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RESUMEN:

En el presente trabajo se llevo a cabo una minuciosa revision en libros, articulos y
manuales, sobre los aspectos historicos y fisicos del microscopio, ilustrandolo con
imagenes de la red y de algunos trabajos realizados en el laboratorio de
microscopia y fotografia digital de la Facultad de Estudios Superiores (FESI).

Con este trabajo se pretende facilitar el buen uso del microscopio oéptico vy
relacionados, ya que en nuestro pais son pocos los trabajos que hacen referencia
a la microscopia y la informacion existente se encuentra dispersa y en manuales
de uso técnico. Con ello tanto los profesores como alumnos podran tener un
panorama mas amplio sobre la importancia del buen uso y manejo del
microscopio, ya que para obtener una buena observacion de la muestra se tiene
que conocer ciertos aspectos relacionados con el microscopio, para lograr una
clara imagen sobre lo que se quiere estudiar, obteniendo como beneficios una
mejor calidad en sus observaciones y durabilidad del microscopio.

En cada capitulo se toca distintos puntos basicos para la comprension del uso y
cuidados del microscopio, tocando temas como origen, pioneros, evolucion, luz,
Optica, sistemas que conforman a un microscopio, descripcion del microscopio
optico y relacionados, normas para el uso correcto de un microscopio, cuidados y
un pequefio anexo sobre técnicas basicas para la preparacion de muestras de uso
comun en microscopia.

Como conclusion de este trabajo se obtuvo que la microscopia evoluciona de una
manera acelerada, cumpliendo cada vez mejor su objetivo el cual es la
observacion detallada de objetos que no pueden ser observados a simple vista,
ayudando de manera clave en muchas areas como la investigacion y medicina,
dando un panorama mucho mas amplio y completo en muchas investigaciones,



INTRODUCCION

El microscopio es un instrumento utilizado por muchos profesionistas de la
medicina y las ciencias naturales. El nombre deriva del griego mikros, que
significa pequefio y skopéoo, que significa observar. Es decir el microscopio sirve
para observar a detalle objetos o estructuras pequefias. Es por eso que se han
vuelto familiares e indispensables en los laboratorios; sin embargo, muchos
usuarios no muestran interés por conocer sus principios y técnicas fundamentales,
en algunas ocasiones la informacion para ello no es tan accesible o se encuentra
en manuales de uso técnico en otros idiomas. Por ello se considera muy
importante extender y hacer mas accesible la informacién sobre el buen uso del
microscopio, técnicas y principios basicos para promover el interés sobre su
funcionamiento y aplicacion (Barrera et al, 2007).

En nuestro pais son pocos los trabajos que hacen referencia a la microscopia ya
que para obtener una buena investigacion de la muestra se tiene que conocer y
analizar ciertos aspectos sobre el microscopio, para lograr una clara imagen sobre
lo que se quiere estudiar, por ejemplo cuando se plantea el estudio de alguna
célula, tejido u organo, previamente se debe definir cuales aspectos morfolégicos
y fisiologicos se quiere analizar, o si se desea observar células vivas o células
fiiadas. Con base en esto ultimo se definira y planificara el método a seguir; se
seleccionara la técnica de visualizacion y el tipo de instrumento optico para
obtener las imagenes. Las técnicas de laboratorio para preparar la muestra (anexo
1) y obtener el preparado histoldégico que sera observado, dependeran en gran
medida del tipo de microscopio requerido para visualizarlo (Welley, 2001).

De igual manera el papel que juega la luz o sistema de iluminacién empleada es
de suma importancia, ya que es una herramienta que permite evidenciar y
distinguir con mayor nitidez los detalles del objeto que se estudia. Generalmente
se habla de la iluminacibn como un término ampliamente utilizado, que en
microscopia no siempre denota el empleo de un rayo luminoso conformado por
fotones, los cuales si pueden ser captados por la retina del ojo. Se trata de todo un
sistema el cual esta constituido por las partes del microscopio que producen,
captan y regulan la intensidad de la luz, la cual es utilizada para la observacion de
la muestra (Barrera et al, 2007).

Ademas de la luz producida por focos incandescentes, también se pueden
emplear otros tipos de radiaciones electromagnéticas, tales como la luz LED,
ultravioleta, rayos laser y haz de electrones. Estos ultimos no son captados por la
retina pero si por una placa fotografica o una pantalla fluorescente, siendo
considerados como un tipo de iluminacién, que a pesar de no estar constituida por



fotones, también permite la formacion de una imagen que muestra los detalles
finos de un espécimen (Montalvo, 2010).

Justificacion

En vista de que la informacién existente sobre microscopia es poco practica para
el alumno y el profesor, ya que se encuentra muy dispersa, poco condensada y en
revistas especializadas o libros técnicos como:

e J. Bernis Mateu, 1986. Atlas de Microscopia.

e C. Ramirez Montafo, 2000. Microscopia general y guia del microscopio.

¢ N. Anadon Coto y J. Martinez Fraga, 2008. Microscopia y Analisis de
Imagen en Biologia.

e D. JJackson, 2008. Better Microscopy. A Series of Practical User’s Guide.
Vol. lll Digital Photo-Microscopy. A Guide to Practical Imaging Methods for
digital Cameras, Webcams, 35mm & more.

El objetivo del presente trabajo fue facilitar la comprension de conceptos vy
técnicas microscopicas de una manera accesible. Para que con ello se le dé un
uso adecuado al microscopio, mejorando la durabilidad del mismo y calidad en las
observaciones.

Método

En el presente trabajo se llevd a cabo una revision bibliografica sobre aspectos
historicos, fisicos, manejo y operacién del microscopio, en especial del
microscopio Optico compuesto. Cada detalle es ilustrado con imagenes de la red y
de algunos trabajos del Laboratorio de Microscopia y Fotografia Digital de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM (FESI).
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ORIGEN Y EVOLUCION DEL MICROSCOPIO
Origen:

La historia esta llena de elementos opticos que en algun momento se usaron para
la creacion tanto del telescopio como del microscopio; en muchas excavaciones
de antiguas civilizaciones se han encontrado objetos que se usaron para
aumentar el tamafio de las imagenes; reflejar objetos y un sin numero de
elementos que dieron pie para la creacion de los actuales microscopios. El arte
de cortar y pulir lentes, es muy remoto, siendo conocido por pueblos del medio
oriente, tales como los asirios, egipcios y los chinos, después se extendid hasta
Grecia e Italia (Lanfranconi, 2008).

En el Blog, “Crénicas del tiempo” se menciona que ya en el afio 3000 a. C. con la
civilizacion Asiria, en Mesopotamia se hacian lentes plano-convexas y biconvexas
con cristal de roca (algunas se conservan en museos como el de Berlin) (Figura 1
y 2) se han encontrado en las tumbas egipcias vestigios de espejos metalicos que
tal vez sirvieron para desviar los rayos del sol y lentes positivas que fueron
usadas como lupas desde tiempos muy remotos. Los hallazgos arqueoldgicos
demostraron que fueron utilizadas para hacer las pequefias inscripciones que
aparecieron en objetos hallados en las esfinges en Egipto (Figura 2), en Pompeya
se hallé una lente de 5 cm de diametro y lo mismo ocurria en Creta donde se
utilizaban como objetos sagrados para encender el fuego. Juarez (2015) sefala
que la amplificacién de la imagen fue conocida en la antigiedad lo que fue,
probablemente debido a, la necesidad de la observacion de objetos muy pequefios
y poco visibles a simple vista, esto condujo a la creacion de lentes actualmente
conocidas como lupas (Juarez, 2015).

Figura 1 y 2: En 1 se encuentra una lente plana convexa usada como lupa, hallada en las excavaciones de
Ninive, en 1847. En 2: Es una lente pulida hallada en la tumba de Semerjet,en Helwan Egipto, la cual tiene al
menos 5 mil afios de antigliedad. Recuperado de https:///category/explicacion.com
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Después de los grandes descubrimientos y creaciones; no volvieron a ocurrir
cambios, el oscurantismo de la edad media, no permiti6 evolucion alguna en la
ciencia y hasta el siglo XVII los naturalistas se encontraban supeditados
exclusivamente a sus sentidos, en este periodo los sentidos se afinan y agudizan
mediante la ayuda de instrumentos, especialmente el microscopio. Incluso existen
en algunos museos lentes con superficies cdncavas y convexas que datan hace
mas de tres mil afos, las cuales tienen poder de amplificar la imagen de los
objetos que son vistos a través de ellos, esto seguramente no paso desapercibido
por aquellos que las fabricaron o manejaron ya que fueron cortadas y pulidas con
las técnicas lapidarias que se conocian en esas épocas, Yy las superficies que se
obtenian eran pobres en calidad optica y como consecuencia, las imagenes eran
de muy baja calidad (Sanchez y Oliva, 2015).

Entre los pioneros de la microscopia se pueden mencionar al arabe Alhazen ben
Alhazen (962-1038) considerado “el padre de la O6ptica” por sus trabajos y
experimentos con lentes, espejos, reflexion y refraccién (Figura 3). En su libro
OPTICA menciona “si un objeto es colocado en un medio esférico, cuya superficie
curva esta hacia el ojo, el objeto aparecera amplificado” (Borcaty y Lanary, 2004).

Figura 3 Alhazen ben Alhazen y las piedras para leer, las cuales fueron realizadas por los frailes de la edad
media siguiendo los principios del arabe . Posiblemente eran de cristal de roca o de alguna de las llamadas
piedras semipreciosas , estaban talladas en forma de una media esfera y aumentaban la letra. Recuperado
de http://www.famousinventors.org/alhazen.

Bacon (1214-1292), un monje que vivio en Oxford, dedico su vida al estudio de la
naturaleza y escribi®6 muchas de sus investigaciones en su obra “Opus Mayus”
(Figura 4). Escribié sobre sus experimentos con las lentes, los cuales ayudaron a
corregir la vision defectuosa, por lo cual fue considerado como uno de los
descubridores de los anteojos (Borcaty y Lanary, 2004).

