OPTICA INSTRUMENTAL

v
|_
LLI
>
O
|_
o
O
>.
<
O
|_
o
O
Z
LL
1
=
a

(5=

1/48

TEMA 6.- EL MICROSCOPIO

= [ntroduccion.

= Estructura del microscopio.
= Aumento visual.

» Distancia de enfoque.

= Campo visual.

= Profundidad de enfoque.

= Diafragma de campo y reticulos.
» Los oculares.

= Apertura numerica.
= Luminosidad.

» Poder separador.
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EL MICROSCOPIO
6.1.- Introduccidén

Microscopio: Instrumento optico subjetivo para la observacion
de objetos cercanos constituidos por detalles cuyas dimensiones
se sitban por debajo del minimo separable por el ojo.

En principio, una lupa de gran aumento visual entraria en esta
definicidn, sin embargo, en la practica el valor del aumento de la
lupa esta limitado, ya que para valores del aumento superiores a
['=20 la lente seria demasiado pequenia.

e Lt el

¢ Qué solucion aporta el Microscopio?
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= El microscopio proporciona una imagen final muy aumentada
tras un proceso de doble etapa, mediante el acoplamiento de
dos elementos convergentes.

= E| objetivo proporciona una imagen intermedia real e invertida.

* La imagen intermedia sufre un aumento adicional bajo la
accion del ocular.

Fob

= El acoplamiento del objetivo y el ocular proporciona un
aumento maximo en torno a 2.000

Tema 6. EI microscopio M. Martinez / A. Pons
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6.2.- Estructura del microscopio
= Objetivo: En la practica, los objetivos son siempre sistemas

convergentes muy complejos.

= Ocular: En general, el ocular esta constituido por:
Lente de campo

Lente de 0jo

* A la distancia, t, entre el foco imagen del objetivo y el foco
objeto del ocular se le denomina intervalo optico o longitud
Optica del tubo.

Ocular

Objetivo

Cd, S z o ap
1 'I >
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Practica de laboratorio

<

o
1 E Fuente Objetivo Ocular
S 2 + : -
S B
=
In_: >-

<
)
z O
= o B " =
ZE) \% fob foc
= =
N O
O

% Construccion del Microscopio
=
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6.3.- Aumento visual

Al igual que en el caso de la Lupa, se define el aumento normal
del microscopio como el cociente entre el tamafo angular aparente,
W', de la imagen y el tamafio angular, W,, que tendria el objeto en el
caso de estar situado a -250mm del observador.

-250mm

Ocular

_ tanw’
tanw,

Tema 6. EI microscopio M. Martinez / A. Pons



7148
Ocular

Objetivo

_tanw'  y'0.25

I'= =06.T
tanw, y f_. Panl o

El Microscopio proporciona valores altos del aumento visual en un
proceso de doble etapa:
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Ocular
Objetivo

-t 0.25(m) 250 (mm)
fo o fo (M) £ (mm)

oc

r=p.rT, =025

= El Microscopio se comporta como una Lupa de focal '
= El aumento visual del Microscopio es negativo
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= Desde un punto de vista comercial el aumento del Microscopio se
suele especificar de la forma

mxn, donde m=|g,,| yn=T

* Objetivo m x (entre 10 y 100)
e Ocular x n (maximo 20)
= Los objetivos se disefian (aumento y correccion de aberraciones )
para una determinada longitud optica y, por tanto, no es conveniente
utilizarlos en microscopios con diferente valor de t.

OPTICA INSTRUMENTAL
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6.4.- Distancia de enfoque
= | a distancia de enfoque o distancia de trabajo, d,, es la distancia
desde el plano objeto hasta el veértice de la primera superficie del

objetivo.
= Para el caso ideal de un objetivo constituido por una lente delgada

Ocular

Objetivo

M. Martinez / A. Pons
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6.5.- Campo visual

= Porcion del objeto que es visible a través del Microscopio.

