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A (very) brief history of microscopy
XVII Century

[They] were incredibly small, nay so small,
in my sight, that | judged that even if 100 of
these very wee animals lay stretched out
one against another, they could not reach
to the length of a grain of coarse Sand".

Antonie van Leeuwenhoek
Looking at bacteria. April 1676




A (very) brief history of microscopy
From XVIII Century to mid XIX Century

A (very) brief history of microscopy
Late XIX Century onwards

Kohler lllumination in Reflected Light Fluorescence
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Data acquisition

You must understand how different
experimental setups works to be able to:

» Choose the equipment according to your needs

» Optimize the acquisition of the data.

+ Be critical about it.

» Analyze it properly.

« Know what you can (and can’t do) with each
technique.

* Propose new techniques that overcome current
limitations.
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Dual nature of light
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Muchos de los fendmenos que ocurren con la luz (refraccién, interferencia) se interpretan
considerandola como ondas: radiacion electromagnética que se propaga linealmente (en medios
homogéneos), compuesta por un campo eléctrico y uno magnético, en fase y perpendiculares entre si.
Para la deteccion (e.g. en una CCD, APD, PM) la consideramos como particulas (cuantos).

A B En optica geométrica, representamos la luz como rayos (tren de ondas)
propagandose por un medio o un elemento dptico (lente). Los rayos son
perpendiculares al frente de onda.

<«ct »

A B

Propagacién de un

FIGURE 3-7 Because light travels more slowly through glass than
frente de ondas plano N = f

through air, a converging lens converts a plane wave to a spherical wave.




€l lapiz se dobla?

s el lapiz se quiebra?




La luz dobla en las interfaces

Los rayos que salen
de la punta del lapiz
parecen venir

de otro lado







Optica Geométrica

Reflexion en una superficie plana: Refraccion de luz (superficies de # n):
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Reflexion Hl = 6?,
Ley de Snell n,xsen(8;) =n, xsen(d,)

Indice de Refraccion N, eiio = Cracio /Cmedw =1

Ejemplos de n (589nm): Vacio | 1,000 | Vidrio 1,5-1,8
Aire 1,000 Glicerol 1,475
Agua | 1,333 | Aceite 1,515

Optica Geométrica: applicaciones

n depende de A: dispersion de
colores (aberraciones cromaticas
en lentes, monocromadores, etc).

Los haces se alejan de la
R4 normal al pasar a un medio
N2 de mayor n.

\A Solo cuando paso de un mayor a

un menor indice de refraccién.

4

ny
ny>ny
Reflexion Se usa por ejemplo para iluminar

interna total 0 =90° con la onda evanescente en TIRF.
), =
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La luz es una onda transversal: Polarizacion

Polarized

; | E Filter
: transmitted

Random light

incident light %

Plano en el que /

oscila el campo .

Polarizadores lineales:

Retardadores:

Polarizing axes

parallel N 0°

Light
extinguished

Unpolarized

| Ley de Malus: 1, = I, x cos’ (@)

Polarizing axes
crossed

solo dejan pasar la luz polarizada en una direccion (eje del polarizador).

Introducen un retardo de fase entre las componentes, permitiendo cambiar la
polarizacién de un haz.

Lamina de % onda (mt): rota el plano 90°, o el sentido de una circular.

Ldmina de % de onda (rt/2): convierte lineal en circular y viceversa.

Reflexion y refraccion afectan la polarizacion

I
"
b |

Incident
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I
ray i

Refracted
ray

reflexién especular:

(aire/vidrio)

Brewster

ocfficient (%)

Reflection ¢

~4% ; no polariz——> !

Reflected ra

y

La luz reflejada y refractada estan
parcialmente polarizada. La luz reflejada en
general estd preferentemente polarizada
paralela a la superficie. A mayor 6 menos
componente perpendicular. En el angulo de
Brewster, cuando el haz reflejado vy
refractado forman un dngulo de 90° (tg8, =
n, / n), la luz reflejada esta linealmente
polarizada.
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Birrefringencia: materiales opticamente anisotropicos tienen indices de refraccidon
distintos para cada direccion. Por lo tanto un haz que ingresa a un material
birrefringente, se separa en dos componentes con polarizacién perpendicular.

opic  Se separan y tienen un retardo en

axis

fase: # n = # v. Si el espesor es
pequeio la separacion también. eje dptico

N
-+
-+

No se separan, pero tienen
un retardo en fase:

62/ N U o o= 27ﬂ//1

—  opti A Z
plic axis — —_
) - (ne n 0 )
Figure 8.19 A light beam with two orthogonal field components tra-
versing a calcite principal section.