13



Figura 4 Bacon y su estudio sobre 6ptica en la obra Opus Mayus. Recuperado de www.xatakaciencia.com

Joris Hoefnagel (1542-1600) con ayuda del Kijker o Magnificador, este artista
presento en “Diversae Insectarum Volantilium” en 1552 (Figura 5) las primeras
ilustraciones de insectos aumentados (Herrera, 2004).

Figura 5 Hoefnagel y uno de sus muchos dibujos sobre insectos y plantas donde utilizé el magnificado.
Recuperado de www.historyofinformation.com

Galileo Galilei (1564 —1642) Aunque no se destacd por sus investigaciones en
microscopia, si lo hizo por la aplicacion de lentes en diversos aparatos como el
telescopio (Figura 6) que ya se conocia tiempo atras; mismo que consistia de una
lente objetivo convexa y una cénica que era el ocular. Con este instrumento
Galileo hizo notables descubrimientos astrondémicos; en particular observé por
primera vez los satélites de Jupiter y las fases de Venus. Decia “con este tubo he
observado moscas que se ven tan grandes como ovejas” (Sanchez y Oliva, 2015).
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Figura 6 Galileo y su microscopio el cual fabricé con el fin de observar elementos pequefios. Recuperado de
/htdocs/cienciacuriosa.com

Zacharias Janssen (1588-1628) En 1592 aparecen las primeras ilustraciones de
insectos aumentados con el microscopio rudimentario que inventé (Figura 7)
(Sanchez y Oliva, 2015).

Figura 7 Zacharias Janssen y el microscopio que inventd. Recuperado de https://histoptica.com

Pierre Borel (1620 1671), Alquimista, médico, quimico y botanico francés
considerado pionero en la utilizacion del microscopio para la investigacion de
tejidos de 6rganos humanos. Fue el autor de la publicacidon: “De Vero Telescopii
Inventori” en 1655 donde se presenta la primera referencia histérica del
microscopio compuesto, acreditando a Borel como inventor de un instrumento que
consistia en dos lentes combinadas en un tubo en el que la magnificacion variaba
mediante la alteracién de la distancia entre ellas. Se conseguian unos 9 aumentos,
sin embargo, el instrumento como tal no tenia nombre propio y no sefialaron
publicaciones de observaciones cientificas realizadas con dicho instrumento
(Figura 8) (Lancranfoni, 2008).

15
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Figura 8 Borel y la imagen de la portada de su libro “DeveroTelescopii Inventore, cumbreriominnum
Conspicilirum Historia”. Recuperado de http://www.quo.es/tecnologia/breve-historia.com

Faber 1624, siendo miembro de la academia de los Linces que publicaron un
trabajo sobre la observacion microscépica del aspecto de una abeja; él introduce
el nombre microscopio para el instrumento conocido hasta entonces con distintos
nombre, tales como cospicilium, perspicillum, magnificador y otros (Figura 9)
(Rodriguez, 2014).

Figura 9 Imagen de Faber. Recuperado de http://www.lincei-celebrazioni.it/ischmidt.

Malpighi (1628-1694) Fue un eminente investigador italiano de la segunda mitad
del siglo XVII, figura también entre los pioneros que utilizé el microscopio para sus
investigaciones anatomicas. Las obras de Malpighi contienen muchas
observaciones importantes sobre los campos mas diversos de la biologia (Figura
10) (Ford, 2000).
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Figura 10 Malpighi y uno de sus muchos dibujos de anatomia vegetal, realizados con ayuda de un
microscopio. Recuperado de http://www.disri.unibo.it

Leeuwenhoek 1632-1723, dedico sus ratos libres a pulir y tallar lentes y de esta
manera fabricd sus primeros microscopios. La calidad de sus instrumentos 6pticos
era muy alta, ya que montd 247 lentes en microscopios, los cuales la mitad eran
de plata, tres de oro y el resto de bronce (Figura 11) (Sanchez y Oliva, 2015).

Figura 11 Leeuwenhoek Observando son sus lentes tallados y su
microscopio que consistia en una pequefia lente convexa montada
sobre una placa de latén, que se sostenia muy cerca del ojo. Las
muestras se montaban sobre la cabeza de un alfiler que se podia
desplazar mediante wunos tornillos que permitian enfocar.
Recuperado de pais.com/elpais/2016/10/24/ciencia

Descartes (1637) Realiza una profunda experimentacion sobre la percepcion.
Escribe dos tratados de 6ptica y otro de luz. Descubre el “angulo del arcoiris” a
partir del punto de incidencia de la luz solar en una gota de lluvia respecto de un
punto de vista, en pocas palabras: el color es resultado de la combinacion de los
angulos que forma la luz en la gota en relacion con el angulo de vision (Figura 12).
(Ramirez y Gonzalez, 2008).

Descartes presenté dos formas de microscopios. Uno es un microscopio simple
que esta formado por lente biconvexa, quedando el lado menos curvo hacia el ojo.
La segunda forma que mostrd, estaba formado por una lente plana convexa y un
reflector metélico para iluminar el objeto (Figura12 y13) se debe entonces a
descartes la invencion del microscopio simple (Lancranfoni, 2008).
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Figura 12 Descartes .Recuperado de http://www.biografiasyvidas.com/biografia/d/descartes.htm

Figura 13 Microscopio gigante ideado por René Descartes, el ocular era una lente biconvexa y el objetivo una
convexa. Recuperado de http://loff.it/society/efemerides.com

Robert Hooke (1635-1703) La palabra "célula" fue usada por primera vez en
sentido biolégico por el cientifico Robert Hooke el cual en 1665 publica su libro
“Micrographia” (Figura 15) fue ilustrado con imagenes dibujadas con ayuda de un
microscopio. El trabajo contiene treinta y ocho ilustraciones de objetos que fueron
dibujados con ayuda de un microscopio (Figura 14). En este libro se describe con
detalle el microscopio que él creo, el cual constaba de una lente biconvexa de
distancia focal corta como objetivo, montada justo junto a un diafragma pequefo.
El ocular consistia de dos lentes, una lente de campo y una ocular (Barcaty y
Lanary, 2004).

18



Robert Hooke
microscope (1665)

Figura 14 Robert Hooke y el microscopio usado para sus investigaciones Recuperado de
https://www.emaze.com

MICROGRAPHIA :
Poltd. Dfties Figura 15 Libro de Hooke publicado en 1665, tuvo un éxito razonable cuando
MINUTE BODIES aparecié el 20 de enero del mismo afio" Recuperado de https://www.emaze.com

MAGNIFYING GLASSES:

Neheimeiah Grew (1641-1712) llamado el padre de la fisiologia vegetal y de la
palinologia (Figura 16) fue médico y botanico britanico, utilizé el microscopio para
observar y diferenciar las estructuras anatémicas de las plantas. Fue un gran
anatomista vegetal, hizo cortes admirables de tallos y raiz que evidencian
claramente las diferencias estructurales de los principales tipos de plantas. Quiza
la mas notable de todas las contribuciones de Grew es su conjetura de que las
flores son los d6rganos reproductores de las plantas usd el microscopio para
observar y analizar el polen, descubriendo que, aunque todos los polenes son mas
o menos globulares, el tamafio y la forma difiere entre especies, no obstante, los
granos de polen de una especie son todos iguales. Este descubrimiento fue vital
para el campo de la palinologia (Ford, 2000).
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Figura 16 Retrato de Nehemiah Grew Recuperado de https://www.biol.unlp.edu.ar/historiabiologia.

Swammerdam Fabric6 un microscopio para estudios fundamentales sobre
insectos y otros animales (Figura 17). Sus manuscritos fueron publicados 57 anos
después de su muerte, bajo el titulo de “Biblia Naturae” (Ford, 2000).

Figura 17 Swammerdan y el microscopio que utilizd para realizar estudios sobre insectos, entre ellos los
moscos. Recuperado de http://www.biografiasyvidas.com
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Hartsoeker es el primero en incluir un diafragma de apertura para control de la luz
incidente, por ello se le considera como el inventor de los microscopios de tornillo
(Figura 18) (Ford, 2000).

s

=

(e

Hartsoeker
Simple Screw-Barrel
Microsco
(circa 1694)

Figura 18 Hartsoeker y su diafragma de control de luz. Recuperado de http://www.biografiasyvidas.com

Harel 1716 Introduce en su modelo de microscopio un tornillo micrométrico y una
platina mecanica (Naik, 2000).

Whatkinns 1754 crea un microscopio montado en una base en forma de tripie
unido con un tornillo que permite inclinar el microscopio (Figura 19) (Naik, 2000).

Figura 19 microscopio compuesto monocular de bronce con un cuerpo que se apoya basculando sobre dos
arcos de bronce. El tubo se apoya en una columna rectangular, pudiendo alejarse y aproximarse
horizontalmente, esta columna se desliza, para el enfoque, sobre otra columna similar que fija el sistema.
Recuperado de http://www.librosmaravillosos.com
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Ernest Abbe (1840-1905) dio fundamento cientifico sdélido al ajuste de sus
microscopios. La fabricacidon contemporanea de los microscopios se hacia en
base de prueba y error, los métodos no estaban basados en calculos 6pticos. Con
el trabajo de Abbe y Zeiss se logro el primer microscopio construido con los
calculos, pero poseia menos usos que los fabricados con el viejo método. Este
hecho preocupd a Abbe y acabd llevando a su Teoria de la formacion de
Imagenes al microscopio asi como a su evaluacion de las posibilidades de
resolucién microscoépica. En 1880 introdujo el ocular ortoscépico formado por
cuatro lentes en dos grupos que corregia muchos defectos que tenian los
microscopios anteriores. Mejoro la microscopia de inmersién sustituyendo el agua
por aceite de cedro lo que permite obtener aumentos de hasta 2000x. De igual
manera esto contribuyd a proporcionar una imagen luminosa y nitida sobre todo
en distancias focales cortas. Mediante estos descubrimientos mejoré de manera
evidente el rendimiento de los microscopios de entonces. En el aino de 1884, creo
los bifocales de porciones dependientes, estas consistian en una lente comun, al
cual se le agregaba una lentilla cementada con balsamo de Canada. Zeiss decidio
incorporar a Abbe a su empresa como socio el 22 de julio de 1876. El
reconocimiento internacional llego el 1 de mayo de 1878 al ser declarado miembro
de honor de la Real Sociedad Sajona (Figura 20) (Martinez, 2006).

