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OBJETIVOS

General:

Desarrollar las habilidades basicas en el conocimiento y manejo del microscopio con el fin de analizar
adecuadamente micropreparados estableciendo medidas reales de las estructuras observadas.

Especificos:

¢ |dentificar y explicar las funciones de las partes de un microscopio compuesto

o Aprender a realizar montajes humedos y determinar la magnificacion de lo observado.

e Determinar el diametro del campo de visién en los diferentes objetivos utilizados, y calcular
tamanos reales de las diferentes estructuras observadas.

REFERENTES CONCEPTUALES

Palabras clave: Partes del microscopio, Montaje humedo, Unidades de medida, Diametro campo de
vision.

La invencion de dos aparatos de 6ptica, el telescopio y el microscopio compuesto, a finales del siglo
XVI 'y principios del XVII, ha contribuido a modificar la concepcion que el hombre tenia del mundo.
Con el primero se empezd a sondear la profundidad del cosmos y con el segundo el mundo de lo
infinitamente pequefio (1).

Hacia los afios 1590 y 1610, se reconocié como el primer constructor del microscopio compuesto a
ZacchariasJanssen de Middleburg (Holanda). Posteriormente, Antoine Van Leewenhoek también
holandés, revelé el mundo de los organismos microscépicos al observar los animaliculos conocidos
hoy como protozoarios y bacterias, presentes en gotas de agua, que observdé en un microscopio
simple o lupa, constituido por una lente esférica. Los microscopios actuales se parecen muy poco a los
primeros aparatos y paralelo a su desarrollo y perfeccionamiento, se han logrado importantes
descubrimientos (1).

Existen diversos microscopios y tipos de iluminacion; entre los principales se encuentran: el
microscopio comun de luz transmitida o combinado con iluminacion por transmisién y reflexién, con
campo oscuro, con contraste de fase: el microscopio invertido, el microscopio con luz polarizada y el
microscopio con luz ultravioleta. Los anteriores trabajan con luz foténica, mientras el microscopio
electrénico tiene como fuente de luz haces de electrones y en vez de lentes utiliza campos
electromagnéticos (1).
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Es asi como los bidlogos frecuentemente utilizan el microscopio de luz para observar especimenes
con tamafos muy pequefios. Un microscopio de luz es un sistema coordinado de lentes arreglados
para producir una imagen bien clara y definida del espécimen con un mayor tamano. La invencion del
microscopio de luz fue muy importante para la biologia, debido a que éste fue usado para formular la
teoria celular y el estudio de la estructura biolégica a nivel celular. El microscopio de luz revelé un
infinito mundo al ojo y la mente humana. Hoy es un instrumento fundamental para la mayoria de los
cientificos que requieren de él (1).

Partes del microscopio
El microscopio compuesto (figura 1) esta conformado por:
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Figura 1. El microscopio compuesto y sus partes.Fuente:
http://moblog.whmsoft.net/related_search.php ?keyword=microscopio+partes&language=spanish&depth=2

Parte Mecanica
¢ Pie o soporte: Sirve como base al microscopio y en él se encuentra la fuente de iluminacion.
¢ Platina: Superficie sobre la que se colocan las preparaciones. En el centro se encuentra un
orificio que permite el paso de la luz. Sobre la platina hay un sistema de pinza o similar, para sujetar
el portaobjetos con la preparacién, y unas escalas que ayudan a conocer qué parte de la muestra
se esta observando. La platina presenta 2 tornillos, generalmente situados en la parte inferior de la
misma, que permiten desplazar la preparacion sobre la platina, en sentido longitudinal y transversal
respectivamente.
e Tubo: cilindro hueco que forma el cuerpo del microscopio. Constituye el soporte de oculares y
objetivos.
o Revolver portaobjetivos: estructura giratoria que contiene los objetivos.
e Brazo: une el tubo a la platina. Lugar por el que se debe tomar el microscopio para trasladarlo de
lugar.
e Tornillo macrométrico (enfoque grueso): sirve para obtener un primer enfoque de la muestra al
utilizarse el objetivo de menor aumento. Desplaza la platina verticalmente de forma perceptible a
simple vista.
o Tornillo micrométrico (enfoque fino): sirve para un enfoque preciso de la muestra, una vez que
se ha realizado el enfoque con el macrométrico. También desplaza verticalmente la platina, pero de
forma practicamente imperceptible.
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e En la mayoria de microscopios de luz, estos dos tornillos se encuentran en un mismo eje, en
donde el mecanismo de funcionamiento es por pifnones muy finos llamado de cremallera, el cual no
puede ser forzado so pena de ser estropeado.