<
\IQ_: Calculo del campo de iluminacion media en el espacio optico imagen:
Z:I U§J = El ocular y la pupila del ojo estan en el espacio imagen.
—~ (O " Hay que calcular la posicion del conjugado del objetivo en el espacio imagen.
Wl
S % = La imagen final proporcionada por el microscopio esta en el infinito.
a > " Enlos microscopios la montura del objetivo actua siempre como Diafragma
= < deApertura (y Pupila de Entrada) y, por tanto, su conjugado en el espacio
(£ O imagen es la Pupila de Salida.
oy E Ocular
S \o Objetivo
= =
h i
O _j
EE
A
F
S
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6.5.- Campo visual
Posicion y tamafio de la Pupila de Salida del Microscopio

\< Ocular
E Objetivo
|_
< w —— e
= = 0 M+ )
5 E ob
S a
5 O Cd, S t C fe 4
ID_: >_ [ - >} > - >
U) g 1 1 1 1 1 folg f
Z |: ap = foc +Zp @ ap T foc"'m ¢PS_|ﬁp|¢ob Y ¢ob
< ol 0 0
o O Emergencia pupilar
=
al
O _j
o
- Para una observacion 6ptima la pupila del ojo ha de
-t situarse sobre la Pupila de Salida del Microscopio
AT
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Ocular

Objetivo

I _
e Pm
|_
I W
E =2 , | ,
prd O I de |f0b t foc l ap
w I > P - |
S Qo
> O calculo del campo de iluminacion media en el espacio optico imagen
|D_: : El semicampo imagen de iluminacion media es p
c£ O el angulo subtendido por la montura del ocular tanwp, = 2;?
<_E E desde el centro de la pupila del ojo P
O O
= 2
N O
O _j
o
O Campo de iluminacion media en ZP;n _ fo'c&
— el espacio optico intermedio a,
k
AT
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Ocular

Campo de iluminacion media en
el espacio optico intermedio

Campo de iluminacion media en
el espacio objeto (Campo visual)

2Pm =

fob foc foc _ 0.25 i

t a |F|a

P P
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Campo de iluminacion media en el espacio objeto (Campo visual)

\<_E me _ fob foc ¢c?c _ 0.25 ¢o'c
o t a, [I] a
] — p p
m 1
§ CED 2y, €s Inversamente proporcionalal’ y a,
T
S Qo
S5 O Se utilizan oculares compuestos para aumentar el campo
x >
=
(é) (I:) Ocular
<< O Objetivo
O O
- =2
E LLI /1 - -
O _j
o
0O
de f'ob 4 - ai)
,.F | > - > > >
o
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6.6.- Profundidad de enfoque
En general: la longitud optica t[ fo'b

U
ad
] E La posicion de la P.S = Plano focal imagen del Microscopio
<
E S U
Z O 1
|_|§J ~ XA
= 2 025Y , | eyorecad
o > Ay =| — Am(xpresa aenm)
5n S -
< cl:) El Microscopio trabaja en condiciones de AUMENTO NORMAL
al
ZE) ‘O Eiemolo Microscopio de 100 Aumentos A = 0.025mm — 25 m
= 5 Jomp Observador de A, = 4D ° #
O .
—
& | = La profundidad de enfoque de un Microscopio es reducida.
O |« El mecanismo de enfoque ha de ser muy preciso.
- = El Microscopio permite medir distancias axiales con gran precision.
A
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6.7.- Diafragma de campo y reticulos |mssspmpspsssimpstinpspspuist

= El Microscopio compuesto presenta frente a la Lupa la ventaja
adicional de la existencia de una imagen intermedia real.

= Sobre el plano de la imagen intermedia pueden situarse los
siguientes elementos :

* Diafragma de campo:.

* Reticulo: Elemento transparente, con dibujo de lineas o escala.
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Practica de laboratorio

é Para una observacion 6ptima la pupila del ojo ha de
. F situarse sobre la Pupila de Salida del Microscopio
L
< S
Z O
% E Ocul Pantalla
®) Difusor Objetivo ———&
z > W v 1 P>
7
zZ =
< o
O O
= =2
al LLI - ' ' ' -
O S oot o - apn
o
| Determinacion de la posicion y tamafo de la Pupila de Salida
o
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Escala de 20 mm

1div=0.2 mm

A

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Medicion de objetos

y'  2.2mm

(1 0.7mm

<

0
1 E 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
< S
Z O
ul = :
> % Medida del Aumento lateral del
=2 S objetivoy del campo visual
= <
p)
> O
<o
o O
= Z
S
O _j

-

= ﬂob:_3'2

2p. [15.6mm

y: =
18,0 3.2

(5=
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0.8.- Los oculares

El campo visual de un microscopio es inversamente proporcional
al aumento visual del mismo. Como consecuencia de ello el
campo visual de los microscopios de gran aumento es muy
reducido. Para aminorar este problema, los microscopios, y en
general todos los instrumentos oOpticos visuales, incorporan
oculares compuestos por dos lentes.