Figura 20 Ernest abbe, fisico estadistico 6ptico. Recuperado de https://www.mundomicroscopio.com

A finales del siglo XIX, el microscopio alcanza un grado de perfeccion en cuanto a
la dptica, poder de resolucidn, contraste de la imagen y grado de correccion de las
aberraciones (Figura 21) (Sanchez y Oliva, 2015).
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Figura 21 Microscopio mas elaborado y refinado del S. XIX. Recuperado de http://cienciaexplicada.com

Max Knoll y Ernst Ruska (1931), desarrollaron el primer microscopio electrénico
de transmision, fue el primer tipo de microscopio electrénico. Este utiliza un haz de
electrones en lugar de luz para enfocar la muestra consiguiendo aumentos de
100.000 X (Figura 22) (Arenas y Alatorre, 2005).

Fig 22 Desarrollo del microscopio electrdnico de transmisién.Recuperado de http://bibliotecadigital.ilce.edu.mx

Fritz Zernike (1888-1966), fisico holandés, inventd el microscopio de contraste de
fase, gracias al cual le fue otorgado el premio Nobel de Fisica en 1953. Con este
microscopio se pueden observar microorganismos transparentes, sin necesidad de
tefiirlos, lo que es imposible con el microscopio ordinario (Figura23) (Lopez, 2008).
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Fig 23 Fritz Zernike y su microscopio de contraste de fases. Recuperado de http://www.revista.unam.mx

Actualmente los microscopios Opticos poseen algunos cambios, incluyendo
pequefias modificaciones para hacer mas cdmodo su manejo, como ejemplo esta
la adaptacién de programas computacionales para la toma y modificacion de
imagenes (Linares, 2010).
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Principios del microscopio

El estudio de las diferentes teorias que a través de la historia han nacido para
explicar los fendmenos luminosos es un ejemplo que ilustra la evolucién del
meétodo seguido por los cientificos: siempre abierto a cambios y sometido a la
prueba definitiva de la verificacion experimental. Luz y éptica siempre se han
relacionado, es dificil pensar en luz sin hablar de dptica asi que en este capitulo
se apreciara esta relacion (Carmona, 2000).

Comenzaremos primero con:
LUZ

Se puede considerar que uno de los principales elementos para el buen
funcionamiento de un microscopio es la luz, la cual es una radiacion
electromagnética, fluctuaciones de campos eléctricos y magnéticos en la
naturaleza. Concretamente la luz es energia y el fendbmeno del calor es un
producto de la interaccion de la energia y la materia. Las ondas electromagnéticas
existen como consecuencia de dos efectos: Un campo magnético variable genera
un campo eléctrico; un campo eléctrico variable produce un campo magnético. Las
ondas electromagnéticas, consisten en campos eléctricos y magnéticos
oscilatorios que estan en un angulo recto entre si y también son perpendiculares a
la direccion de propagacion de la onda (Ramirez, 2004).

La Luz en un microscopio es la encargada de iluminar el espécimen que se desea
observar. Si la muestra es iluminada de manera inadecuada, la calidad de la
imagen que se obtiene se vera afectada, aun cuando se disponga de un excelente
sistema Optico. La naturaleza de la luz ha sido estudiada desde hace
muchos afios por muchos cientificos notables como Descartes y Alhazen ben
Alhazen ya mencionados anteriormente. Con ello surgieron las tres teorias acerca
de la luz las cuales son: Corpuscular, Ondulatoria y Cuantica (Ramirez, 2004).

-Teoria corpuscular

La luz es considerada por muchos como particulas que son emitidas por
filamentos de metales o gases a altas temperaturas. Hasta el siglo XVII se
pensaba en luz como corpusculos que eran emitidos por los filamentos de focos,
por el sol o la flama de una vela, que viajaban en linea recta y que podian
atravesar los objetos transparentes pero no los opacos (Figura 24). Gran parte de
esta teoria se debe al prestigio cientifico de Isaac Newton que propuso leyes
Opticas compatibles con esta descripcion corpuscular de la luz (Ramirez, 2004).
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Figura 24 La propagacion rectilinea de la luz en el medio permite que los focos luminosos emitan mindsculas
particulas, que se propagan en todas direcciones y que al chocar con nuestros ojos, producen la sensacién
luminosa. (Ramirez, 2004) Recuperado de www.educarchile.com

-Teoria ondulatoria

Huygens en 1660 demostré6 que las leyes de la Optica se podian explicar
suponiendo que la luz tenia naturaleza ondulatoria. La teoria no fue aceptada
porque no explicaba mas aspectos observados sobre la luz que la teoria
corpuscular (Ramirez, 2004).

En 1823 se produjo un avance cuando se comprendié la naturaleza de la luz,
cuando los estudios tedricos de Maxwell sobre los campos eléctricos y magnéticos
le permitieron unir ambos criterios en una teoria llamada electromagnetismo, en la
que se podia deducir naturalmente la existencia de ondas electromagnéticas
desplazandose a la velocidad de la luz, de donde se deducia que la naturaleza de
ésta debid ser electromagnética (Figura 25) (Ramirez, 2004).

(Sl A
(G &

Figura 25 La luz se propaga mediante ondas mecanicas emitidas por un foco luminoso. Para lo cual necesita
un medio material de gran elasticidad, impalpable que todo lo llena, incluyendo el vacio. Recuperado de
https://naturalmenteciencias
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-Teoria cuantica de la luz

Esta teoria nos habla de que la luz no llega de una manera continua, sino que esta
compuesta por pequefnos paquetes de energia, a los que llamamos cuantos. Este
efecto consiste en la emision espontanea de electrones en algunos soélidos
irradiados por la luz. Fue descubierto por Hertz, el cual suponia un importante
desafio a la teoria electromagnética de la luz (Figura 26) (Ramirez, 2004).

A'

/ Mundo clésico

Figura 26 Comportamiento de los paquetes de energia. Recuperado de www.profesorenlinea.com

Los modelos tedricos generaron respuestas acerca de la luz. Entre esos modelos
estan los siguientes:

Modelo organicista: Donde se sefiala que la 6ptica es una rama de las Ciencias
naturales, ya que los modelos fisicos se basaban fundamentalmente en analogias
sacadas del comportamiento de los seres vivos. Muchos pensadores del pasado
no estaban de acuerdo sobre el tema de la emision de rayos visuales y asi se
generaron 2 teorias:

1: Los rayos pasan del objeto al ojo (Demdcrito, Aristoteles, Epicureo y Lucrecio).
2 Los rayos pasan del ojo al objeto (Euclides, Empédocles y Tolomeo).

La idea de la emision de rayos visuales fue indudablemente util y avanzada para
su tiempo, ya que permitié elaborar una teoria acertada de la formacion de las
imagenes en los espejos (Galvan, 2013).
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Modelo mecanicista se sustenté en material y movimiento, los que surgian para
interpretar los hechos observados. De este modelo nacié la duda de si la luz
estaba formada por particulas o es un cierto tipo de movimiento ondulatorio. La
concepcion mecanicista del mundo, aunque en muchos casos puede ser una
poderosa ayuda para la imaginacion, no es siempre valida en la historia de la
Fisica, ya que algunas ocasiones muestra una fé demasiado grande en un modelo
mecanico, el cual puede dar lugar a un estancamiento en el progreso cientifico
que no aportaria ningun beneficio sobre todo en aspectos fisicos (Galvan, 2013).
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Optica

La optica evoluciono lenta y progresivamente hasta llegar a ser lo que es hoy en
dia. Los autores de la antiguedad clasica no resolvieron el dilema emisor-receptor
al referirse a la naturaleza de la luz ( Medina, 2015).

Desde que se comenzd a estudiar la optica, ha desempefado un papel muy
importante en el desarrollo del conocimiento cientifico y de la tecnologia. Los
principales avances de la fisica de nuestro siglo, como la teoria cuantica, la
relatividad o los laser tienen su fundamento o comprobacién en algun experimento
optico.Con ayuda de la fisica se fueron descubriendo y estudiando a profundidad
distintos elementos elementos ( Medina, 2015).

Los cuales son:
indice de refraccion

Es una medida de la capacidad de refraccion ya sea del vidrio o de cualquier otro
material trasparente cuando es atravesado por la luz (Figura 27) (Rovira, 2005).

Linea
normal

Superficie

n;

Fig 27 Refraccion de la luz en la interfaz entre dos medios con diferentes indices de refraccion. Recuperado
de https:/iwww.smf.mx/boletin
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Poder de resolucién

El poder de resolucion de una lente se define como la capacidad que se tiene para
distinguir dos puntos muy cercanos entre si y que pueden verse separados (Figura
28), ya que si no se logra este propdsito se veran como un punto debido a su
cercania. Es claro entonces que esta capacidad indicara su potencial para
observar detalles (Rovira, 2005).