Parte Optica
o Oculares: son los sistemas de lentes mas cercanos al ojo del observador, situados en la parte
superior del microscopio. Son cilindros huecos provistos de lentes convergentes cuyo aumento se
resefa en la parte superior de los mismos (generalmente 10X).
o Objetivos: son sistemas de lentes convergentes que se acoplan en la parte inferior del tubo,
mediante el revélver. Un anillo coloreado es distintivo de los aumentos de cada objetivo, que
también van resefiados en el lateral del mismo. Los objetivos corrientes utilizados son: 4X y 10X o
de menor aumento, 40X o de mayor aumento y 100X o de inmersion, esto porque el objetivo no
enfoca bien la preparacion al aire, y se debe utilizar un aceite especial, llamado de inmersion.
¢ Condensador: sistema de lentes convergentes que capta los rayos de luz y los concentra sobre
la preparacién, de manera que proporciona mayor 0 menor contraste.
o Diafragma: mecanismo que al abrirlo o al cerrarlo permite graduar la intensidad de la luz. Bajo el
diafragma se encuentra ocasionalmente un Anillo Portafiltro. Tanto el condensador como el
diafragma se encuentran conformando una unidad bajo la platina.
o Fuente de iluminacion: el aparato de iluminacién esta constituido por una lampara halégena de
bajo voltaje (12V) situada en el pie del microscopio. La luz procedente de la bombilla pasa por un
reflector que envia los rayos luminosos hacia la platina, los rayos luminosos atraviesan asi el
condensador y la preparacion para finalmente pasar por el objetivo y el ocular, que estan
dispuestos en el mismo eje 6ptico.
o Distancia de Trabajo o Distancia Focal: es el espacio que existe entre la superficie de la lente del
objetivo y la laminilla, una vez se encuentre enfocada la preparacion. A mayor aumento del objetivo
disminuye la distancia de trabajo, y para los objetivos de mayor aumento y de inmersién es menor
de 1mm; o sea, estos objetivos se colocan muy cerca de la preparacion, pero no deben tocarla
directamente, ya que se puede romper la laminilla, o rayar los objetivos o causar dafio mecanico al
microscopio (2).

Principios épticos

Una lente sencilla (biconvexa) posee dos focos, uno a cada lado de la lente, cuando los rayos
luminosos pasan a través de la lente, se concentran en el foco. Si el objeto se coloca a una distancia
mayor del foco, se obtiene una imagen real; mientras que si el objeto se localiza a una distancia menor
del foco, la imagen sera virtual.

Se podria pensar que al emplear lentes adicionales se lograrian mayores aumentos, pero en la
formacion de la imagen, no solo es importante la ampliacion, se requiere que la imagen sea nitida,
para lo cual es necesario combinar los diferentes poderes del microscopio, los cuales son:
¢ Poder de aumento: Permite magnificar la imagen. En general el nuUmero de aumentos esta dado
por la relacién: A = # ocular X # objetivo
o Poder de resolucién: Capacidad de distinguir claramente los pequefios detalles presentes en un
objeto. Para la mayoria de las personas, los objetos que estan separados entre si por una distancia
menor de 0.1 mm, no pueden ser vistos como objetos separados a simple vista. EI microscopio
permite visualizar de forma separada objetos que estan mucho mas unidos, aun objetos que de otra
forma parecen constituir una unidad.
o Poder de definicion: Permite formar imagenes claras, nitidas con contornos definidos.
o Poder de profundidad de foco (penetracion): Permite observar varios planos con un mismo
enfoque.
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Verificaciones Preliminares
¢ Al iniciar la practica llene la hoja de inventario con los datos correspondientes al microscopio
asignado.
¢ Siva a mover el microscopio tdmelo con una mano del brazo, y con la otra mano sosténgalo por
la base. Utilice siempre las dos manos al transportar el microscopio. Coléquelo cuidadosamente
sobre la mesa de laboratorio de tal manera que los oculares queden mirando hacia usted.
¢ Revisar que todas las partes se encuentren limpias y en buen estado. Si presentan dano alguno
avise inmediatamente a la persona encargada o al docente.
o Gire el revolver hasta que el objetivo de menor aumento 4X quede alineado con el ocular (se
siente un golpecito al quedar en posicion de uso). Abra luego el diafragma completamente y gradué
el condensador de tal manera que quede cerca de la platina. Mire por el ocular y haga los ajustes
finales hasta que el CAMPO DE VISION quede uniformemente iluminado (a manera de una luna
llena).
¢ Silas lentes de los oculares u objetivos estan sucias u opacas, limpielas con el papel de arroz
impregnado de alcohol isopropilico, moviéndolo circular y suavemente. NUNCA use tela u otro tipo
de papel, RAYARA los lentes.
¢ Realice todas las observaciones propuestas e indique en cada una de sus figuras o dibujos:
nombre del objeto observado y sus detalles o contenidos, tipo de montaje, aumento, tamarios, etc.
e Una vez terminada la practica gire el revélver de tal forma que el objetivo de menor aumento
(4X) quede alineado con el ocular en forma vertical y a una distancia de 4 o 5 cm de la platina. Esto
se llama POSICION DE TRABAJO.