Ademas de algunos cristales (calcita) ciertas estructuras bioldgicas (actina, miosina,
ensamblados de DNA, etc.) poseen una alta birrefringencia, debido a un ordenamiento
de ensamblados macromoleculares de dimensiones comparables a la longitud de onda.

Lentes y Formacion de Imagenes por Refraccion:

Lente: dos superficies refractoras d—

plano focal /
l oo s

Positive (converging) lens

\

Focal point ™

Punto focal (f) (lentes delgadas: d <<R):

planos principales /f = ((n,/n,)—D(I/R, —1/R,)
» fl » fl - /// »
> np, = m
Converging lenses Diverging lenses
Biconvexa Biconcava
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Experimento Casero
 Vaso de vidrio

* Hoja con flechas
* Agua
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Lentes y Formacion de Imagenes por Refraccion:

| |

| e |
SN dptico —
G f, P f, I
eje
principal

Reglas de trazado de rayos:

e Los rayos que entran paralelos,
pasa por el foco (f;).
} I ¢ Los rayo que pasan por el foco (f,),

salen paralelos.
e Los rayos que pasan por el centro
no se desvian.

Lentes y Formacion de Imagenes por Refraccion:

Real image eje optico
g c je op!

Y2
o~
o | 5
planos principal
(lente delgada) Ecuacién de la lente delgada:
Reglas de trazado de rayos: 1 1 1
1. Rayo que pasa por el centro no se desvia. 7 = E S_
2. Rayo que entra paralelo, pasa por el foco (f). 1 2
3. Rayo que pasa por el foco (f,), sale paralelo. Magnificacion:
(Una lente divergente tiene la posicién de los M = & — i
focos invertida: f; a la izquierda y f,, a la derecha) % S
1 1
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Lentes y Formacion de Imagenes por Refraccion:
Tipos de imagenes:

objeto

7

/

.. Imagen:
Imagen: - real

A Invertida
derecha o > aumentada

aumentada

3

objeto U \

Lentes como filtros de fase

-

g
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Algunas definiciones:

sistema dptico (16 + lentes)
3 7

object side
wi - Ch gy A
2s, 2s,
M= Si_ N4,
s, NA

En general la NA de una lente se define
independientemente de la posicidn del objeto:

principal surface

\ image side

CA (clear aperture) es el tamafio (diametro) Uil
de la lente (en general 90% del tamafio fisico).

En general, al aumentar CA colecto mas luz (imagen mas
brillante), pero la relaciéon entre My NA impone un limite.

Por ejemplo, en muchas aplicaciones de iluminacion como
enfocar la fuente de luz en una apertura (e.g. Acoplar a una
fibra éptica), tienen una de las NA fija. Una vez elegida la M, se
fija la CA (aumentarla encarece pero no mejora el proceso).

NA =nsin(0)= “

2f

f —number = S
NA = !

- 2( f —number)

Para cada sistema generador de imagen, existe un rango en el cual se puede observar
un objeto y producir una imagen bien definida (definicidn arbitraria). Ese rango se lo
define como Profundidad de Campo, en el espacio del objeto, y Profundidad de Foco,

en el espacio de la imagen.

