitud de onda (la que es
absorbida por el fluorocroros utilizado ), provocando la emisién de longitudes de onda
mas largas de luz (de un color diferente que absorbe la luz).

La imagen es invisible al ojo

Se utilizan filtros para separar la luz. 206 hay que utilizar

Fuente de luz: va

fotografias, quo,reSf:encias o) desde la luz UV
cua.lq.l,uer otra técnica de foto- T hasta los IV
;. _ emision.
Componentes tipicos: __Emission Filter
la fuente de luz (lampara de vapor de —

mercurio ),
filtro de excitacion,
espejo dicroicos,

Dichroic Mirror —

Filtro de barrera:

deja pasar solo Exeitation Filter

filtro de emision la fluorescencia.
. . . . Filtro de

Los filtros y el espejo dicroico son L

. excitacion:
organizados de modo a obtener un delimita Ia
espectro de excitacion, y formar la ,  banda de
imagen. fluorescente por si Specimen excitacion,

misma o marcada con generglmente
ultravioleta.

fluorocromos



1. El microscopio:
Tipos de microscopio

M[croscop io Electrénico

Utiliza electrones (longitud de onda muy chica) en lugar de fotones para formar imagenes.

Capacidad de aumento muy superior a los microscopios convencionales

Hasta 500.000 aumentos comparados X 1000 de los MO

AN Fuente de
electrones

Ocular EE Condensador

:) Objeto i L Muestra

-« Muestra EE Objeto

’ Condensad Proyect
Los ME sélo se pueden ver en blancoy > Condensador EEE royector o\ o
negro Q s

Fuente
pantalla

Funciona con un haz de electrones
generados por un caion electrdnico,
acelerados por un alto voltajey
focalizados por medio de “lentes
magnéticas”, que forman una imagen
sobre una placa fotografica

-9

a R a




1. El microscopio:
Tipos de microscopio

carcasa

Emisor de electrones
Microscopio Electrénico de Transmisién
electrones
N
Un haz de electrones es dirigido hacia el objeto cstodo
que se desea aumentar. Una parte de los — )
electrones rebotan o son absorbidos por el snodo
objeto y otros lo atraviesan formando una .
imagen aumentada de la muestra.
Para utilizar un microscopio electrénico de inductor de
. . enfoque
transmision debe cortarse la muestra en capas (lentes N
finas, no mayores de un par de miles de magnéticas)
angstroms. |
muestra
inductor de
enfoque
(lentes
magnéticas)
detector.




1. El microscopio:
Tipos de microscopio

Microscopio Electrénico de Barrido

En el microscopio electronico de barrido la muestra es recubierta con una capa de
metal delgado, y es barrida con electrones enviados desde un caion.

Un detector mide |la cantidad de electrones enviados que arroja la intensidad de |la
zona de muestra, siendo capaz de mostrar figuras en tres dimensiones.
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