Preparacion de un Montaje Himedo
e Sobre una lamina portaobjetos limpia, coloque una gota de agua
o Dentro de la gota de agua coloque el objeto que va a observar
e Acerque la laminilla cubre objetos en posicidon oblicua y apoyando una arista sobre el
portaobjetos al lado de la gota, déjela caer suavemente sobre esta, evitando la formacién de
burbujas de aire.
e La preparacién debe quedar totalmente cubierta y embebida en el liquido. Evite el exceso de
agua (o colorantes en preparaciones coloreadas) en los bordes de la laminilla o sobre esta, retire el
exceso con papel absorbente.
e Antes de colocar la lamina sobre la platina, filese que esté completamente seca en la parte
inferior. Si Usted ve que la preparaciéon se esta deshidratando puede agregar agua por goteo al
lado de la laminilla (3).

Manejo del Microscopio

Para el uso correcto del microscopio es importante y necesario seguir los pasos que se describen a

continuacion:
¢ lluminacioén: prenda el microscopio con el objetivo de menor aumento (4X), observe por el ocular
y ajuste la luz hasta lograr una iluminacion uniforme en el campo de vision (a manera de una luna
llena). El condensador debe estar cerca de la platina y el diafragma abierto.
e Enfoque visual a menor aumento, coloque la preparacion centrada en la platina. Mirando por
fuera acerque el objetivo a la lamina, girando el tornillo macrométrico hasta que quede a una
distancia ligeramente menor de la distancia de trabajo (3 cm para 4X y 1 cm para 10X). Ahora
enfoque a través del ocular subiendo lentamente el objetivo (o retirando la platina segun el
microscopio) hasta ver la imagen del preparado. Una vez obtenida la imagen, complete el enfoque
con el tornillo de ajuste fino (micrométrico). Si es necesario, gradue la intensidad luminosa,
ajustando la apertura del diafragma y la altura del condensador (si el condensador es fijo, varie la
cantidad de luz, evite sobre iluminacion.
e Enfoque visual a mayor aumento: una vez observada la preparacion en menor aumento (4X y
10X), pase a posicion de trabajo el objetivo de mayor aumento, girando suavemente el revolver. Si
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observa que la lente tropieza con la preparacion, separela levemente del objetivo empleando el
tornillo macrométrico y posteriormente proceda a acercar el objetivo a la preparacion (en este caso
casi pegado al cubre objeto, menos de 1mm) observando por fuera y no a través del ocular.
Enfoque la imagen con el tornillo micrométrico, siempre alejando el objetivo de la preparacion.

o Enfoque visual con el objetivo de inmersién (100X): teniendo la preparacion enfocada en 4X,
coloque una gota de aceite de inmersion sobre la laminilla (si la preparacion es un extendido fijado
al calor, coloque la gota de aceite de inmersién directamente sobre la [amina), posteriormente gire
suavemente el revolver directamente al objetivo 100X (es decir, de 4X a 100X, SIN PASAR por 10X
y 40X) y proceda como en el caso anterior, teniendo en cuenta que la distancia de trabajo es
menor. Una vez realizada la observacién de la preparacién, limpie con el papel de arroz y alcohol
isopropilico el objetivo de inmersion (4).