Depth of field

Far point Hear point

Depth of focus

§ o

Permissible

circle
of confusion

di | d2 L
Front depth|Rear depth
Rear Front depth
depth of field of focus  |of focus
of field |¢ »¢ »
Sub ject distance :,[ Image distance
Image plane




Profundidad de Campo

- e 2
o 4 o 1 -
Depth of Field versus Numerical Aperture
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http://www.cs.mtu.edu/~shene/DigiCam/User-Guide/950/depth-of-field.html

Brillo:

El brillo de la imagen esta determinado principalmente por el poder para colectar luz
de la lente (el objetivo), y cuan grande es el area donde esa luz va a ser distribuida para

formar la imagen.

fotones ]

NA? NAY
areaxt YA

2
Bipr o = () Brrans-mom “( M

M

En el sistema de iluminacion, el brillo sélo depende de NA? del condensador.
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Aperture Stop, Field Stop y Pupila:

Un diafragma tiene distintos efectos
dependiendo la posicién que ocupa en el
camino de la formacién de la imagen:

Field stop: determina el tamafio maximo del objeto
observable (campo de vision), pero no altera el angulo
maximo de los rayos (no modifica la NA).

AS. F.S.

Aperture stop: limita el angulo maximo de

Entrance
pupil

la imagen del AS
y no por el AS pupil

entran al sistema (modifica la CA & NA de
la lente, y el brillo de la imagen).

los rayos (de cada punto del objeto) que determinado por ﬂ

Las pupilas, son la imagen del aperture stop,
formada por la lente (o el sistema).

Pupila de entrada: imagen del AS
observado desde el objeto
(solo cuentan las lentes que estan antes).

Pupila de salida: imagen del AS -
observado desde la imagen s ﬂ =~ E
(solo cuentan las lentes que estan después).

Importancia de las Pupilas:

Pupila de
entrada
Pupila de Apertura (AS)

salida \l ﬂ

lente confpuegta

imagen

Los rayos que entran al
sistema (de cada punto del
objeto) parecen venir de la
pupila de entrada

Los rayos que salen del
sistema parecen venir de la
pupila de salida

18



Lentes compuestas:

Casi todas las lentes que componen un microscopio (objetivo, ocular, condensador) poseen mds de una
lente. Las imdgen formada por un sistema de lentes se encuentra siguiendo las mismas reglas,
procediendo lente por lente (la imdgen de cada lente se utiliza como objeto de la siguiente lente).

Ly L
) d
Objeto

—————— N Imégen
T\ ANy intermedia |-

fot fr’1\\\\ faz/ - - fia

) . -
S
Sit N

lente compuesta

Magnificacion total: MLC = ]\41 XM2

4 sé % P e Protective —i
Al
g I}
% 5 ‘,
%38 g 8
CONDENSADOR OBJETIVO OCULAR
Aberraciones:

Las lentes no son perfectas y suelen generar imagenes distorsionadas (inducidas por las
superficies curvas de la lente). Dos tipos de aberraciones particularmente importantes en
microscopia, especialmente para el objetivo son las aberraciones esféricas y las cromaticas.

Su

Paraxial Focal point

Paraxial

rays

Peripheral rays

Aberraciones Esféricas
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Coma

..;';«

Tangential
Image

Astigmatismo

curvatura de
campo

cromaticas

Violet
NS Red

r"aerage Red

focal  yiolet
plane

40
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Las formas de corregir aberraciones es utilizar
mas de una lente, especialmente con distintos
materiales que compensen los efectos, o lentes
de curvatura esférica.

aesférics

Sphere lens Aspheric lens

Crown Flint achromats

Average
focal plane
Achromatic doublet

FIGURE 2-36 Chromatic aberration can be reduced by combining a
diverging lens made of flint glass with a converging lens made of crown
glass. Because the flint glass has a greater dispersion than the crown
glass, the chromatic aberration produced by the crown glass is reduced
more than the magnification produced by the crown glass is reduced.

O bj eti VoS 10x Achromat 10x Fluorite 10x Apochromat

Los objetivos estan corregidos para
minimizar aberraciones, conteniendo
siempre mdas de una lente; otra parte de
las aberraciones se compensan o corrigen
en la lente de tubo (o en el ocular)

T
.
ad
F
-

. Aberraciones Aberraciones Curvatura de
Objectivo ‘. P
Esféricas Cromaticas Campo
B Achromat 1 Color (546nm) | 2C (486 & 656 nm) No
> Correcion Plan Achromat idem idem Si
> N.A (Plan) Fluorite 3-4 Colores 2-4 Colores (Si) No
>Precioy | (Plan) Apochromat 3-4 Colores 4-5 Colores (Si) No

El cubre introduce aberraciones esféricas; los
objetivos también corrigen esto (a veces se puede
corregir espesores variable).