( a )

(b)

Figura 28 capacidad para resolver y distinguir dos objetos que estan muy juntos. Las imagenes de los objetos
tienden a solaparse debido a los efectos de difraccion de la abertura de entrada del mismo.Recuperado de
http://Iwww.medic.ula.ve/histologia/anexos.com

Apertura numeérica (NA)

Es una medida de la amplitud del cono luminoso que se forma por las lentes del
microscopio, ya sea del condensador o del objetivo, esta amplitud se puede medir
trazando un eje central imaginario del vértice del cono al centro de la lente y
midiendo el seno del semiangulo hasta el borde del cono luminoso, multiplicado
por el indice de refraccidn del medio que atraviesa la luz, ya sea aire o aceite de
inmersion (Figura 29 ) (Barrera et al, 2007).
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Figura 29 La apertura numérica con respecto a un punto P depende del "angulo-mitad, del cono maximo de

luz que puede entrar o salir de la lente y el indice de refraccion ambiente. Recuperado de
biologiavsambiente.blogspot.m

Aberraciones
Se denominan aberraciones a los efectos de correccion del sistema optico.
-Aberracién esférica

Es debida al efecto del prisma de una lente simple que provoca a partir de un foco
luminico la formacién de una capa caustica de rayos. Se corrige pegando dos o
tres lentes de distinto indice de refraccion y de distinta dispersiéon (Figura 30)
(Barrera et al, 2007).

ABERRACION ESFERICA

ABERRACION ESFERICA CORREGIDA

Figura 30 correccién de una aberracion . Recuperado de formacion.edu.aytolacoruna
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Aberracién cromatica

Es debida a la diferencia de longitud focal y en funcién de la longitud de onda. Se
corrige de la misma manera que la aberracion esférica (Figura 31) (Barrera et a,
2007).

Figura 31 aberracion cromatica y su correcion. Recuperado de teleformacion.edu.aytolacoruna

Aumento

Es el numero total de diametros que puede agrandarse una imagen, y el total de
aumentos que se puede alcanzar en un microscopio se obtiene multiplicando el
numero de aumentos que tiene el ocular por el numero de aumentos del objetivo,
de manera que si se utiliza un ocular 10x y un objetivo 4x el total de aumentos es
40. El aumento maximo que se puede lograr con un microscopio convencional es
de 2500x aproximadamente. Es importante mencionar que el agrandamiento de la
imagen no tiene que ver necesariamente con un incremento en la nitidez, como
generalmente se piensa, ya que esta ultima depende de la calidad y uso adecuado
de un buen sistema de lentes, asi como una buena iluminacién de la muestra
(Figura 32) (Barrera et al. 2007).
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Figura 32 La potencia de aumento de un sistema Optico indica cuanto parece acercar el objeto al ojo.
Recuperado de http://e-ciencia.com
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Descripcion del microscopio 6ptico compuesto

Un microscopio consta de distintos elementos los cuales nos ayudan a visualizar
directamente por el aumento de la imagen cuerpos que no son observables a
simple vista, la mayoria moviles para que el observador los adapte de manera que
logre el mejor enfoque para el elemento que desea estudiar (Figura 33) (Rivera,

2016).

Figura 33 Microscopio 6ptico. Tomada en el laboratorio de micoscopia de la Facultad de Estudios
Superiores lztacala.

37



Esta formado por tres sistemas:
-SISTEMA OPTICO

Es el encargado de producir la imagen ampliada de la muestra mediante los dos
sistemas de lentes que se situan en sus extremos. Este sistema son el ocular y el
objetivo. El objetivo proyecta una primera imagen de la muestra que el ocular
amplia (Rivera, 2016).

OCULARES

Estan formados por dos lentes plano-convexas centradas y empotradas en un
tubo metalico corto, al que se acerca el ojo del observador, en cuya retina se
proyecta la segunda imagen aumentada que proviene del objetivo (Figura 34).

Figura 34 Oculares del microscopio éptico y corte tranversal de un microscopio en el cual se resaltan los

oculares A) ocular B) objetivo, C) portador del objeto, D) lentes de la iluminacién, E) sujecion del objeto, F)
espejo de la iluminacién. . Tomada en el laboratorio de micoscopia de la Facultad de Estudios
Superiores lIztacala y Recuperado de http://e-ciencia.com
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Los oculares se clasifican dependiendo de la posicion de las lentes y el diafragma,
dentro de la camiseta que los contienen. Por ello se dividen en:

-Oculares negativos de Huygens

Estan constituidos por dos lentes plano convexos, con la superficie convexa
dirigida hacia abajo, entre ambos se situa un diafragma anular, localizado en el
plano focal de las lentes (Rivera, 2016).

-Oculares positivos o de Ramsden

Las lentes plano convexas estan dispuestas con las superficies curvas dirigidas
hacia dentro. El diafragma esta situado por debajo de la lente de campo(Figura 35
y 36) (Rovira, 2005).

Figura 35 oculares dobles los cuales cuentan con gomas protectoras. Tomada en el laboratorio de
micoscopia de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala.

lente ocular

diafragma

lente colectora

Figura 36 modelos de oculares. (a) Ocular de Huygens, (b) ocular compensador y (c) ocular de Ramsden. Los
oculares negativos (a y b) poseen el diafragma entre las dos lentes (colectora y ocular) y los oculares positivos
poseen el diafragma por debajo de las lentes (c). Recuperada de http://www.medic.ula.ve/histologi.com
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OBJETIVOS

Los objetivos participan en la primera etapa de amplificacién de un microscopio,
produciendo una imagen ampliada del objeto y la proyectan sobre un plano
ubicado en el interior del microscopio. Estan formados por un sistema de
pequefas lentes ensambladas (Navarro y Araiza, 2005).

Los objetivos también se clasifican dependiendo al medio que existe entre el
objeto examinado y la lente frontal del objetivo. De acuerdo a esta caracteristica
son secos o de inmersion. Son objetivos secos aquellos que entre el objeto
observado y el objetivo solo existe aire; en cambio se denomina objetivo de
inmersion aquellos que requieren que entre la preparacion y la lente frontal del
objetivo, se coloque una sustancia liquida, la cual puede ser agua, glicerina o un
aceite de inmersién natural como el de cedro o artificial (Montalvo, 2010).

-Nomenclatura de los objetivos:

La identificacién de las propiedades individuales de los objetivos es posible
gracias a la nomenclatura grabada en la parte exterior y contiene todas las
especificaciones necesarias para su uso apropiado (Figura 37).

fabricant _,_rosca I x/ 1.25x/1.5x
7 . T 2x/ 2.5x%
correccion curvatura de campo correccion de aberracion B
aperturanumérica B 4x / 5x
aumento medio de inmersion 10x
propiedades dpticas especiale _ 16x / 20x
longitud del tubo _ 25x / 32X
grosor del cubre-objeto 40x / 50x
I 60X / 63X

A eLlentc frontal con

mecanismo protector [ 1 100x/150x/250x

Figura 37 A son lasas propiedades opticas de los objetivos. B es el codigo de colores para poder identificar
cual aumento estamos utilizando Recuperada de http://www.medic.ula.ve/histologi.com

40



-SISTEMA MECANICO

Este sostienen la parte Optica y de iluminacién; ademas, permite los
desplazamientos necesarios para el enfoque del objeto y es conformado por:

SOPORTE

Formado por un pie pesado que sostiene un brazo inclinado, del cual salen tanto
la platina como el tubo del microscopio (Figura 38) (Navarro y Araiza, 2005).

Figura 38 Base microscopio con su tubo soporte. Tomada en el laboratorio de micoscopia de la Facultad
de Estudios Superiores lztacala.
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PLATINA

Es la pieza sobre la cual se colocan las diferentes preparaciones que se desean
observar; Su forma es variada, puede ser fija o movil. Practicamente todos los
microscopios profesionales actuales poseen un carro mévil graduado, que hace
posible la localizacién precisa de areas de interés en la preparacion (Figura 39)
(Navarro y Araiza, 2005)

Figura 39 Platina mévil sobre la cual se coloca la muestar a observar. Tomada en el laboratorio de
micoscopia de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala.

Revolver

Es una pieza que lleva varios objetivos intercambiables, permitiendo adaptar a
estos el tubo del microscopio (Figura 40) (Navarro y Araiza, 2005).

Figura 40 Revoélver. Se encuentra en la parte inferior del tubo éptico y en él se encuentran los lentes objetivos,
en los microscopios épticos puede haber tres o cuatro de estos lentes objetivos.Tomada en el laboratorio de
micoscopia de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala.
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Tornillos de enfoque

Tornillo de ajuste micrométrico y macromeétrico, desplazan la platina en sentido
vertical, lo que permite el enfoque correcto de la preparacién. El tornillo
macrométrico la mueve rapidamente y se usa para localizar el enfoque grueso de
la preparacion; el micrométrico realiza el enfoque fino (Figura 41) (Locquin y
Langueron, 2003).

Figura 41 Tornillos macrometricos y micrometricos cuya funcion es hacer subir la platina hasta alcanzar la
distancia de trabajo o distancia de enfoque. Tomada en el laboratorio de micoscopia de la Facultad de
Estudios Superiores lztacala.

Tubo ocular

Los primeros microscopios que se fabricaron eran monoculares, es decir, tenian
un solo tubo por el cual el observador podia ver la imagen, pero en los
microscopios actuales se fabrican con dos oculares, para realizar observaciones
con los dos ojos, este dispositivo permite evitar el cansancio durante largos
periodos (Figura 42) (Barrera et al, 2007).

- !

Figura 42 Cavidad por la cual se pueden hacer observaciones a la muestra deseada.Recuperada de
http://www.astroshop.es.com
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Tubo adaptador de camara fotografica

Estos tubos son tan diversos como las camaras que se montan en ellos, pero la
mayor parte tienen una lente ajustable por medio de una rosca (Figura 43)
(Vallejo, 2007).

Figura 43 Cavidad en la cual se piede colocar la camara para tomar fotos de la muestra deseada. Tomada
en el laboratorio de micoscopia de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala.

Brazo

Pieza vertical mas o menos curva que se une a la platina y a la base ,sirve para
tomar al microscopio durante su traslado y lleva los controles de enfoque (Figura
44) (Vallejo, 2007).

Figura 44 sitio llamado brazo de donde se sostiene el microscopio. Tomada en el laboratorio de
micoscopia de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala.
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-Sistema de iluminacioén

El cual esta constituido por la fuente de luz, el condensador y un diafragma o iris.
Como regla general, este esta colocado debajo de la platina y la finalidad es de
iluminar mediante luz transmitida (Rovira, 2005).