Ocular

Objetivo

Tema 6. EI microscopio M. Martinez / A. Pons
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He=Hy | H° HETH'E

- E- .: - _.l_
Lenté de /% Fy

0jo (E:,E)

' )
froti2 e
HF iV

H',F' —> H
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Objetivo

_ 250 ¢¢
25 ———- TE
) P &

El campo aumenta al utilizar oculares compuestos
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= El ocular analizado constituye la forma mas simple de un ocular doble. No es
conveniente, sin embargo, situar la lente de campo sobre la imagen intermedia
proporcionada por el objetivo, ya que:
 Es preciso evitar que posibles ralladuras o motas de polvo presentes en la
lente de campo aparezcan superpuestas con la imagen final.
 En muchas ocasiones, es necesario colocar sobre esta imagen intermedia
un reticulo para poder efectuar mediciones del objeto.
» En general, el disefio de los oculares es bastante complejo ya que se ha de
tener en cuenta, ademas, la compensacion de aberraciones.

Huygens Ramsdem
e TH,F Lente de e TH'E Hy TH’F HETH'E
Iojo o\ I : '

..... -_-L-l- e JF_-_-_ I

t" Fg Fo F:,c Fyg ._FE oc ' Fo Fii
Lente de
campo (L) I : I ;
i e=2fy i v L=/ fi .
fo=3f; fi =1~
Simbolo del Doblete
(3,2,1) (f'.e f") (3,2,3)
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Practica de laboratorio

_Objeto Objetivo ~ Ocular
\g — L I/ I §>~
o
1 \\ Lente de
< LL] ojo (LE)
E =2
Z O
= o
% o - ' ' = =
T > Sty
= <
n ., : :
Z E Construccion de un Microscopio con ocular doble.
al
S ‘O Estudio de la influencia de la Lente de campo:
~ 5 * Posicion y tamario de la Pupila de salida:
o  La emergencia pupilar disminuye.
— - )
o » El diametro de la PS no cambia.
O ) Campo visual: Aumenta.
E :> * Aumento visual: No varia.
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Objetivo Ojo artificial

< = I’ I I |
\E T L Ocular /
— |
I W
E =2
Z O
S
=
Io_: >-
<
0p)
z 9 , o
— I_ ' y
<< O o tanw=f—r,
IQ:) \CZ) r:tal’]W< Al
anw
o LW A ltanw, =2
O i 250 )
—
& Medida del Aumento visual del Microscopio
. con ocular simple y con ocular doble.
o

Tema 6. EI microscopio M. Martinez / A. Pons



26/48

6.9.- Apertura numerica del objetivo

Para caracterizar la apertura del haz util en un microscopio se utiliza la
denominada apertura numeérica. Esta magnitud juega un papel decisivo
tanto en la luminosidad como en el poder separador del microscopio.

AN =nsinc

Ocular

Tema 6. EI microscopio M. Martinez / A. Pons
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AN

AN

—m =500——mm

a

a

Tema 6. EI microscopio
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Ocular

AN =nsinc -
Ejemplo
AN =0.50
I=40x10=400 | 400
/ \ )
|l30b| — 40 x I, =x10

Tema 6. EI microscopio M. Martinez / A. Pons
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6.10.- Luminosidad

Para el caso de objetos extensos, se define la luminosidad como el
cociente entre la iluminacion retiniana en vision a través del instrumento
optico, y la obtenida en vision directa.

2
' ef
c. - Er _ {PS}
e 1
E'A )
En la practica totalidad de los casos las pupila de salida del microscopio
constituye la pupila de salida efectiva del acoplamiento.

(500 AN T ( 500 [AN T
Ce=1 =1
r (I)A roc (I)A Bob

o AN =050 2

ok

= IM|=40x10=400 b+ C,=(0.75) 22X020} g0
L 400x 4

LLI O =4mm

J
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En el caso en que, sobre un fondo oscuro, el objeto observado es
puntual, o sus dimensiones tan reducidas gque su imagen impresiona un
unico fotorreceptor, la luminosidad vale

1 2 ef 2
)] a

Cp= = T(—) -t
Observacion D'p X) \ 0a
con instrumento PE Observacion directa

PS
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\
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2 ef 2
{7 {8
> " fo foclt O

/ C,=T*C,

; Co
Ganancla en contraste : G, = Cc - I
€

. C,=I?C, =400°x0.02=3200

/
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6.11 Poder separador

El poder separador es la cualidad esencial de un microscopio ya que su
finalidad es proporcionar al ojo imagenes discernibles de los detalles
mas finos de los objetos.