Plan-Apochromat: Buenas para
fluorescencia, especialmente con mas
de un color. NA max. 1,4.

Fluorite: alta transparencia (UV), ;
imagen brillante (pocos elementos),
aberraciones cromdticas bien
corregidas. NA max 1,3. Ideales para
inmunofluorescencia. Sbieet

Cover glass

21



Correccién de aberraciones cromaticas en objetivos:

Focus shift

Posicion relativa del foco en funcion del color (longitud de onda) de la luz:

T
Aspheric

T T
Achromatic

T
Apochromatic

: /

1 1

1 1
400 500 600
A (nm)

no corregidas

700

1 1
400 500 600
A (nm)

correccion en
2 colores

700

400 500 600 700
A (nm)

correccion en
3 colores

Difraccion e Interferencia:

Al pasar por una abertura pequefia o al encontrarse con un objeto pequefio (del
orden de A), se observa una curvatura de la luz (del frente de ondas) o una dispersién

de los rayos.

Aperture

:>
|

< ErxX »W0 +H
o|o|z| @ |o|mn
B3

Dw

2

conos de
sombra

En un microscopio, la difraccion se produce principalmente al iluminar un objeto
pequefio (en la muestra), y cuando la luz pasa por la apertura de una lente (el
objetivo). Estos fendmenos determinan la formacién de la imagen en un
microscopio de campo lejano (far field).
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Difraccion e Interferencia:
La interferencia se produce al recombinar dos haces difractados (difraccion e
interferencia son manifestaciones del mismo proceso). Es constructiva si estan en
fase (2nm), y destructiva si tienen fases opuestas ((2n+1)m).

= =

2 fuentes de luz
(secundarigs)
puntual

lluminacién
lela g (@)
parar <
P
D

La diferencia de camino dptico (PC) determina si la interferencia es constructiva
o destructiva. Si PC = nA (n =0, 1, 2, ...) es un maximo (constructiva); si esta
corrido media onda es un minimo. El patrén de interferencia visto a una
distancia grande (D) o en el plano focal de una lente es de tipo Fraunhofer.

El mismo experimento con una sola ranura
da el siguiente patron:

-

Intensity

‘9M1 ==

22

Si la ranura es circular, el patréon de
difraccion se observa en dos dimensiones:
patrén de difraccion de Airy.

El circulo central contiene el 84 %
de la luz que pasa por la ranura
(o un objeto puntual luminoso).

El didmetro del primer anillo de
intensidad cero se lo conoce
como el Disco de Airy (Airy Disk).

La separacion de los max/min en el plano dependen de la distancia a la que se observan (D).

transversal

corte
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Una lente recorta el frente de ondas; es decir que forma la imagen solo con los haces
colectados por la lente. Por lo tanto se comporta como una apertura (circular). En este

caso, el patron de interferencia se observa en la imagen.

orden 1

.“ orden 0
\ apertura > imagen AIRY DISC DIAMETER = 2.44 \ f/#
2447 1,222
d yry = . =
2nsin(ax)  NA
NA = nx sen(a)

La apertura numérica (NA) de la lente esta
determinada por su didametro y su distancia focal.

Una apertura tiene el efecto de reducir la NA.

El efecto de enfocar luz con lentes convencionales (far field), tanto para iluminar
como para tomar una imagen, esta limitado por el fendmeno de la difraccién.

Intermediate

En el caso de un objetivo:
image plane

Objective Tube lens

Diffraction spot
on image plane
(resolution)

Back focal plane aperture

Intermediate

Tube lens image plane

Objective

I

M
/

Sample

Back focal plane aperture
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Resolucion y Contraste

1 -1
contraste (%) = Uroro ’MAGEN)XIOO

Debido a la difraccién, la IFONDO
imagen de un objeto puntual
es un patron de Airy (PSF).