Fuente de luz

La fuente de iluminacion se realiza con focos especiales (comunmente se utilizan
lamparas con filamento de tungsteno incandescente, de 6 a 12 v, montadas sobre
un portalamparas especial ubicado en la base del microscopio). La intensidad
luminosa se regula en forma continua girando un botén o moviendo una palanca
de control deslizante (Figura 45) (Rovira, 2005).

Figura 45 fuente de luz con la cual se regula el foco. Tomada en el laboratorio de micoscopia de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala.

-Filtros

Se situan en diversas partes del haz luminoso, aunque en la mayoria de los casos
se situan entre la fuente luminosa y el condensador, tienen como finalidad
modificar la longitud de onda de luz que ilumina el objetivo al observar (Figuta 46)
(Montalvo, 2010).
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Luz polarizada
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horizontal

Direccion de 1a luz

Figura 46 material usado para regular la luz y lograr una mejor observacién de la muestra. Existen de varios
colores. Recuperado de https://www.techospica.es.mx

-Iris o diafragma de campo

Es un dispositivo que se coloca inmediatamente debajo de la platina. Debe
permitir cambios en la apertura y con diametros variables cuya finalidad es la de
obtener conos luminosos cada vez mas estrechos y eliminar los rayos de luz
sobrantes. Los primeros diafragmas consistian en un disco de metal con agujeros
de diferente diametro, el cual se rotaba segun la necesidad. Estos discos fueron
substituidos por el iris, otro dispositivo mas elaborado y con un disefio que le
permite cambiar de diametro. La apertura del diafragma se regula en relacion con
el tipo de objetivo que se esté utilizando. El diafragma o iris esta pintado de negro
con la finalidad de eliminar los rayos de luz reflejada que pueden interferir con la
iluminacion del objeto (Figura 47) (Montalvo, 2010).

Figura 47 Fuente de iluminacién y control de la misma .Tomada en el laboratorio de microscopia de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala.
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Condensador

Sistema de lentes convergentes de gran abertura, que concentra la luz visible y la
proyecta uniformemente sobre la muestra convenientemente preparada. El
condensador tiene una lente o una serie de lentes cuya funcion es la de agrupar
los rayos de luz que provienen del foco y permite aprovechar toda la luz posible.
(Figura 48) (Barrera et al, 2007).

El primer condensador que se fabrico en 1838 (por Dujardin) poseia tres lentes
acromaticas. Al igual que en los objetivos, las lentes del condensador poseen
poder de aumento y también producen aberraciones; sin embargo, éstas también
pueden corregirse (Garrido, 2010).

Figura 48 Condesador el cual concentra la luz generada por la fuente de iluminacion. Recuperado de
http://Iwww.pce-iberica.es/medidor-detalles-tecnico
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OTROS MICROSCOPIOS RELACIONADOS
MICROSCOPIO ESTEREOSCOPICO

Los microscopios estereoscopicos fueron desarrollados por Greenough y Abbeson
en 1890, estos son utilizados para diseccion y observacion de organismos intactos
pequefios y demas aplicaciones parecidas. Son capaces de formar imagenes de
vision directa y tridimensional que se forman por la observacion a través de dos
sistemas Opticos separados, es decir, un microscopio completo para cada ojo que
corresponde a la vision estereoscopica y estan separados por un angulo de 7°, la
iluminacion es lateral y reflejada por lamparas de halégeno o por lamparas de luz
fria. Otra caracteristica de los microscopios estereoscépicos modernos es que
incluyen optica zoom para un enfoque gradual continuo (Navarro y Araiza, 2005).

Este microscopio fue disefiado para observar objetos en tercera dimension y
empleando una magnificacion de bajo poder de 2X a 50X. A medida que el
observador incrementa el aumento de un espécimen, la profundidad de campo de
la muestra tiende a disminuir, causando que la imagen final aparezca
bidimensional, de esta manera se nulifica el disefio de este instrumento.
Manipulando al objeto de estudio, la iluminacidon de las estructuras y las
propiedades fisicas se puede proporcionar una imagen en tercera dimension
(Navarro y Araiza, 2005).

La imagen producida por este microscopio es erecta a diferencia de la que
produce el microscopio 6ptico, esto permite a este microscopio una gran utilidad
en procedimientos de diseccion y manipulacion del espécimen, este tipo de
trabajos se realizan con aumentos bajos, de hasta 40X y se usan mucho en
medicina y odontologia, para cirugia. En biologia se usan para diseccion de
insectos u otros organismos (Martinez, 2006).

Este tipo de microscopios han sido mejorados con nuevas pantallas en lugar de
los oculares convencionales, esto ayuda a que el observados pueda mirar
facilmente desde diversos angulos o por varios observadores a la vez. Este se
enfoca moviendo los dos tubos de oculares hasta que solo un campo circular
pueda ser visto a través de dos oculares (Figura 49) (Barrera et al, 2007).
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Figura 49 Microscopio Estereoscopico y un pentatomidae cosmopepla visto con microscopio estereoscopico.
Tomada en el laboratorio de microscopia de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala.

MICROSCOPIO OPTICO DE CAMPO OSCURO

Respecto al uso del microscopio optico de campo oscuro no existen criterios
concretos, basicamente se utiliza con objetos cuya estructura implique la variacion
en su indice de refraccion como: objetos planos de estructura regular, por ejemplo
las diatomeas o radiolarios entre otros, para las formaciones lineales como
flagelos, fibras, cristales, nucleos y bacterias. En este caso no es recomendable
utilizar muestras tefiidas con colorantes. Los portaobjetos, cubreobjetos y el
condensador deben estar libres de ralladuras, polvo o algunas particulas que
interfieran con las condiciones de refraccion de la luz, la iluminacién debe de ser
de una lampara potente de baja tension y se debe realizar la observacion con la
iluminacién de Kohler, para que surta efecto la luz anular que quedara fuera del
condensador, con la finalidad de que no se origine ninguna iluminacion lateral
contaminante (Naik, 2000).

El microscopio de campo oscuro es similar al de campo claro en practicamente
todas sus partes excepto en el condensador, el cual tiene una diferencia en cuanto
a que el cono luminoso que forma es hueco en la parte interna, debido a que la
lente del condensador esta oscurecida. El principio fisico en el cual se basa el
campo oscuro es que los rayos luminosos alcanzan la preparacion tan
oblicuamente en relacion con el eje optico que no alcanzan a pasar hacia el
objetivo, por lo cual el fondo se observara oscuro y solo se podran observar
estructuras que alcancen a refractar la luz suficiente para que penetren el objetivo
y se observen brillantes sobre este fondo oscuro. Los condensadores de estos
microscopios pueden ser de dos tipos; cardioide que consta de dos superficies
curvas a manera de espejos en los que se refleja la luz; y los condensadores
paraboloides cuyas lentes estan solamente oscurecidos por un disco opaco en la

50



parte del centro de las lentes y que preferentemente se utilizan para objetivos
secos es decir los de menores aumentos (Figura 50 y 51) (Barrera et al, 2007).

Fig 50 Técnica en campo oscuro de leucocitos y Fig 51 Técnica en campo oscuro espermatozoide.
Recuperadas de http://saludbio.com/articulo/espermatozoides-en-microscopio-de-campo-oscuro.

MICROSCOPIO OPTICO DE CONTRASTE DE FASES

Después de la ultima guerra mundial se construyé un gran cambio en las
costumbres de los microscopistas, saber que, sin necesidad de aplicar tinciones
letales, podian observar estructuras vivas, por muy delgadas que fueran, teniendo
una imagen clara y detalles internos altamente contrastados, viéndose
perfectamente bien los nucleos y mitocondrias. Este descubrimiento se debié a F.
Zernike y le valio el Premio Novel (Ramirez y Camacho, 2008).

En microscopia los materiales pueden clasificarse en dos grupos: los materiales
mas o menos tefidos, que absorben cierta cantidad de luz incidente y modifican
asi la densidad y el color, son los objetos de amplitud, y los materiales incoloros,
generalmente delgados, cuyos contornos y detalles unicamente aparecen sobre
fondo oscuro (Ramirez y Camacho, 2008).

También cuentan con unas placas de fases que tienen una forma anular, estan
situadas en el plano focal interno de los objetivo al utilizar el microscopio éptico de
contraste de fases deben tenerse en cuenta los siguientes puntos: las estructuras
a observar deben estar sin teiir o escasamente tenidas, no deben tener paredes
gruesas y deben ser extremadamente delgadas, no deben abarcar toda la
superficie del campo de observacion, para permitir que una parte importante de la
onda incidente no sea modificada por el objeto. Las superficies 6pticas, tanto del
microscopio como de la preparacion, deben ser muy limpias. La fuente luminica
debe ser muy intensa, mucho mas que para las observaciones en fondo claro,
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debido a la reduccioén anular del flujo incidente y sobre todo a la absorcion de la
placa de fases.(Figura 52) (Locquin y Langeron, 2003).

Fig 52 Microscopio de contraste de fases y células epiteliales en cultivo vistas con la técnica de contraste de
fases. Recuperado de http://www.medic.ula.ve/histologia.com

MICROSCOPIO OPTICO INVERTIDO O INVERTOSCOPIO

Es un microscopio que como su nombre lo indica tiene una estructura invertida, la
fuente de luz se encuentra por encima de la platina, las lentes se encuentran
ubicadas bajo la platina de observacién transparente. La muestra se coloca
viendo hacia abajo del objetivo con la linea de observacion directamente hacia
arriba. Los sistemas modernos de microscopia permiten la inclusion de camaras
digitales o aditamentos de video para observar en un monitor (Hibbs, 2004).

El funcionamiento y formacion de la imagen es igual al microscopio Optico
tradicional, es utilizado para cultivos celulares, para monitorear actividades como
comportamiento y crecimiento de las mismas. También es usado para examinar
los especimenes gruesos y especimenes que tipicamente se asientan en la base
de los platos de observacion (Figura 54) (Hibbs, 2004).