4. CONSULTA PREVIA

- Indique los diferentes poderes del microscopio y ¢En cuales preparaciones es mas notorio cada
uno de ellos?
- ¢,Como se determina el poder de aumento en una lupa?.
- ¢ Por qué se utiliza aceite de inmersién para enfoque en el objetivo 100X?
- ¢ Cuanto equivale un milimetro en micras?
- Cite tres diferencias entre microscopio de luz y microscopio electrénico.
- ¢,Como se obtiene la amplificacién de un paramecio aumentado 400 veces su tamafo real?
- ¢Cuadl es la unidad maxima de medida en microscopia optica?
- Si se observa una célula usando un objetivo 45X y un ocular 12 X, ¢cual es la amplificacion del
tamano real?
- Relacione y seleccione los descubrimientos y observaciones siguientes, con el respectivo autor:
Jensen, Hooke y Leeuwenhoek:
A) Protozoos, Celulosa, Microscopio
B) Células de corcho, Microscopio simple,Protozoos
C) Microscopio, Celdillas, Ameba
D) Microscopio simple, Células de corcho, Protozoos
E) Protozoos, Células de corcho, Microscopio simple

5. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

A. Materiales y reactivos:

Materiales Reactivos Equipos
Nombre Cantidad Nombre Cantidad
Papel de arroz trozos Aceite de inmersion 3 fcos 1 microscopio
Goteros 3 unid Alcohol isopropilico 1 fco

B. Materiales que debe traer el estudiante:

SIEMPRE
Papel absorbente 1 rollo
Laminas portaobjeto 1 caja
Laminas cubreobjeto 1 caja
Goteros 3 unidades
Bisturi 3 unidades
Pinza algodonera 3 unidades
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PARTE A
Papel milimetrado mantequilla 1 hoja
Flores con anteras (polen) 5 unidades
PARTE B
Papel periédico impreso 1 hoja
Tela de colores (escosesa) Trozo de 10cm x 10cm

6. PROCEDIMIENTO

La practica de microscopia se divide en dos partes (A y B), las cuales se realizaran segun las
necesidades del programa al cual esta dirigida y criterio del docente a cargo. De esta manera los
objetivos estan planteados para ser cumplidos de acuerdo con dichas necesidades y segun
indicaciones del docente.

PARTE A

MONTAJES A REALIZAR

1. Montaje humedo con papel milimetrado mantequilla

2. Montaje humedo con granos de polen o de agua de acuario
3. Montaje de diversos preparados

Figura 2.Montaje himedo con papel milimetrado mantequilla Figura 3.Montaje hiumedo con granos de polen. Fuente:

Fuente:http.//datateca.unad.edu.co/contenidos/201101/curso/Micr  https://biologia2im6.wordpress.com/equipo-4/practicas-del-
oscopio.htm equipo/practica-no-7-reproduccion-sexual/

Determinacion del Diametro de Campo de Visién

Si bien el aumento total dado por el microscopio compuesto indica el nUmero de veces en que se ha
ampliado la imagen, este no informa sobre el tamafo real del objeto observado. Para determinar el
tamano real de cualquier objeto, es necesario primero determinar el diametro del campo de vision en
cada uno de los objetivos que posea el microscopio. Por lo tanto para calcular el diametro de campo
de vision en cada objetivo, proceda de la siguiente manera:

¢ Humedezca un cuadro de papel milimetrado mantequilla de 1 cm por cada lado y coléquelo
sobre una lamina portaobjeto.

o Enfoque con pequefio aumento (4X). Haga coincidir una linea del papel milimetrado (puede ser
la horizontal) en forma tangencial al campo de visién, mientras que con la otra linea (la vertical) la
debe hacer pasar por el centro del campo de vision, formando una T (ver esquema). Como se sabe
que cada lado tiene un milimetro, se puede calcular aproximadamente el diametro, contando el
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numero de cuadros que pasan por el centro del campo de vision, equivalente al numero de
milimetros.

e Calcule el diametro total que tiene el campo de vision para dicho objetivo.

¢ Realice el mismo ejercicio para los demas objetivos.

o Realice las conversiones del caso y tome nota de sus conclusiones.

Ejemplo: Si usted ve cuatro cuadros, es decir, 4 mm, con un ocular 10X y un objetivo 4X, equivale a

decir que con un aumento de 40 veces, Usted tendra un campo visual de 4 milimetros de diametro
(debe utilizar la unidad de medida de microscopia: micras).

L~

AN
\

J
Nu%

Debe tener en cuenta que la unidad de medida en microscopia es el micrdmetro o micra (y) cuya
equivalencia es de 0,001 mm, por lo tanto todas las medidas debe presentarlas bajo esta unidad.

También debe ser lo mas cuidadoso y aproximado posible en la determinacion del diametro del campo
de visién del objetivo 4X, porque este valor sera utilizado mas adelante para los calculos con los
demas objetivos (10X, 40X, 100X).