Clearly resolved Rayleigh limit Not resolved

. 1 0,614
resolucion =r,, = EdAIRY = A

Resolucion y NA del Objetivo:

9 (72.19
- —

Specimen

Specimen

—y

specimer’” | NA = 0,25 NA=0,50 NA =0,95
M =~10x M =~ 40x M =~100x
En la practica, el angulo maximo esté limitado a =72°, lo cual fija

un limite de NA = 0,95 para objetivos de aire. La mayoria de los
aceites de inmersion tienen un n = 1,5y por lo tanto NA = 1,42.

n=15

aceite

NA=1%0,95 NA=1,5%0,95
NA=0,95 NA=1,42
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Objectives: Apertura Numérica

Un microscopio es un filtro pasa bajos

N.A.=nsinp
oil Qil
Low N. A Higher N.A. Highest N.A.
Dry” “Dry” Oil Immersion
Objective Objective Objective

Objectives: Numerical Aperture

Ernst Karl Abbe
— B ,”.7 <7 NA =nsina

T Low N A. ngher N.A. Highest N.A.
% Lowest NA Oil Inmersion
Objectlve Oblec!ive Objective

Mayor NA
Mas Luz y mas detalles(=Information)
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FORMACION DE IMAGENES: experimento de Ernst Abbe (1873).

Lens

Grating

| A n' order B

| ) Optic

=

- 0™ order
B f
| n-A LA
a b

Object Diffraction plane Image

plane U (Back focal plane of Iens)\/ plane

El objeto difracta la luz, la lente la colecta y forma el patron de difraccion en el plano
focal (mueve el patréon de difraccion del infinito — frente de ondas plano — al foco). El
patrén de difraccion es la FT (directa) del objeto (OTF); cada punto de este patrén se
recombina, es decir que vuelve a interferir (FT inversa) en el plano de la imagen (PSF).
Para formar imagen, se debe colectar al menos dos érdenes de difraccion (n =0 & 1).
La NA determina cuantos d6rdenes se usan (filtro pasa bajos) para formar la imagen.
Cudantos mas dérdenes colecta, mayor es la resolucion (detalle en la imagen).

FORMACION DE IMAGENES
El teorema de Fourier permite descomponer una funcion
periddica como una serie de senos y cosenos. Para una
onda cuadrada:

f(x)= %sin(lkx)+%sin(3kx)+ésin(Skx)+...

cuantos mas armonicos se utilizan, mejor es la descripcion.

El mismo principio se aplica a la formacién de imagenes. Los
términos de la FT corresponden a los 6rdenes de
interferencia en el plano focal. Una imagen perfecta
requiere infinitos drdenes (términos).

Objetos (estructuras) separados distancias cortas tienen los
6rdenes mas separados (en el plano focal o de
interferencia), y requieren de lentes con mayor NA para su

correcta descripcion.

i, = . >

Q==

Object Diffraction Image
pattern
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FORMACION DE IMAGENES

Abbe ademds modificé el patrén de interferencia en el plano focal (bloqueando
selectivamente algun orden), y observé como se modificaba la imagen formada.

a7~ i,
11 o114

Object Diffraction Image
pattern

—1T
ae—l—

h
J/ o|:| |]o

Block out

e —N

a1

L]

Object Diffraction Image
pattern

RESOLUCION

Distancia minima entre dos objetos (idénticos) que puede distinguir el microscopio

Para formar la imagen, la lente debe captar como minimo el primer orden de difraccion.
El angulo correspondiente a ese haz esta determinado por la longitud de onda de la luz y
la separacién entre los objetos :

sin(f) = /l/ d plano focal

El dngulo () maximo que se capta con una
lente, para una muestra en el foco estd
determinado por fy D (o su NA):

—

1¢" orden

. Dj2
tg(a)=sin(a) = 7/ =NA (aire:n=1)

objeto a
Igualando ambos angulos: ()

d = A/NA

Si la iluminacidn es oblicua (Koeller):
d =2/2NA

Utilizando el criterio de Rayleigh:

d=1,222/2 NA

N

lente

28



RESOLUCION

Distancia minima entre dos objetos (idénticos) que puede distinguir el microscopio.