Figura 54 Microscopio optico invertido. Tomada en el laboratorio de microscopia de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala.
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MICROSCOPIO OPTICO DE EPIFLUORESCENCIA

Este microscopio permite la observaciéon de estructuras fluorescentes, ya sean
naturales o artificiales. Algunas de las sustancias que llegan a formar parte de las
preparaciones exhiben fluorescencia cuando son estimuladas con energia en
forma de luz de baja longitud de onda como es la de color azul, violeta o
ultravioleta, esta energia que absorben las moléculas estimula a los electrones de
sus atomos, que pueden brincar hacia niveles energéticos mas altos y cuando
este electron regresa a su nivel energético original, pierde la energia absorbida
momentaneamente en forma de calor y luz de longitud de onda mas alta que la
original, esta luz es emitida en un tiempo corto (10s) se le conoce como
fluorescencia, cuando perdura por un mayor tiempo se le conoce como
fosforescencia, este tipo de emisiones estan dadas segun las caracteristicas que
muestran el fluor o el fosforo cuando emiten luz, esta ultima es la que se observa
en los relojes en los numeros y manecillas luminosas en un reloj (Vallejo, 2007).

La fluorescencia fue originalmente estudiada con microscopios de luz transmitida y
se utilizaban condensadores de campo oscuro, la luz de baja longitud de onda se
producia por una lampara de mercurio colocada en la parte baja del microscopio,
era filtrada y después de pasar por la preparacion se interponia un filtro de barrera
para evitar que la luz ultravioleta pasara a los ojos del observador, este filtro sélo
permite el paso de la luz fluorescente que proviene de la muestra (Vallejo, 2007).

Los equipos actuales funcionan con luz incidente, es decir, por encima de la
preparacion de manera que el objetivo es especial y sirve para transmitir la luz a la
muestra y al mismo tiempo para observar la luz fluorescente, a estos microscopios
se les conoce como epifluorescencia, este aparato proporciona una imagen de
mayor intensidad fluorescente debido a que la luz excitadora incide directamente
sobre la muestra y no a través del vidrio del portaobjetos, asi, la fluorescencia se
torna mas intensa que con la luz transmitida, la alta eficiencia del aparato permite
utilizar lamparas mas pequenas (Wielley, 2001).

En la microscopia de epifluorescencia se utilizan sustancias marcadoras
fluorescentes llamadas fluorocromos que se adhieren a anticuerpos o
directamente a componentes especificos de las células o las propias células los
poseen, permitiendo que se hagan visibles las estructuras en el sitio en donde
ocurre la reaccion, los primeros instrumentos que utilizaron estos métodos
estimulaban los fluorocromos con luz ultravioleta transmitida y esto hacia que se
tuvieran que usar portaobjetos de cuarzo ya que el cristal normal no permite el
paso de la radiacion UV, pero actualmente se utilizan fluorocromos que usan la luz
visible hasta aproximadamente 550nm permitiendo el uso de condensadores y
Optica convencional en los microscopios; el microscopio de fluorescencia de
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transmision esta dotado de una lampara de mercurio que emite radiaciones de
baja longitud de onda preferentemente, pero que genera mucho calor, asi que la
fuente se debe alejar lo suficiente de la preparacion. Para la microscopia de
fluorescencia se ha desarrollado desde hace 40 afios o mas y se destaca en las
profesiones relacionadas con medicina y ciencias naurales. (Figura 55) (Locquin,
2003).
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Fig 55 microscopio triocular con epifluorescencia. Recuperada de https://www.intechopen.com

Fig 56 Técnica de epifluorescencia células endoteliales con microtubulos del citoesqueleto.
Recuperada de https://www.intechopen.com
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Fig 57 Técnica de epifluorescencia mitosis de un embrion de C elegans. Recuperada de
https://www.intechopen.com

Fig 58 Técnica de epifluorescencia ojo de Drosophila. Recuperada de https://www.intechopen.com
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MICROSCOPIO LASER CONFOCAL

Esta técnica, esta logrando excelentes resultados en la rama de la medicina, su
éxito se debe a las ventajas que tiene sobre el microscopio optico tradicional
(imagenes de mayor nitidez y contraste, mayor resolucion vertical y horizontal)
Ofrece la posibilidad de obtener secciones épticas de la muestra, lo que permite
un estudio tridimensional. Aunque el principio de la microscopia confocal fue
patentado hace varios anos y los primeros microscopios basados en esta técnica
que demostraron su validez fueron descritos por Petran et al. (1968), su gran
aceptacion y espectacular desarrollo no ha tenido lugar hasta hace pocos afos
con el desarrollo del Iaser y de los ordenadores personales (Hibbs, 2004).

La mayor parte de las muestras observadas en microscopia Optica son
translucidas o, en el caso de ser opacas, su superficie de reflexidon no se
encuentra perfectamente pulida. En ambos casos la luz interacciona con la
muestra a varias profundidades, por lo que la imagen que le llega al observador
presenta areas borrosas debido a la luz procedente de zonas fuera del plano de
enfoque, lo que produce una degradacién en el contraste y resolucion de la
imagen (Hibbs, 2004).

El principio de la microscopia confocal se basa en eliminar la luz reflejada o
fluorescente procedente de los planos fuera de foco. Para ello se ilumina una
pequefia zona de la muestra y se toma el haz luminoso que proviene del plano
focal, eliminandose los haces procedentes de planos inferiores y superiores. El
microscopio confocal cuenta con dos diafragmas , uno entre la fuente de luz y el
objetivo y el otro entre el objetivo y el detector, ambos tienen que estar
perfectamente alineados, de manera que el segundo uUnicamente deje llegar al
detector la luz procedente del plano focal (Hibbs, 2004).

La utilizacion de un laser como fuente de luz permite focalizar la iluminacién en
una region muy pequefia de la muestra y con gran intensidad. Dado que solo se
ilumina una pequefia parte de la muestra, para poder visualizarla se requiere de
un sistema de barrido que permita muestrear todos los puntos y un sistema de
formacién de la imagen que recoja la informacion de cada punto observado (Fig
59) (Martinez, 2000).
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Fig 59 Microscopio confocal de laser.Recuperada de https://iie.fing.edu.uy/investigacion.com
MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION (TEI\/l)

Es un microscopio sencillo parecido al optico, ambos tienen lentes vy
condensadores para concentrar la iluminacion sobre la muestra. Los rayos de
iluminacién atraviesan la muestra y son enfocados por las lentes del objetivo y de
proyeccion para formar una imagen aumentada sobre una pantalla fluorescente.
Sin embargo el microscopio electronico es mas complejo. Para que los electrones
puedan ser acelerados hasta la velocidad prefijada, debe trabajarse en
condiciones de alto vacio. El sistema central del microscopio electrénico
incluyendo la pantalla fluorescente y el equipo fotografico lo constituye un tubo
hueco. El equipo eléctrico que subministra la corriente necesaria generalmente se
encuentra a una cierta distancia para evitar la inferencia de los campos
magnéticos dispersados. La mayoria de estos microscopios cuentan con
dispositivos de seguridad, que no permiten conectar el filamento de alto voltaje
hasta que no se ha conseguido e vacio apropiado (Yafez, 2009).

Las lentes magnéticas de este microscopio estan formadas por imanes en forma
de herradura, el iman puede ser de tipo permanente o electromagnético. Variando
la potencia de la corriente a la lente se consigue el efecto de variar la distancia
focal de la lente continuamente, lo cual es muy similar al sistema de zoom, sin
embargo, normalmente se preselecciona a la corriente deseada. Se pueden
ajustar los voltajes de aceleracion en una goma que incluye 40, 60,80 y 100 K,
ajustado este se consigue aumentar el contraste (Yarez, 2009).
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Componentes

Cafon electronico: Lente intermedia:
El tipo de caion eléctrico mas usado | Esta puede aumentar o disminuir la
consiste en un filamento de alambre de | imagen. Esto se puede conseguir

tungsteno, doblado de forma de v aumentando o disminuyendo la
corriente de la potencia a esta lente
Condensadores: Lente de proyeccion:

Los dos condensadores son capaces | Su funcidn es proyectar la imagen real
de dar una amplia gama de intensidad | sobre la pantalla fluorescente y permite
ajustando el cafion electronico. una amplia gama de aumentos.

Plataforma para colocar muestra: Camara de observacion:

Esta situada frente al objetivo, se | Esta situada en el fondo de la columna
introduce la muestra en la columna del
microscopio, a través de una abertura

Objetivo: Es la lente mas importante | Camara  fotogréafica:Esta  situada
del microscopio debajo de la pantalla fluorescente.

Microscopio electrénico de barrido (SEM)

El primer microscopio electronico de barrido fue desarrollado en 1930 en
Alemania, en 1949 en Estados Unidos y finalmente en Inglaterra en 1950. El
primer modelo comercial fue presentado en The Cambridge Scientific Instrument
Company; posteriormente otros fabricantes han desarrollado nuevos modelos
(Vallejo, 2007).

El microscopio electrénico de barrido, es un instrumento capaz de ofrecer un
variado rango de informaciones procedentes de la superficie de la muestra. Su
funcionamiento se basa en barrer un haz de electrones sobre un area del tamano
que deseemos (aumentos) mientras en un monitor se visualiza la informacion que
se ha seleccionado, en funcion de los detectores que hayan disponibles. El
principio de este microscopio consiste en que si se hace incidir sobre la muestra
un haz de electrones finalmente enfocado, emite una sefal que puede registrarse
en una pantalla mediante un tubo de rayos catodicos. Al alcanzar el haz la
superficie de la muestra se generan principalmente las siguientes particulas,
electrones retrodispersados y electrones secundarios (Vallejo, 2007).

Este tipo de microscopios, lo podemos utilizar en distintos campos como la
construccion, la geologia, biologia.
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El microscopio cuenta con los siguientes elementos.