Tema 6. EI microscopio M. Martinez / A. Pons
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Segun se establece en el Tema 3, y supuesto que las aberraciones han
sido convenientemente corregidas, el poder separador esta limitado por
el fendbmeno de la difraccion y por la estructura discreta de la retina.

= A los efectos de la difraccion, y asumiendo que la Pupila de Salida del
Microscopio es menor que la Pupila de Entrada del ojo, el limite de
resolucion vale:

0.61A 0.33
Nait =~ AN :> M gif :m“m

A ~0.55um

= Con respecto a la influencia de la estructura de la retina, al igual que
en el caso de la Lupa, el limite de resolucion vale:

tan(ay) 1 o — 100

_ ==—"um
F/< 10[T| T
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: : : . 10.614 100
» Si consideramos conjuntamente ambos factores: 7, = MaX AN |F|

4
_ Datos de la simulacion: — Mret
AN=0.5 2=0.55um 1
E 3 Nmic
=
"
el
r N
RS
8
z 2
8
; Zona de
g i aumento vacio
E
=

0 100 \Jui /) 200 300 400

Aumento visual: I

La interseccion de las dos curvas define el aumento util o superresolvente:
AN
N =100 > [Lua[=300AN
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_ sy :d, Ej emp lo
i AN =05 T,=10 ¢, =10mm
I 5 BOb — —15 p— |FUtI|| — 150
100 100
1E = m=0.67um
MNmic |F| 150 |2 |2
2 2
C o 500AN | 75(500x0.5j 013
° T du 150 % 4 |
2o = 250 Qg . 250 ¢y 35 250x%10 _067mm
"oqr| ay o |r| fi.  150x25

Tema 6. EI microscopio
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_ o - AN=05 T, =10 ¢, =10mm
i Bop =—30=| ||r|=300
Aumento visual: T |Futil| —150
Nimic = 0.67um Nimic = 0.67um
500AN )’ 500 0.5
e =T — 0.75( o j =0.033 C.=0.13
IO 300x4 €
% = 250 9; _ 250 Qoo _ 250x10 _ oo 20 =0.67mm
" |rlal, |r| fi, 300x25 "

Tema 6. EI microscopio
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6.12 Objetivos de microscopio

» Los objetivos de microscopio se disefian para proyectar sobre el plano
focal objeto del ocular una imagen aumentada del objeto. El disefio de
los objetivos busca la correccion optima de las aberraciones para
valores de la AN lo mas altos que sea posible.

Cuanto mejor es la correccion de aberraciones y mas alta la AN, mayor
es la dificultad de disefio y, por tanto, el precio del objetivo.

» Objetivos acromaticos: Son los mas baratos (y comunes). Corrigen
la aberracion cromatica axial para dos A (rojo y azul) y la aberracion
esféerica para el verde.

» Objetivos semi-apocromaticos —fluorita (Ph): Corrigen la aberracion
cromatica axial para dos A (rojo y azul) y la aberracion esférica también
para dos A.

* Objetivos apocromaticos: Corrigen la aberracion cromatica axial
para tres A (rojo, verde y azul) y la aberracion esférica para dos A.

Tema 6. EI microscopio M. Martinez / A. Pons
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Common Objective Optical Correction Factors
10x Achromat 10x Fluorite 10x Apochromat

Tema 6. EI microscopio M. Martinez / A. Pons
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60x Plan Apochromat Objective

Tema 6. EI microscopio M. Martinez / A. Pons
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Objective Color Codes

Magnification Color Code

12% Ho Color Assigned
1x Black
1.25% Black
1.5% Black
2X Brown
2.5 Brown
Ix Red
5X Red
10x Yellow
16x Green
20 Green
25u Turquoise
32% Turquoise
Jix Light Blue
Sl Light Blue
Gl Cobalt Blue
63x Cobalt Blue
100x White
150x White
250x White
il Black
Glycerol drange
Water White
Special Red