Orden 0 . . Orden 0 . . objetos

1¢" orden 1¢" orden
Appearance at

back focal
plane of
objective

Back focal
plane of
objective

< > ! I Objective

Q2 /

Specimen plane

La importancia del objetivo en microscopia éptica

Las dos imagenes fueron tomadas con objetivos 40x...qué esta pasando?
Cual es la menor distancia que podemos resolver en el microscopio?

29



MICROSCOPIO COMPUESTO

Imagen del ocular (virtual,
magnificada, invertida); a
25 cm del ojo.

imagen intermedia
(real, magnificada)

| N —
\:::::\\ Imagen final
TTeIIneo (en la retina)
OBJETIVO Tl T
1 R G e I .
1 - -
P4 /\ o S mj
L: lu__\/ 7 ) v
/ : 0Jo
Objeto f
OCULAR
actuan
juntos

|

Normas 160 6 170: la imagen
intermedia se forma 160 mm (6 170
mm) detrds del objetivo.

Enfocado: se mueve el objetivo (o el objeto)
hasta formar la primer imagen en la posicién
justa, para formar la imagen en la retina.

Deteccion con camaras:

La imagen que forma la lente ocular es virtual y no se puede proyectar directamente
sobre un film o una CCD. En lugar del ocular, se usa una lente (de proyeccién) para
realizar la imagen final en el plano del detector (film, CCD, etc.). La magnificacion total
también la determinan ambas lentes.

Specimen

Real image
. - . - On
Objective Photo i plane
eyepiece

Ejercicio: por qué en este ejemplo no
hay magnificacion? (M;gr =M, =M, = 1)
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Objectives: Magnification

infinity

corrected ‘
-

)
=p* | M

e@/

-

%
' \ L

image E— Tube Lens

SISTEMAS A INFINITO

Los microscopios mas modernos utilizan el objetivo enfocado a infinito: el objeto es
colocado en el foco, por lo que no se forma una imagen (la imagen del objetivo se
forma en un plano en infinito). Una segunda lente (lente de tubo) forma una imagen
real en su foco (f,"). La magnificacién la da el cociente de las distancias focales.

M =fTUBO/fOBJ

Objective rubelens

Fo Parallel Ft
Optical Path .. Objective magnification
Mo= Ft /Fo Ft: Tube lens focal length
Fo: Objective focal length

Parallel Optital Path or
ESPACIO INFINITO o PARALELO Infinity Space
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SISTEMAS A INFINITO Common Infinity Correction Tube Lengths

Tube Length

La magnificacién de los objetivos se informa en LT T (millimeters)

conjunto con la lente de tubo: depende del Nikon 200

productor!!! Olympus 180
Leica 200

El conjunto [objetivo + lente de tubo] reemplaza Zeiss 164.5

al objetivo en un sistema finito.

Focal Length Finite System

[ (a)
Object On-Axis /
A _ Bays i Image

Objective Rays

Eyepiece
lc’,arallel Tube L
ube Lens
oz Focal Length Infinity System
> | b
Object ®
o4 Image Cada punto de la muestra resulta

en un haz de rayos paralelos
emergiendo del objetivo (en el
espacio infinito).

Objective  Tube '"'ﬁ',,.":;deme"

Lens Plane

Eyepiece

SISTEMAS A INFINITO: VENTAJAS

* Permite mucha flexibilidad en el disefo sin perder contraste ni resolucion.
* La Magnificacion NO depende de la distancia entre el objetivo y la lente de tubo.
* Se puede introducir varios elementos épticos (polarizadores, retardadores, etc.) en el
espacio infinito, sin importar su posicién, con la ventaja de que:
1. no se modifica la distancia parfocal
2. no se producen corrimientos en la imagen
3. no se introducen aberraciones esféricas
* Permite comparar directamente imagenes tomadas con distintas técnicas (DIC, Fluo, PC)

Infinity-corrected Finite Correction
Optical System Optical System

Objective Tube Object ive
Lens Lens Lens
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NOCIONES BASICAS DE OPTICA

“Light and video microscopy”
Randy Wayne

“Fundamentals of Light Microscopy and Electronic
Imaging”
Douglas E. Murphy

“Optics (4th Edition)”
Eugene Hetch

“Fundamental Optics”
Technical Guide Chapter
Melles Griot - CVI
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