
RESUMEN CLASE DE MICROSCOPÍA



foco espacio OBJETO              espacio IMAGEN

Óptica geométrica

Microscopio

OBJETO planos conjugados   DETECTOR



Lente:sistemaópticocondossuperficiesrefractivas.

lentes convergentes (positivas) y divergentes (negativas)

Conceptos básicos: lentes delgadas



lentes convergentes (positivas)
imagen real 

Conceptos básicos: lentes delgadas-propiedades



L,longituddeltubo

elaumentolateralm1delobjetivo

elaumentoangularM2delocular

L

Conceptos básicos: microscopio-sistema de lentes



Estáconstituidoporcuatrogruposde
dispositivososistemasarticulados:

•Sistemamecánico

•Sistemaóptico

•Sistemadeiluminación

•Accesorios

Conceptos básicos: microscopio-sistema de lentes



Parailuminarelobjetosepuedenempleardosmecanismos,yaseaqueel
rayodeluzloatravieseoquesimplementeincidaenciertoángulosobreel
objeto.

Conceptos básicos: iluminación



Microscopio: iluminación Köhler

LailuminaciónKöhlercreauncampode
visióniluminadoHOMOGENEAMENTE
mientraslamuestraesiluminadaporuncono
deluzmuyancho.

Seformandosplanosconjugados
(separados)deimagen:

1.imagendelamuestra

2.imagendelfilamentodelafuente
deiluminación.

Planos conjugados para los rayos de la fuente de iluminación
Planos conjugados para los rayos formadores de imagen



Microscopio: iluminación Köhler

Microscopio: iluminación Köhler
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Microscopio: lente objetivo

LenteObjetivocolectarlaluz
provenientedelespécimeny
proyectarunaimagennítida,real,
invertidayaumentadahaciael
cuerpodelmicroscopio.



Tiposdeobjetivos.(a)Objetivoacromáticoquecontieneuna
lentefrontalydosparesinternos,(b)objetivosemi-
apocromáticoofluorita,concuatroparesdelentesy(c)
objetivoapocromáticoquecontieneuntriplete,dospares,un
meniscoyunalenteesféricafrontal

Estructura de los objetivos

Microscopio: lente objetivo



Aberraciones

Aberracióndeesfericidad.Losrayosqueinciden
paralelamentealejeprincipalnoconvergentodos
enunmismopunto.

Aberracióncromática.Laluzblancase
descomponealatravezarlalenteylasdiversas
longitudesdeondaconvergenenvariospuntos
focalesdiferentes.

Aberracionesgeométricas:
Astigmatismo
Coma

Distorsión
Curvaturadelcampo

Microscopio: lente objetivo-aberraciones



Microscopio: lente objetivo-aberraciones

Objective
Type

Spherical
Aberration

Chromatic
Aberration

Field
Curvature

Achromat1 Color2 ColorsNo

Plan Achromat1 Color2 ColorsYes

Fluorite2-3 Colors2-3 ColorsNo

Plan Fluorite3-4 Colors2-4 ColorsYes

Plan Apochromat3-4 Colors4-5 ColorsYes

PLAN -corregidos para curvatura del campo (plan-acromáticos, plan-fluoritas o plan-
apocromáticos).



Resolución.Eslacapacidadquetieneunsistemaópticodeaislardospuntosquese
encuentranmuypróximosentresí,demaneraquesepuedanverindividualizadosunodel
otro

 = 1 para aire
 = 1.33 para agua
 = 1.515 para aceite o vidrio

NA =  sin 

-NA es la apertura numérica
- = el índice de refracción más bajo entre la muestra
y el primer elemento del objetivo 
- is 1/2 de la apertura angular del objetivo

Ernst Abbe

Microscopio: apertura numérica



Elobjeto(1)esiluminadoconunrayodeluz(2)que
formaráunconoluminosofrentealobjetivo.Secolocó
otralente(4)querecogeycondensalaluzantesque
iluminealobjeto.

Alaizquierdaelespacioentreelcubreobjeto(5)yel
objetivo(3)esocupadoporelaire;aladerechael
espacioesocupadoporunlíquidodeinmersión(6).
Apréciesequeelconodeluzyelánguloason
mayoresconinmersión.

información

Microscopio: apertura numérica



NA =  sin 

Microscopio: apertura numérica-brillo en la imagen

40x objective

4x objective

•Laintesidaddelaluzcolectada
disminuyeconelcuadradodela
magnificación.

•Laintensidaddelaluzcolectada
aumentaconelcuadradodelaapertura
numérica.



Magnificatio
n

Numerical
Aperture

Depth of 
Field
(μm)

Image
Depth
(mm)

4x0.1055.50.13

10x0.258.50.80

20x0.405.83.8

40x0.651.012.8

60x0.850.4029.8

Microscopio: Z-profundidad de campo



1-Imagen intermedia ( y posiciículo)
2-Límite de campo visual
3-Optica del ocular
4-Pupila del ocular/ojo
5-Anillo corrector

Ocular
•Aumentalaimagenylatransformaenunaimagenvirtual,
derechaconrespectoalaimagendelobjetivo,peroaun
invertida,conrespectoalobjeto.