Fuente de energia:
Lo mas importante de la fuente de energia es el voltaje de aceleracion, la
intensidad de aceleracion y el diametro de haz

Porta muestras:
La muestra se monta sobre un soporte, la cual puede moverse en tres direcciones
y puede ser calentada, enfriada y estirada.

Sistema de amplificacion :
Recoge las senales y procesa la informacion procedente de la muestra

MICROSCOPIO PETROGRAFICO

El microscopio petrografico es una de las técnicas mas utilizadas en los trabajos
geologicos. Sirve para la determinacion de las propiedades e identificacion de los
minerales, y clasificacion de rocas. Es un microscopio compuesto basado (ver
figuras mas abajo) en la combinacién de dos sistemas de lentes convergentes
(Figura 60). El objetivo forma una imagen real del objeto y el ocular forma una
imagen virtual aumentada, en una posicion por debajo de la platina del
microscopio. Se diferencia de los microscopios biolégicos en que dispone de un
sistema de polarizacion de luz, la platina es giratoria (Vallejo, 2007).

Oculares
A

_ 2° polarizador
Objetivos ¢ ~ Pie o estativo
Platina 3]
giratoria

1er polanzador

Sistema de
iluminacién

Fig 60 Microscopio petrografico Olympus. Tomada de http://www.ehu.eus/mineralogiaoptica
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NORMAS BASICAS PARA EL USO CORRECTO DEL MICROSCOPIO

1-Retire la funda protectora 2- Enchufe y encienda el
del microscopio microscopio

3- Coloque en primera instancia el objetivo de menor aumento para lograr un
enfoque correcto, esto permitira la observacién de una panoramica del
preparado y la ubicacion de areas de interés para su analisis posterior.




4- Suba el condensador
utilizando el tornillo
correspondiente.

5-Coloque el preparado sobre
la platina con el cubre — objetos
hacia arriba.

6- Enfoque el preparado mirando
a través del ocular y lentamente
mueva el tornillo macrométrico.

7.-Cambie al objetivo de mediano aumento (20
X) y p ara lograr el enfoque siga moviendo
lentamente el tornillo macrométrico. Al cambiar
de objetivo, la imagen debe estar ligeramente
enfocada gracias a que la mayoria de
microscopios son parafocales, es decir, una
vez logrado el primer en foque, al pasar al
objetivo de aumento inmediato superior la
imagen queda en un foco aproximado y
solo se debe realizar un ajuste.
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8- Realice la observacién y haga
sus anotaciones. Determine cual
es la estructura que observara con
mayor aumento y coléquela dentro
del campo.

9- Cambie al objetivo de mayor aumento. Si realiz6 el enfoque de
manera correcta con el objetivo anterior, al colocar el objetivo de mayor
aumento la imagen solo se debe enfocar girando Unica y lentamente el
tornillo micrométrico. Nunca se debe utilizar el tornillo macrométrico con
los objetivos de mayor aumento, pues al estar este muy cerca de la
muestra se corre el riesgo de partirla.

10- Al lograr el enfoque con el objetivo de mayor aumento debe realizar
la observacion moviendo constantemente el tornillo micrométrico para
variar los planos de enfoque. De igual manera, abra o cierre el
diafragma para regular la intensidad de luz y mejorar el contraste.

11- Una vez finalizada la observacion, aleje la platina y coloque
nuevamente el objetivo de menor aumento.

12- Limpie el lente objetivo si uso aceite de inmersion, apague y cubra
el microscopio con su funda.
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Problemas al enfocar

El enfoque correcto de una preparaciéon debe iniciarse siempre con el objetivo de
menor aumento; se debe subir la preparacion utilizando el tornillo macrométrico
hasta llegar al tope, evitando que choque el objetivo con la preparacion, después
observando por el ocular se baja lentamente la platina hasta localizar el foco, es
decir donde la preparacién se enfoca nitidamente.

Si no es posible lograr correctamente el enfoque puede deberse a alguna de las
siguientes causas:

Que el tornillo macrométrico ha llegado al tope.
Que las lentes estén sucias
Que el cubreobjetos sea demasiado grueso

Que la preparacién este equivocadamente colocada con el cubre objetos hacia
abajo.

(Willey, 2001).

Forma correcta de transportar un microscopio

Cuidadosamente coloque Camine despacio y mantenga el

una mano en el brazo del microscopio cerca de su cuerpo

microscopio. Lentamente cuando lo cargue hacia su nuevo

levantelo, y coloque su otra destino.

mano en la base para

sostenerlo.

Figura 1
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Apoye el microscopio con
delicadeza en su nueva
ubicacién. Si es necesario,
enchufe el cable a la toma
eléctrica mas cercana y con
cuidado acomode el cable
sobrante.

(Vallejo, 2007).
Observacion con ambos ojos abiertos

Si no se tiene un microscopio binocular para observar con ambos ojos a la vez, la
observacion se hara dificil con un solo ojo, se recomienda mantener siempre
ambos ojos abiertos, aunque inicialmente se observen dos imagenes
superpuestas, con el tiempo la imagen fuera del microscopio acabara por ser
inhibida en el subconsciente; se recomienda este procedimiento debido a que es
muy cansado mantener un ojo cerrado y el otro abierto en observaciones de
tiempos muy prolongados, también se recomienda ocasionalmente cambiar la
observacion de un ojo a otro (Barrera et al, 2007).

-Uso de gafas

Existen dudad en las personas que usan gafas sobre la mejor manera de hacer
observaciones al microscopio, la mejor solucion a este problema es conservarlas
puestas y utilizar oculares especificamente fabricados para este propédsito, estos
oculares son de distancia focal amplia, algunos oculares de este tipo tienen
apoyos de goma que impiden que se rayen los cristales (Barrera et al, 2007).
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Almacenamiento

El microscopio se tiene que almacenar en las mejores condiciones, se debe
asegurar que al ambiente donde se instale esté libre de polvo y humedad, el
ambiente ideal para el microscopio es con aire acondicionado, ya que esto
ayudara al control de la temperatura de una manera permanente. De igual manera
se tiene que verificar que el lugar donde se instale el microscopio disponga de
seguridad como puerta con chapa o alarma (Rovira, 2005).

Procedimiento de limpieza

La limpieza del microscopio tiene que ser una actividad rutinaria, ya que es de
suma importancia para mantener al microscopio en condiciones Optimas. Para
poder realizar esta actividad correctamente se requiere del siguiente material.

1. Una pieza de tela limpia, de textura similar a la de los pafnuelos.

2. Una botella de liquido para limpieza de lentes. Se consigue en las Opticas.
Normalmente no afecta los recubrimientos de los lentes y tampoco afecta los
pegantes o cementos utilizados para el montaje de los mismos. Entre los liquidos
de limpieza mas utilizados se encuentran el xileno y la gasolina blanca.

3. Papel para limpieza de lentes. Se consigue normalmente en las 6pticas. Si no
es posible conseguir este material, se puede sustituir con papel absorbente suave
o con algoddn tipo medicinal. También puede utilizarse un trozo de seda suave.

4. Una pieza de gamuza muy fina. Se puede conseguir en peleterias.

5. Una pera de caucho para soplar aire. Se puede fabricar en el laboratorio un
dispositivo con este propdsito, acoplando una pipeta tipo Pasteur, con la pera de
caucho.

6. Una cubierta plastica. Se utiliza para proteger el microscopio del ambiente
externo cuando no esta en uso. También podria utilizarse una bolsa de tela de
textura similar a la de los pafnuelos.

7. Un pincel suave de pelo de camello o un pincel fino para pintura. Lo importante
es que el pelo del pincel sea natural, de longitud uniforme, textura muy suave,
esté seco y libre de grasa. En los almacenes que distribuyen articulos de
fotografia, es posible conseguir este accesorio. También es posible encontrar un
equivalente en tiendas especializadas en suministro de cosméticos.

8. Un paquete 250 g de material desecante (silica gel). Este material se utiliza para
mantener controlada la humedad en la caja de almacenamiento del microscopio, si
la misma es hermética. Este material cambia de color cuando se encuentra
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saturado de humedad, aspecto que permite detectar si requiere ser sustituido o
renovado. Cuando esta en buen estado, por lo general, es de color azul; cuando
se encuentra saturado de humedad, es de color rosado.

9. Bombillas y fusibles de repuesto. De la clase instalada por el fabricante o un
equivalente de las mismas caracteristicas del original.

Precaucion: Algunos fabricantes recomiendan no utilizar alcoholes o acetonas,
debido a que pueden afectar —disolver— los cementos o pegantes utilizados para
fijar los lentes.

Nota: Todos los materiales requeridos para efectuar la limpieza deben mantenerse
limpios y guardados en recipientes que los protejan del entorno externo (Rovira,
2005).

LIMPIEZA DE LAS LENTES

Los elementos opticos externos de los oculares, los objetivos, el condensador vy el
iluminador se limpian frotando suavemente la superficie de los mismos, con el
pincel de pelo de camello. Esto remueve las particulas de polvo que hayan podido
encontrarse depositadas sobre la superficie de los mismos (Rovira, 2005).

Se utiliza la pera para soplar chorros de aire sobre la superficie de los lentes y
asegurar que los mismos queden libres de polvo. Si el polvo se encuentra
adherido a la superficie Optica, se utiliza la pieza de tela limpia y de forma muy
suave se efectua un pequefio movimiento circular, sin ejercer mayor presién sobre
la superficie del lente. Con la pera se sopla nuevamente la superficie del lente.
Esto retira las particulas adheridas. Podria también utilizarse una pieza de gamuza
fina (Rovira, 2005).

