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Fundamentos de Microscopia Optica’

PARTE TEORICA?

2.1. Fundamentos Técnicos de la Microscopia Optica.

2.2. Tipos de Microscopia Optica: Campo Claro, Campo Oscuro, Contraste de Fases, Contraste
Interferencial “Nomarsky” (DIC).

2.3. La Microscopia Optica y las Ciencias Forenses.

Fundamentos Técnicos de la Microscopia Optica

Antes de entrar a estudiar cuales son los fundamentos técnicos de la microscopia

Optica, vamos a ver cuales son los elementos estructurales que constituyen un microscopio

optico (figura 1), teniendo como referencia un microscopio tipo estandar:

Lentes: ocular (proxima al 0jo) y objetivo (proxima a la muestra)

Platina: plataforma donde se encuentra el portaobjetos de la muestra. Puede ser
movil en un plano (XY), por lo que puede tener asociado dos mandos que permitan el
movimiento. La platina puede ser circular y tener una graduacion en grados, lo cual es
muy util cuando se trabaja con luz polarizada en microscopios petrograficos.
Revolver: Estructura circular donde se colocan los diferentes objetivo. También puede
llevar asociados huecos para colocar filtros.

Anillos de enfoque: macrométrico, para un ajuste grosero del foco, y micrométrico,
para un ajuste fino del foco.

Condensador: se encuentra debajo de la platina y esta formado por una o un
conjunto de lentes que condensan el haz luminoso sobre la muestra. En el
condensador se colocan la mayoria de elementos que se interponen o filtran la luz
con el fin de conseguir un contraste de la muestra. Dependiendo de los elementos
que se interponen obtenemos los distintos tipos de microscopia optica.

Diafragma: se suele encontrar asociado al condensador y regula la entrada de luz a

la muestra al cerrarse o abrirse unas piezas moviles (iris), de tal manera que el haz
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luminoso tiene mayor o menor diametro. Este sistema permite modificar la
profundidad de campo de la muestra, es decir que el grosor de enfoque (eje Z) sea
mayor o menor. También existe un diafragma en el cuerpo del estativo interpuesto a la
fuente de luz, con el que se controla la cantidad de luz que llega al diafragma.
e Estativo: es el conjunto de piezas que sostienen y estabilizan el resto de elementos

anteriormente citados.
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Figura 1. Partes de un microscopio 6ptico

Los parametros técnicos que definen a la microscopia oOptica convencional estan
asociados a las lentes (aumentos, distancia de trabajo, campo visual, o profundidad de
campo), a la iluminacion (longitud de onda), a la muestra (indice de refraccion) o a la
combinacion de todos (poder de resolucion):

e Aumentos: los aumentos de una lente vienen definidos por su tallado y, en el caso de
lentes compuestas, por este factor y por la combinacién de sus elementos Opticos. La
capacidad de las lentes simples o compuestas para producir imagenes aumentadas

esta relacionado con la refraccidon de las ondas luminosas al atravesar estas lentes.

2



: Prof. Nicolds Ubero Pascal
Az . . . - Dpto. de Zoologia y Antropologia Fisica
s i‘l llum Técnicas de microscopia Curso 2008-2009

aplicadas a las Ciencias Forenses

e Distancia de trabajo: la distancia de trabajo es la separacion que queda entre la
muestra y el objetivo. A mayor distancia de trabajo mayor grosor de la muestra que se
puede observar

e Campo visual: el campo visual es el area de la muestra que se puede observar con
cada objetivo, el cual disminuye al incrementar los aumentos (lentes mas pequefias).

e Profundidad de campo: la profundidad de campo es el grosor de muestra que queda
enfocada, es decir, teniendo como referencia un punto de enfoque en el eje z, la
profundidad de campo consistiria en la cantidad de muestre que queda nitida por
delante y por detras de dicho punto de enfoque. La profundidad de campo viene
definida con el aumento de la lente y ésta es menor conforme incrementamos el
aumento, pero sus limites pueden corregirse ligeramente cerrando la abertura del
diafragma, es decir la luz que le llega a la muestra. Esta ultima situacion traeria
consigo un mayor contraste y por tanto una imagen mas oscura.

e lluminacién: la naturaleza de la fuente de luz es muy importante, ya que puede
incrementar o disminuir el poder de resolucion (longitud de onda), pero también es
esencial su intensidad y el tamano del haz, ya que de esta forma se mejora el
contraste, la profundidad de campo y el enfoque.

e Indice de Refraccion: la luz viaja con una velocidad diferente dependiendo del medio
en el que se propaga, que siempre es menor que la velocidad en el vacio. Por tanto,
el indice de refraccion viene a cuantificar dicha reduccién y se define como el cociente
entre la velocidad de la luz en el vacio y la velocidad en el medio en el que se
propaga (n = cl/v; n=indice de refraccién, c=velocidad de la luz en el vacio,
v=velocidad de la luz en un medio determinado). El indice de refraccion en el aire es
muy parecido al del vacio (n=1,00029) por lo que se toma este como referencia. La
ralentizacion de la luz al atravesar un medio se interpreta visualmente como un
cambio en la direccién de propagacion del haz (figura 2), por tanto cuanto mas
homogéneo sea el indice de refraccion de los diferentes materiales (condensador,
portaobjetos, medio de montaje, cubreobjetos, espacio de trabajo y lente objetivo) que

tiene que atravesar un haz luminoso hasta llegar a nuestros ojos, o al material
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impresionable, mejor sera la imagen obtenida.
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Figura 2. Refraccion de la luz: representacion grafica del cambio de
trayectoria de un haz luminoso cuando atraviesa dos elementos con
distinto indice de refraccion

e Poder de Resolucion: el poder de resolucién, o la resolucion éptica, es la capacidad
que tiene un objeto de permitir diferenciar dos puntos muy proximos como imagenes
separadas (figura 3). El poder de resolucion viene definido por la longitud de onda de
la fuente de luz (A) y la apertura numérica del objetivo (AN), mediante la siguiente

féormula:

La apertura numérica es un parametro adimensional que es muy proximo al indice de
refraccion del material que esta hecha la lente, pero que esta matizado por el angulo
de aceptancia maximo del haz de luz que puede entrar o salir de ésta: AN=nsin6. En
el caso de un microscopio 6ptico convencional el poder de resolucion maximo es de 1

um (figura 3)
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Figura 3. Esquema del poder de resolucién del microscopio 6ptico
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Tipos de Microscopia Optica

El uso de determinados elementos colocados en el condensador y/o los objetivos

(raramente en los oculares), que se interponen al haz luminoso filtrandolo u obstaculizandolo

da lugar a los distintos tipos de microscopia Optica. Este tipo de dispositivos manipulan

fisicamente el haz luminoso seleccionando parte de las ondas de las que se compone dicho

haz, lo que provoca una imagen contrastada de la muestra sin necesidad de teiirla.

Podemos definir los siguientes tipos de microscopia (mas usuales)

Campo claro: No se interpone ningun elemento mas alla de un filtro de luz de dia
(color azul), que simplemente modifica la temperatura de color de la iluminacion
proveniente de una lampara convencional haciéndola mas fria, mas azulada, y de esa
manera es mas natural y menos molesta a la vista (lamina 1A).

Campo oscuro: Se interpone un dispositivo opaco entre el haz de luz y la muestra
que solo permite pasar los rayos periféricos y el objetivo solo recibe aquellos rayos
dispersados por la muestra, mientras el resto se pierde. De esta manera observamos
unos limites muy definidos sobre un fondo oscuro. Es muy util para muestras que no
se pueden tedir y preparaciones en vivo (lamina 1B).

Contraste de Fases: Las estructuras internas de las muestras (como por ejemplo las
células) tienen diferentes indices de refraccion, al igual que el medio que les rodea, y
este tipo de microscopia intenta potenciar este fenémenos fisico (recordar que la onda
al refractarse pierde velocidad, provocando un desfase). Para poder llevar a cabo tipo
de microscopia es necesario seleccionar también una parte del haz de luz, que afecta
tanto al haz antes de atravesar la muestra como a los rayos que la han atravesado.
Por esta razon, se utiliza un condensador y un objetivo especiales llamados de fase, y
cada objetivo de aumento ha de estar compaginado con el del condensador. El
resultado es un fondo grisaceo donde la muestra queda muy contrastado y el interior
con diferentes grados de gris. También es util para muestras que no se pueden teiir,
que se han de estudiar en vivo, o que tienen numerosas ornamentaciones, como

pelos, escamas, etc (lamina 1C)
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e Contraste de interferencia (Nomarski y polarizacién): es una técnica de
microscopia de luz que emplea filtros polarizadores y prismas que producen imagenes
con tridimensionalidad, aunque el relieve obtenido no es real. El paso de la luz a
través de los prismas produce birrefringencia, que es el fendmeno fisico que explota
esta técnica. La polarizacion de la luz produce una mayor acutancia de la imagen en
los bordes de la muestra. Este tipo de microscopia se caracteriza por su buena
resolucién y contraste que ayudan a discernir tanto detalles superficiales como
estructuras internas. Ademas, el uso de prismas permite obtener imagenes de colores
brillantes sin necesidad de aplicar protocolos de tincidén, ni de preparaciéon de

muestras (lamina 1D).
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Lamina 1: Organizacion interna y paso del haz luminoso en los distintos tipos de microscopia 6ptica
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e Epifluorescencia: la fluorescencia es la capacidad que tienen algunas sustancias de
emitir luz en una longitud de onda determinada, bien de forma espontanea (natural) o
bien provocada, cuando se excita mediante una onda electromagnética de longitud de
onda caracteristica. El microscopio de fluorescencia aprovecha esta propiedad de las
sustancias al poder manejar mediante filtros la longitud de onda que incide y que
emite una muestra determinada. Actualmente, el microscopio de fluorescencia mas
utilizado es el de epifluorescencia, que simplemente indica que la luz filtrada no
atraviesa la muestra sino que incide sobre ella a través de la lente objetivo, y esta
misma lente es la encargada de recoger la luz que emite la muestra excitada.
Generalmente, en microscopia de fluorescencia la muestra es tratada con marcadores
fluorescentes, basados en fluorocromos (sustancias capaces de emitir luz en una
longitud de onda determinada), de tal forma que se puede controlar el tipo de

fluorescencia que se quiere observar y relacionarla con la estructura marcada.
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Figura 4: Esquema de la organizacion interna de un microscopio
de fluorescencia y movimiento y filtrado del haz luminoso.
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