•Aplanayaclaraelcampoópticooplanocircularenelque
apareceelobjeto.

Aplicacióndelmicrómetroocular:cuantificaciónomedición
deestructurasdelespécimenenestudio

Microscopio: Z-profundidad de campo Microscopio: lente ocular

Micrómetroocular



40x / 0.65

67m

TRABAJO PRÁCTICO: MICROSCOPÍA ÓPTICA

Micrómetroocular–micrómetroobjeto:cuantificaciónomedicióndeestructurasdelespecimenen
estudio

micrómetroocular

micrómetroobjeto



mayoresdistanciasde
trabajo

posibilitaaccesorios

Microscopio: ICS, óptica corregida al infinito



Microscopio: resolución –conceptos básicos

Difracción y PSF

Cuán cerca deben estar dos fuentes puntuales iguales para que se 
vean como dos puntos? 



Lainterferenciaeslacombinaciónpor
superposicióndedosomásondasque
seencuentranenunpuntodelespacio.

Ladifracciónesladesviaciónque
sufrenlasondasalrededordelos
bordesyesquinascuandounaporción
deunfrentedeondassevecortadoo
interrumpidoporunabarrerau
obstáculo.

Conceptos básicos: luz-interferencia y difracción

Resolución en el microscopio



LaPSFeslafunciónquedefinelaformaquetomaunafuentepuntual(es
decir,unobjetoidealmenteadimensional)deluzalpasaratravésdeun
sistemaópticodecaracterísticasparticularesalformarunaimagen.

PSF, Point Spread Function

Imagen = Objeto     PSF

Sedefinecomoelpatróndedifraccióntridimensional
delaluzemitidaporunpuntoinfinitesimalmente
pequeñoenelespécimenytransmitidoalplanoimagen
atravésdeunalenteobjetivodeaperturanuméricaNA.

patrón de difracción de Airy



d0= 1.220 / NAobj+ NAcond

Límitederesoluciónesladistanciamínimaapreciabledentredos
puntos,segúnelcriteriodeRayleigh,es:

Microscopio: óptica limitada por difracción

AstrónomoinglésSir George Airy (1801-1892)



físico inglés Lord Rayleigh (1842-1919)

Microscopio: óptica limitada por difracción

físico inglés Lord Rayleigh (1842-1919)

Uncriteriodeusomuyextendidode
laresolucióndedosobjetos
puntuales,conocidocomocriteriode
Rayleigh,esquelosobjetosestán
apenasresueltossielcentrodeun
patróndedifracción(máximo)
coincideconelprimermínimodel
otro.



Micrografíaencampoclarodeunacélula
epitelialdelamucosabucalantes
(izquierda)ydespués(derecha)de
modificacióndigitalparamejorarel
contraste.

Técnicas especiales: contraste



Sehandiseñadotécnicasmicroscópicasmáscomplejasque
incrementanelcontrastesinafectarlaresolución.Los
principiosbásicosdeestastécnicasespecialesde
microscopíasebasanen:

Lamodificacióndelamaneracomoincidelaluz
sobreelespécimen:empleodecondensadoresyfiltros.

Lamodificacióndelafuenteemisoradeluz:
cambiandolaluzblancaporluzultravioletaoláser.

Técnicas especiales: contraste

FLUORESCENCIA



elojohumanonoessensible
aestasdiferenciasdefase

lasdiferenciasdeamplitudsí
sonvisibles.

Microscopio de contraste de fase

Técnicas especiales: microscopía de contraste de fase



Estemétodoinducevariacionessutilesenelíndicederefracción
(determinadoporelespesor)delosespecímenestranslúcidos
permitiendovisualizardetallesenlaestructura,loscualespasarían
desapercibidosconunailuminacióndecampoclaro

1-“Tapón” (stop) de fases
2-Condensador
3-Especimen
4-Objetivo
5-Pupila del objetivo
6-Anillo de fases
7-Nuevas trayectorias
8-Tubo
9-Imagen intermedia

Técnicas especiales: microscopía de contraste de fase



Micrografíadecélulasepitelialesencultivomediantela
Micrografíadecélulasepitelialesencultivomediantela
técnicadecontrastedefasesbrillanteonegativo,en
lacuallosdetallesybordesdelascélulasaparecen
brillantes(debidoaunhalodedifracción)enunfondo
oscuro.

Micrografíasdeunaneuronaencampoclaro(izquierda)con
detallescasiinvisiblesyconiluminacióndecontrastedefases
oscuroopositivo(derecha)enelquelosdetallessonmás
evidentesenunfondoclaro.

Aplicacionesdelmicroscopiode
contrastedefases

•Observacióndecélulasytejidosvivos.

•Estudiodealimentosymedicinas.

•Análisisdematerialesindustriales

•Estudiosgeológicos(minerales).

Técnicas especiales: microscopía de contraste de fase



Davison,M.,Abramowitz,M.OpticalMicroscopy.OlympusMicroscopyResource
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DouglasB.Murphy,Fundamentalsoflightmicroscopyandelectronicimaging.Editorial
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