Si se detectan residuos de aceite de inmersion en la superficie de los lentes, este
debe removerse utilizando papel especial para limpieza de lentes o algodén tipo
medicinal. A continuacion, la superficie del lente debe limpiarse con una solucion
compuesta de 80 % éter y 20 % de Propanol (Figura 61) (Rovira, 2005).
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Figura 61 Limpieza de lentes. Recuperada de www.photostore.com

Limpieza del cuerpo del microscopio

El cuerpo del microscopio puede ser limpiado con una solucién jabonosa que
resulta util para remover la suciedad externa. La solucion jabonosa corta la grasa y
el aceite. La misma puede aplicarse con un cepillo pequefio. Después de que la
grasa y la suciedad hayan sido removidas, debe limpiarse el cuerpo del
microscopio con una solucion 50/50 de agua destilada y etanol al 95 %.(Figura 62)
(Barrera et al, 2007).

Figura 62 Preparado para limpiar cuerpo de microscopio. Recuperada de www.photostore.com
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Las partes mecanicas, integradas por los mecanismos de ajuste
macro/micrométrico —ajuste grueso y fino—, el mecanismo de ajuste del
condensador y los mecanismos del carro porta muestras o plataforma, deben ser

lubricadas de forma periddica con aceite fino de maquina, para permitir su
desplazamiento suave (Figura. 63) (Barrera et al, 2007).

I

Figura 63 Aceite para hidratar el cuerpo del microscopio. Recuperado de www.photostore.com
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CONCLUSION:

Los microscopios han evolucionado junto con la tecnologia, esto ha sido benéfico
para el hombre, ya que desde los inicios de su invencién el objetivo fue observar
objetos demasiado pequefios para ser observados a simple vista y a través del
tiempo no solo ayudo para observaciones simples, de hoy en dia un microscopio
nos ayuda de una manera clave en muchas areas como las de la salud y la
investigacién, es por ello que el conocimiento y el buen manejo del microscopio,
permite una calidad éptima en las observaciones de la muestra del usuario y con

ello mejores imagenes y resultados. De igual manera se tiene una mayor
probabilidad de durabilidad del aparato.
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ANEXO

Técnicas microscopicas

Ayudaran a manipular el objeto de estudio que desea observar, de una manera

mas sencilla y clara, destacando la parte de la muestra de su interés.

-Preparacién de agentes fijadores y endurecedores de muestras microscépicas

Acético corrosivo.

Cloruro de mercurio, solucién acuosa saturada

Acido acético glacial 5ml

Acido acético al 1 %
Acido acético glacial 1ml
Agua destilada 99ml
Acido cromo- acético
Acido crémico 0.3ml
Agua destilada 100mi
Acido acético  1ml
Alcohol acético (liqguido de Carnoy)
Acido acético glacial 33ml
Alcohol absoluto  99ml
Alcohol formalina
Alcohol de 70° 100ml
Formaldehido eml

Alcohol de Ranvier
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Alcoholde 90°  35ml

Agua destilada  70ml

Alcohol yodado

Yodo 2g

Alcohol 98ml

Dicromato potasico

Dicromato potasico 2 g

Agua destilada 98ml

Liguido de Bouin

Acido picrico en solucién acuosa saturada 75 ml
Formaldehido 25 ml

Acido acético glacial 5 ml

Liquido de Muller

Dicromato potasico 2,5g

Sulfato sédico 19

Agua destilada 100 ml

Solucién de Flemming

Acido crémico al 1% acuoso 90 ml
Acido 6smico (tetroxido de osmio) al 2% acuoso 24 ml
Acido acético glacial 6 ml

Acido 6smico

Tetroxido de osmio 0,25 g

Agua destilada 100 ml



ATENCION: Algunos de los productos citados en esta y otras tablas pueden

ser nocivos o toxicos ya sea por contacto e

incluso inhalacion. Deben

extremarse las precauciones. Seguir en todo momento las indicaciones del
fabricante, asi como las normas de comportamiento y trabajo en el laboratorio.

Uso de los agentes fijadores y de endurecimiento

Agente fijador

Medio de lavado

Empleo

Acético corrosivo

Alcohol Yodado.

Tejidos animales

Acido acético al 1 % Alcohol de 50 °

Nucleos animales

Acido cromo- acético

Agua y alcohol de 70 °

Tejidos de plantas

Liquido de Carnoy Alcohol de 50 °

Tejidos de plantas

Alcohol formalina Alcohol de 70 °

Tejidos de plantas

Alcohol de Ranvier Alcohol de 50 °

Tejidos de plantas

Alcohol Yodado Alcohol de 70 °

Tejidos de plantas

Dicromato potasico Agua

Tejidos animales

Liquido de Bouin

Alcohol de 50°y 70 °

Plantas y animales

Liquido de Maller Agua

Tejidos animales

Acido ésmico Agua

Protozoos

Colorantes

Colorante Uso

Acido- Alcohol Decolorante para la tincion de Ziehl
Neelsen.

Anilina Azul Placas cribosas. Algas.

Anilina sulfato

Lignina en tincion temporal

Azul algodon

Preparaciones en fresco

Azul de Hoffmann

Placas cribosas

Azul de metileno

Bacterias, sangre

Azul de metileno para flagelos

Colorante de contraste

Azul de metilo Celulosa
Colorante de Leifson Colorante para flagelos
Colorante de Leishman Sangre

Eosina acuosa

Tejidos animales y vegetales en general

Eosina alcohdlica

Tejidos animales

Eosina para células sanguineas

Observacion de células sanguineas

Floroglucina

Lignina en tinciéon temporal

Fucsina acida

Sangre, tejido conjuntivo

Fucsina fenicada

Hongos y bacterias

De Mayer

Tejidos animales y vegetales

Hematoxilina de Delafield

Tejidos animales y vegetales

Hematoxilina de Ehrlich

Tejidos animales en general
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Hematoxilina para células sanguineas

Observacion de células sanguineas

Lactofenol

Preparaciones en fresco de mohos

Lactofenol al azul algodén

Tincion de mohos

Lugol Para tincion de Gram

Orange G Celulosa

Orceina Inulina

Orceina A Tincidn de cromosomas

Orceina B Tincidn de cromosomas

Pardo de Bismarck Bacterias, celulosa y nucleos
Picro carmin Tejidos animales en genera

Rojo Congo Hongos parasitos, hifas de hongos
Safranina Nucleos

Safranina para Gram

Esporas

Otros reactivos usados en microscopia

Agua destilada -Disolvente de uso general para los colorantes y los reactivos.

Agua acética al 1%- Decolorante en tinciones de microscopia.

Agua acética al 0,02 %- Estudio de los tactismos de los infusorios.

Alcohol etilico absoluto- Fijador para los frotis de sangre y deshidratante

general.

Alcohol etilico acético al 1%- Diferenciador y decolorante para tinciones en

microscopia.

Alcohol etilico- Cloroformo al 50%- Limpieza y desengrasado de los porta
objetos, donde se haya realizado un frotis de sangre sangre.

Acido nitrico al 1%- Descalcificacion del tejido dseo.

Carbonato sédico al 10%- Neutralizador del acido en los procedimientos de

descalcificacion del hueso.

Cloruro sodico en disolucion al 30%- Para observar fendmenos de plasmdsis

celuar.

Euparal- Resina para montaje definitivo de preparaciones.

Formol al 40%- Para conservar y fijar.

Glicerina neutra al 50% Para el montaje de preparaciones microscopicas.

Lugol- Fijador y colorante.




Vaselina- Utilizado como protector de instrumental frente a la corrosién durante
largos periodos sin uso. Para pegar cubres sobre el portaobjetos.

Algunas técnicas basicas de microscopia
Tinciones
Tincién simple

Tras la preparacion de la muestra y el fijado, el proceso de tincibn ayuda a
distinguir las estructuras que de otro modo seria casi imposible observar.

La tincion directa o simple consiste en utilizar un unico colorante que tifa, o bien la
generalidad de la muestra o determinadas estructuras.

Tincion indirecta o negativa

Se utiliza principalmente en bacteriologia. Consiste en realizar una suspension
para frotis en un colorante que inunde el campo, pero deje sin tehir las bacterias.
Esto permite ver a las bacterias de una manera mas clara. Para esta técnica los
colorantes usados son tinta china.

Tincién diferencial

Se utiliza mas de un colorante. En bacteriologia es de gran interés ya que permite
clasificar a las bacterias en Gram + y Gram —

Tincion selectiva

Se trata de aplicar un colorante cuya afinidad por determinada estructura no
resulta conocida. También pueden combinarse los colorantes en una misma
preparacion. Esta técnica permite diferenciar unos tejidos de otros.
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Algunas técnicas de preparacion
Preparacién en fresco

Es la mas sencilla pero no permite observaciones de un tiempo prolongado, ya
que el agua que contiene la muestra se evapora hasta la desecacion total.

Se deposita una gota de la suspension sobre el centro del portaobjetos. Después
se coloca el cubreobjetos, cuidando de no capturar burbujas de iré que dificultaran
la observacion.

Frotis
Para realizar un frotis se requiere de:

Tomar dos portaobjetos limpios, en uno de ellos se coloca una gota de material a
extender, posteriormente se toma el otro portaobjetos por un lado y se coloca de
modo oblicuo sobre el anterior, desplazandolo lentamente y sin ejercer presion y
de esa manera obtenemos un frotis

Cortes finos
Piezas pequefias y cortes sin microtomo

Las piezas de tamafio pequefio que no podemos cortar para su observacion,
podemos verlas directamente en el microscopio, pues son lo suficientemente
traslucidas para ello. Algunas ocasiones requerimos de observarlas con el
microscopio estereoscopico.

En otras ocasiones o mas habitual es ir separando las piezas que observamos en
la misma preparacion. Para ello se suele utilizar una ajuga fina.

Cortes con micrétomo

Para poder realizar un corte fino visible al microscopio, debemos recurrir al uso
del micrétomo, estos aparatos nos permiten realizar cortes finos de material
incluido en un medio mas duro. Para ello se incluye la muestra en parafina o
meédula de sauco.

El mas sencillo de utilizar es el microtomo de mano. Se trata de un soporte en
forma de T, con un tornillo micrométrico en su base, un hueco para la muestra y
una superficie deslizante para pasar un instrumento cortante como navaja,
escapelo u hoja de afeitar. (Robira, 2005).
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