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Resumen: El mundo microscOpico permanecié oculto al ser humano hasta la invencion del
instrumento Gptico conocido como microscopio, micro (pequefio), scopio (ver). Fue Zacharias
Janssen el primero en elaborar un microscopio, sin embargo se considera a Leeuwenhoek como
padre de la microscopia. Desde su origen, el microscopio conserva sus caracteristicas generales,
aunque pequefias modificaciones fueron mejorando poco a poco sus prestaciones.

Resumo: O mundo microscépico permaneceu oculto 6 ser humano ata a invencion do
instrumento 6ptico cofiecido como microscopio, micro (pequeno), scopio (ver). Foi Zacharias
Janssen o primeiro en elaborar un microscopio, sen embargo, considérase a Leeuwenhoek como
pai da microscopia. Dende a sUa orixe, 0 microscopio conserva as slas caracteristicas xerais,

ainda que pequenas modificacidns foron mellorando pouco a pouco as suas prestacions.
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INTRODUCCION

Es la curiosidad innata al hombre la que ha
hecho que se esforzase por observar todo lo
gue esta a su alrededor. Esto es lo que lleva
a inventar el telescopio, con el fin de acercar
y mostrar con detalle todo aquello muy leja-
no que el ser humano no puede ver a simple
vista. Y de la misma manera se inventa el
microscopio, revelando mundos diminutos

desconocidos para la humanidad.

HISTORIA

No se conoce con exactitud quién fue el
inventor y primer constructor del microsco-
pio. Algunos autores atribuyen su invencion
a los hermanos holandeses Hans y Zacarias
Jansen, a finales del siglo XVI, otros consi-
deran que fue Galileo (1564-1642), buen
conocedor de las propiedades amplificado-
ras de las lentes pulidas para la observacién
astronémica.

Sin embargo, uno de los mas famosos per-
sonajes en el campo de la microscopia fue
Anthony Van Leeuwenhoek (1632-1723).
Leeuwenhoek era un comerciante de telas
holandés que dedicaba sus ratos libres a su

gran pasion: tallar y pulir lentes (Fig. 1).

Fig. 1. Anthony Van Leeuwenhoek

En un principio, su intencién era mejorar

las lupas que habia por entonces y asi com-
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probar la calidad de las telas que vendia.
Hasta ese momento, a nadie se le habia
ocurrido examinar otros objetos con tales
lentes ya que creian que no valia la pena.
Sin embargo, Leeuwenhoek, con su curiosi-
dad insaciable comenzé a examinar saliva,
sangre, agua estancada, cerveza, para lo
cual iba perfeccionando cada vez mas las
lentes que fabricaba. Realmente lleg6 a ob-
sesionarse tratando de crear las lentes per-
fectas. Ided un microscopio que se conoce
como Microscopio simple, ya que esta for-
mado por una sola lente biconvexa y de
gran curvatura. Debido a la gran curvatura,
éste era muy poderoso y permitia observa-
ciones de méas de 300 aumentos. Para obte-
ner ampliaciones mas grandes, Leeuwen-
hoek hizo lentes cada vez mas pequefias
(llegando a fabricarlas con diametros de 1 a
2 mm).

Estas lentes son dificiles de sujetar y enfo-
car y por ello Leeuwenhoek las colocaba
entre dos placas de bronce. Lo que queria
observar lo situaba en la punta de un torni-
llo, de manera que podia regular de forma
precisa la distancia entre el objeto y la lente
(Fig. 2). El observador tenia que acercar el
ojo al instrumento y mirar a través de la len-
te.
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Fig. 2. Microscopio simple de Leeuwenhoek



Observo bacterias y protozoos, a los que él
mismo denomind “animaculos” (Fig. 3)
creando una gran confusién. En aquella
época la teoria de la generacion espontanea
afirmaba que algunos animales, como las
moscas o0 el gorgojo, se generaban a partir
de la materia putrefacta, la tierra, e incluso

el trigo.
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Fig. 3. “Animéculos de Leeuwenhoek”. Los primeros
dibujos de bacterias fueron publicados en 1684 por él
mismo, utilizando para sus observaciones un rudi-

mentario microscopio de fabricacion propia.

Examiné por vez primera los glébulos rojos
de la sangre y las fibras musculares. Y, sin
duda, su gran hallazgo fue descubrir que el
semen esta formado por espermatozoides,
tras examinar el eyaculado de un enfermo
de sifilis.

En 1665 se produce un salto cualitativo ya
que Giuseppe Campana construye un mi-
croscopio de 9 cm donde el avance sustan-
cial lo aporta un mecanismo de tornillo que
facilita el desplazamiento, lo cual mejora
notablemente la calidad del enfoque; ade-
mas, poseia una base circular de madera
con un orificio central que permitia observar
por transparencia.