40/ 48

Immersion
Medium
Adjustment

Magnification

Color Code?, a

Immerﬁim"l’,
Medium
Color Code

Tema 6. EI microscopio
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60x Plan Apochromat Objective
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Objetivos de inmersion

n = Refractive Index n = Refractive Index n = Refractive Index
Low High Low High Low High

http://www.microscopyu.com/tutorials/java/objectives/immersion/index.htmi

Tema 6. EI microscopio M. Martinez / A. Pons
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Apertura Numeérica y distancia de enfoque

NA = n sin(f) NA = n sin(f)
D: 0.25 = 1.0 sin 15.0° 0.36 = 1.0 sin 21.5°
- Objective — Objective —
_l LIJ NA = Numerical Aperture MA = Numerical Aperture
< n = Refractive Index n = Refractive Index
2 = 1.00 (&ir) = 1.00 (Air)
E O FrontLens 8 = Angular Aperture Front Lens 8 = Angular Aperture
NA = 0.25 +— B (21.59) NA = 0.36
LIJ I_ +— @ (15.07)
2 % Numerical Aperture /'.I. / Mumerical Aperture
D . d Approximate Specimen Approximate
o >— Specimen/ | Magnification Magnification
2O T ”
Z I: NA = n sin(f) NA = n sin(f)
0.50 = 1.0 sin 30.0° 0.95 = 1.0 sin 72.1°
< o Objective— Objective —
\O NA = Numerical Aperture NA = Numerical Aperture
O n = Refractive Index n = Refractive Index
— Z = 1.00 (Air) = 1.00 (Air)
|— L] FrontLens 8 = Angular Aperture Front Lens — g (72.1°) 9= Angular Aperture
% «— 083009  yp-_gs0 Soec /| ' NA = 0.95
1 /| . pecimen
D_ Specimen Mumerical Aperture Numerical Aperture
D Approximate Approximate
Magnification Magnification
H - - - - - -
i http://www.microscopyu.com/tutorials/java/objectives/nuaperture/index.htmil
h—
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Objective Numerical Aperture and Working Distance

!

Optical Correction®

e i

By “
X o S
TR

NHumerical ‘Working Distance
Aperture (Millimeters)

and
Magnification

< ACH 10x 0.25 6.10
\ m— ACH 20x 0.40 3.00
ad ACH 40x 0.65 0.45
1 — ACH 60x 0.80 0.23
< L ACH 100x (0il} 1.25 0.13
— E PL 4x 0.10 22.0
= O PL 10x 0.25 10.5
T PL 20x 0.40 1.20
2 0 PL 40x _ 0.65 0.56
O PL 100x (Ol 1.25 0.15
D) PL FL 4x 0.13 17.0
o >- PL FL 10x 0.30 10.00
— < PL FL 20x 0.50 1.60
) O PL FL 44x 0.75 0.51
Z — PL FL 100x {0il) 1.30 0.10
—_— PL APO 1.25x 0.04 5.1
< o PL APO 2x 0.06 6.20
Q \O PL APO dx 0.16 13.00
— PL APO 10x 0.40 3.10
— Z PL APO 20x 0.70 0.65
o W PL APO 40x 0.85 0.20
O _| PL APO 60x {Oil) 1.40 1.10
o PL APO 100x {0il) 1.40 0.10
— *Abbreviations: Table 2
Q ACH, Achromat

PL, Plan Achromat
PL FL. Plan Fluorite
PL APO, Plan Apochromat

(5=
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Adjustable Numerical Aperture Objective
Objective '

edr
Aperture
Iris

Internal Iris Diaphragm

http://www.olympusmicro.com/primer/anatomy/specialobjectives.html
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Eyelens

Lens 3

Lens Group 2

Fined Aperiura Intermadiate
Diaphragm Image Position
Eya Tuba Lans Group 1
lamg

Objetivo
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Henry Crouch’s 47148

Microscope
{circa late 1800s)

BTET
), ...l G

Andrew Ross
Compound
Monocular

Microscope
(circa 1904)

. The Olympus
Leitz Monocular F{';?r\:: fgﬂg::]

Microscope
(circa 1930s)

OPTICA INSTRUMENTAL
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o
=
%
=

N
s

Reflected Light

\g !.Il:‘::a:lar
ad
- E Eyapinees
Ii z Wartical
5 IC_) Wuminator |
2 D_ Filter Slider=
D O Ohjective
In_: >
<
p)
z 9
< o
O O
- =2
h i
O
& Tra i Light
D I.T;p“kl?uulua
F
A
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