Coetaneo a Leeuwenhoek fue un fisico
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inglés, Robert Hooke, quien ided un Micros-
copio compuesto (Fig. 4) con el que logré
observar celdillas de corcho a las que deno-
miné "células”, instaurando por primera vez
el uso de esta palabra. Su microscopio esta-
ba formado por dos lentes, el objetivo y el
ocular. Sin embargo, tenia grandes defectos
Opticos que lo hacian menos efectivo que el

simple.

Flg.4. Microscopio compuesto de Hooke

Durante el siglo XVI y XVII la microscopia
contribuyé a la aparicibn de numerosos
avances cientificos que perdieron fuerza
durante el siglo XVIII cuando se sufri6 un
periodo de oscurantismo cientifico acrecen-
tado por las limitaciones técnicas y las fal-
sas interpretaciones de las imagenes obteni-
das.

Las mejoras mas importantes de la Optica
surgieron cuando Abbe (inventor de los pris-
maticos) publica su teoria del microscopio.
Mejora la microscopia de inmersiéon en el
afo 1877, obteniendo hasta 2000 aumentos.
Dicha teoria revoluciona la microscopia, que
hasta entonces se basaba en métodos em-
piricos. Cabe destacar que Abbe y Carl
Zeiss trabajaban juntos en la universidad de

Jena, y ambos crearon la empresa mas
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grande del mundo dedicada a la fabricacién
de instrumentos opticos.

Los microscopios 6pticos alcanzaron su
limite de aumentos tedricos en 1930. A par-
tir de entonces ha sido un instrumento cada
vez mas perfecto y agudo, y un invento in-
discutidamente importante. Pero seria en el
siglo XX cuando la mecanica cuéntica esta-
blece que los electrones tienen también ca-
racteristicas ondulatorias como la luz, lo que
supone un sustancial avance: el microscopio
electrénico, que sustituyé la luz por electro-
nes vy las lentes épticas por campos magné-
ticos. El microscopio electronico de transmi-
sion fue el primer tipo de microscopio elec-
tronico desarrollado. Este utiliza un haz de
electrones en lugar de luz para enfocar la
muestra consiguiendo hasta 100.000 au-
mentos. Fue desarrollada por Max Knoll y
Ernest Ruska en Alemania en 1931. La re-
solucién de un microscopio electrénico es
mucho mayor que la de su pariente 6ptico,
pero no fue la Ultima palabra en materia de
microscopia.

Posteriormente, en 1942 se desarrollé el
microscopio electrénico de barrido. En 1950
se invent6 el microscopio de ionizaciéon de
campo, que ya daba una resolucién atémica
de muestras en forma de punta y que prepa-
ré el camino para el microscopio de efecto
tnel, también hijo de las novedades cuanti-
cas, y recientemente incorporado a los arse-
nales de la tecnologia. El primer prototipo de
microscopio de efecto tdnel fue construido
por Gerd Binnig y Heinrich Rohrer, de los
laboratorios IBM en Zurich, y fue en 1981
cuando pudieron resolverse todos los pro-
blemas inherentes a su funcionamiento. Se
logré atrapar a los electrones que escapan

en ese efecto tlnel para conseguir una ima-
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gen ultradetallada de la estructura atémica
de la materia con una espectacular resolu-
cion. Cada atomo se puede distinguir de
otro y esto ha sido esencial para el avance
de la microelectrénica moderna.

Muchos de los avances en quimica, biolo-
gia y medicina no se hubieran logrado si
antes no se hubiera inventado el microsco-
pio. Ha sido y es importante para el avance
de la ciencia ya que mediante él se pueden
estudiar y observar objetos u organismos

que no percibimos a simple vista.

TIPOS DE MICROSCOPIOS

Microscopio éptico compuesto

Se ha usado desde mediados del S. XVI, y
fue de importancia crucial para la evolucion
de la ciencia, siendo todavia, el principal
apoyo de la anatomia microscopica. El mi-
croscopio oOptico comun esta formado por
tres sistemas (Fig. 5): Sistema mecanico
que esta constituido por una serie de piezas
en las que van instaladas las lentes que per-
miten el movimiento para el enfoque.

Esta parte comprende el pie, que constitu-
ye la base sobre la que se apoya el micros-
copio; el brazo o asa, es la columna perpen-
dicular al pie que puede estar arqueada o
vertical y une el pie con el tubo; el tubo tiene
forma cilindrica y esta oscurecido interna-
mente para evitar los reflejos de la luz. Esta
unido al brazo mediante una cremallera y en
el se colocan los oculares y los objetivos; el
revélver es una pieza giratoria provista de
orificios en los cuales se enroscan los objeti-
vos y al girar permite colocar los objetivos
en posicion de trabajo; la platina es una pie-
za metalica plana sobre la que se coloca la

preparacién u objeto a observar; ésta pre-
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Fig. 5. Partes del microscopio

senta un orificio central que permite el paso
de los rayos procedentes de la fuente de
iluminacioén situada por debajo y consta de
dos pinzas que sirven para retener el por-
taobjetos, y de un sistema de cremallera
guiado por dos tornillos de desplazamiento
que permiten mover la preparaciéon de de-
lante hacia atras, o de izquierda a derechay
viceversa. El tornillo macrométrico y el mi-
crométrico son elementos que sostienen la
parte Optica y de iluminacidn permitiendo los
desplazamientos necesarios para el enfoque
del objeto de manera que el tornillo macro-
métrico al girarlo asciende o desciende el
tubo del microscopio permitiendo el enfoque
rapido de la preparacion, mientras que el
tornillo micrométrico su movimiento es casi
imperceptible y produce el deslizamiento del
tubo o la platina hacia arriba o hacia abajo
lograndose el enfoque exacto y nitido de la
preparacion. El Sistema optico es el encar-
gado de reproducir y aumentar las imagenes
y estd formado por los oculares y los objeti-
vos. Los oculares se colocan en la parte
superior del tubo y normalmente son dos

(microscopios binoculares), cada uno consta
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de dos lentes convergentes que captan
y aumentan la imagen de los objetivos,
los mas utilizados son los de 8, 10,
12.5 y 15 aumentos; los objetivos estan
colocados en la parte inferior del tubo
insertados en el revélver que permite
cambiarlos facilmente, producen una
imagen real, invertida y aumentada de
los objetos. Los més utilizados son los
de 4, 10, 40 y 100 aumentos. En la
cara externa de cada objetivo se indi-
can sus caracteristicas principales co-
mo el aumento que producen, la aper-
tura numeérica, ademas llevan un anillo
coloreado en su extremo inferior que indica
el nimero de aumentos (rojo-4X, amarillo-
10X, azul-40X y negro-100X). El Sistema de
iluminacién dirige la luz natural o artificial de
tal manera que ilumine la preparacién que
se va a observar. Antes solia estar formado
por un espejo mavil con dos caras, una con-
cava y otra plana. La cara concava se em-
pleaba preferentemente con iluminacion arti-
ficial y la plana con iluminacién natural
(solar); sin embargo, hoy en dia ya traen
incorporada una lampara. La fuente de ilu-
minacion es una lampara halégena de inten-
sidad graduable situada en el pie del micros-
copio. En su superficie externa puede haber
una especie de anillo para colocar filtros que
faciliten la visualizacion; el condensador es-
ta formado por un sistema de lentes cuya
funcion es concentrar la luz sobre la prepa-
racion; el diafragma esta ubicado en el inter-
ior del condensador y permite regular la can-

tidad de luz y la apertura numérica.

Microscopio de luz ultravioleta
Algunas sustancias denominadas fluoro-

cromos tienen la propiedad de ser excitadas
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cuando absorben luz ultravioleta (luz de lon-
gitud de onda corta que aumenta el poder
de resolucion del microscopio). A medida
gue las moléculas excitadas regresan a su
estado normal liberan el exceso de energia
en forma de luz visible de mayor longitud de
onda que la radiacion excitante, y a esta
propiedad se denomina fluorescencia.

La fuente luminosa de este tipo de micros-
copio emite radiaciones ultravioleta que
atraviesan unos filtros especiales que selec-
cionan la longitud de onda de los rayos lumi-
nosos que alcanzan la muestra y también de
los rayos emitidos por la propia muestra. La
imagen se muestra con fluorescencia en
placas fotograficas o con cualquier otra téc-
nica de foto emision. Es usado para la in-
vestigacion cientifica (deteccion de &acidos
nucleicos, proteinas, o en inmunofluores-

cencia).

Microscopio petrografico o de polariza-
cion

Estos microscopios estan especialmente
adaptados para el estudio de los componen-
tes minerales de las rocas igneas y las ro-
cas metamorficas. Cuenta con un prisma de
Nicol u otro dispositivo para polarizar la luz
gue pasa a través del objeto a examinar.
Otro prisma Nicol o analizador determina la
polarizacion de la luz que ha pasado a tra-
vés del objeto. El microscopio tiene un so-
porte giratorio que indica el cambio de pola-

rizacion.

Microscopio de campo oscuro

Es un microscopio Optico ordinario cuyo
condensador ha sido modificado para dirigir
la luz a la preparacién desde los lados, de

tal modo que solo la luz difractada por la
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preparacién pasa al ocular y se hace visible.
A causa de esta disposicion, la muestra
aparece iluminada sobre un fondo oscuro.
La microscopia de campo oscuro hace posi-
ble la observacion en estado vivo de las par-
ticulas y células que de otra manera estari-
an por debajo de los limites de resolucion
del microscopio 6ptico, aunque resulten visi-
bles pocos detalles estructurales. Ha sido
ampliamente utilizado en el estudio de pe-
guefias células moviles tales como Trepone-
ma pallidum, la espiroqueta causante de la
sifilis, que es invisible con la microscopia

Optica ordinaria.

Microscopio de contraste de fase

Este microscopio revela ligeras variaciones
del indice de refraccién de las sustancias
observadas. Es un aparato éptico debido a
Zernike que permite observar variaciones
minimas de la fase de vibracion de los rayos
que cruzan la preparacion. Se coloca un
diafragma anular en el condensador y detras
del objetivo una lamina desfasante. Las va-
riaciones de fase se traducen en variaciones

de luminosidad en la imagen.

Microscopio electronico

A principios del S. XX se inventa el micros-
copio electrénico. Este modelo de microsco-
pio utiliza electrones para iluminar la mues-
tra a estudiar. Dado que los electrones tie-
nen una longitud de onda mucho menor que
la luz pueden mostrar estructuras mas pe-
quefias.

Todos los microscopios electrénicos cuen-
tan con varios elementos basicos: un cafién
que emite los electrones que chocan contra
el espécimen, lentes magnéticas que crean

campos que dirigen y enfocan el haz de



electrones, sistema de vacio (los electrones
pueden ser desviados por las moléculas de
aire) y un sistema que registra la imagen
que producen los electrones. Los electrones
se concentran sobre el objeto y después son
refractados por unos condensadores que
hacen de lentes. Coinciden sobre una pan-
talla fluorescente en la que se dibuja la ima-

gen del objeto.

Microscopio electrénico de transmision
Permite la observacion de la muestra en
cortes ultrafinos. Dirige el haz de electrones
hacia el objeto a examinar y una parte de
éstos rebotan o son absorbidos por el objeto
y otros atraviesan formando una imagen
aumentada (Fig. 6). Pueden aumentar un
objeto hasta un millon de veces. El primer
microscopio electrénico de transmisién co-

mercial lo construyé Siemens en 1939.

Fig. 6. Microscopio electronico

Microscopio electrénico de barrido

Crea una imagen ampliada de la superficie
del objeto. Explora la superficie de la mues-
tra punto a punto, al contrario que el ante-
rior. Su funcionamiento se basa en recorrer
la muestra con un haz muy concentrado de

electrones. Los electrones pueden disper-
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sarse en la propia muestra o provocar la
aparicion de electrones secundarios. Los
electrones perdidos y los secundarios son
recogidos y contados por un dispositivo
electrénico situado en los laterales. Cada
punto leido en la muestra corresponde a un
pixel en la pantalla del ordenador. A medida
gue el haz de electrones barre la muestra,
se genera la imagen en el monitor. Pueden
ampliar objetos hasta 200.000 veces. Al
contrario que los de transmision o los Opti-
cos, producen imagenes realistas tridimen-

sionales del objeto observado.

Microscopio de efecto tunel

El efecto tinel es un efecto mecanocuanti-
CO que consiste en que una particula atra-
viese una barrera de potencial sin tener
energia suficiente para rebasarla.

Podriamos definirlo como una maquina
capaz de revelar la estructura atdmica de
los objetos. Las técnicas aplicadas se cono-
cen también como "de barrido de tunel" y
estan asociadas a la mecéanica cuéantica. Se
basan en la capacidad de atrapar los elec-
trones que escapan en ese efecto tunel, pa-
ra lograr una imagen de la estructura atémi-
ca de la materia con alta resolucién, en la
gue cada atomo se puede distinguir de otro.

Una vez realizado el proceso en el micros-
copio, escaneando la superficie del objeto y
haciendo un mapa de la distancia entre va-
rios puntos, se genera una imagen en tres
dimensiones. Los microscopios de efecto
tinel también han sido utilizados para pro-
ducir cambios en la composicion molecular
de las sustancias. Es fundamental en el
campo de la nanotecnologia y la nanocien-
cia. Fue inventado por Binning y Rohrer en

1981, quienes fueron galardonados con el
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Premio Nobel en 1986 por su descubrimien-

to.
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