Para determinar los didametros de campo de vision calculados (segun el anexo 1) debe proceder de la

siguiente manera:

» Hallar una unica constante (K) multiplicando el valor de menor objetivo con su respectivo valor de
didmetro observado; ej: 4x * 4000y — K=16000

» Dividir la constante (K) entre cada uno de los objetivos a los cuales se quiere hallar su respectivo
diametro de campo de vision; ej:

Objetivo 4x:  16000/4x = 4000y — didametro de campo de visidén calculado

Objetivo 10x: 16000/10x = 1600y — diametro de campo de vision calculado

Objetivo 40x: 16000/40x = 400y — didametro de campo de vision calculado

Objetivo 100x:16000/100x = 160y — diametro de campo de vision calculado

Para determinar el tamano real (en micras) de cualquier estructura (letra, polen, célula,

microorganismo, etc.) se procede de la siguiente manera:

» Tener en cuenta que el didmetro de cualquier objetivo se puede valorar como un 100%

» Registre el dato en cuanto a porcentaje que ocupa la estructura observada con respecto al 100%
del diametro del objetivo en cuestion

» Realizar una regla de tres para hallar tamafio real en micras de la estructura observada

Ej:

Diametro campo de vision en el objetivo 4x =

~ Estructura observada que ocupa el 20 % del
diametro del campo de vision en el objetivo 71 11
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100% — 4000y
20% — X?

X =20% * 4000u / 100% — X =800p
Es el tamafo real de la estructura

observada en 4X

Realice los montajes respectivos con los granos de polen o el agua de acuario, segun indicacién del
docente, (no olvide las recomendaciones anteriormente dadas en el aparte PREPARACION DE UN
MONTAJE HUMEDO:

En el centro del portaobjetos coloque una gota de agua, luego la muestra: granos de polen,
cubra la muestra con una laminilla. Inicie la observacién de la preparacién con el objetivo de menor
aumento y vaya cambiando cada vez a mayor aumento.

e Si es necesario hacer la observacion en el objetivo 100X o de inmersion, hagalo con sumo
cuidado siguiendo cada uno de los pasos; cualquier descuido puede conducir al dafo de la lente o
la ldmina.

Realice los dibujos correspondientes, grandes y claros. Si es necesario colocar nombres a las
diferentes estructuras, hagalo.

¢ Al terminar los enfoques, humedezca el papel de arroz con alcohol isopropilicoylimpie la lente
(100X) con mucho cuidado.

No olvide tener en cuenta el diametro de campo de visiébn para cada objetivo para asi poder
determinar el tamano de las estructuras observadas en los diferentes preparados para cada
objetivo.

e Tenga en cuenta realizar descripciones detalladas de las observaciones. Luego le seran de
utilidad para el analisis de los resultados.

Diligencie la tabla de datos (anexa) en donde debe calcular diametro de campo de vision y
tamanos reales de las estructuras observadas

PARTE B

MONTAJES A REALIZAR
1. Montaje humedo de tela delgada con diferentes colores (tela escocesa).

2. Montaje humedo de letra de papel periédico.
3. Montaje de diversos preparados.

AL e “Jﬂ“"»
Figura 5.Montaje humedo con letra. Fuente:

. a‘i 8

= Tt E . - B
Figura 4. Montaje humedo con tela. Fuente:

http://www.microscopiosbarcelona.com/web/que-
observar-y-como/empezando.html|

http://jheysonngilromero.blogspot.com/2012/06
/laboratorio-n-2-microscopia.html|
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Realice los montajes respectivos con la tela de diferentes colores, con la letra de papel periddico,
(no olvide las recomendaciones anteriormente dadas en el aparte PREPARACION DE UN
MONTAJE HUMEDO:

o En el centro del portaobjetos coloque una gota de agua, luego la muestra: la letra o la tela, cubra
la muestra con una laminilla. Inicie la observacion de la preparacién con el objetivo de menor
aumento y vaya cambiando cada vez a mayor aumento.

e Si es necesario hacer la observacion en el objetivo 100X o de inmersion, hagalo
cuidadosamente siguiendo cada uno de los pasos; cualquier descuido puede conducir al dafio de la
lente o la lamina.

¢ Realice los dibujos correspondientes, grandes y claros. Si es necesario colocar nombres a las
diferentes estructuras, hagalo.

o Al terminar los enfoques, humedezca el papel de arroz con alcohol isopropilico y limpie la lente
(100X) con mucho cuidado.

¢ No olvide tener en cuenta la magnificacion de las muestras para cada montaje.

e Tenga en cuenta realizar descripciones detalladas de las observaciones. Luego le seran de
utilidad para el analisis de los resultados.
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INFORME DE LABORATORIO

Integrantes: Codigo:

1. TABLA DE RESULTADOS:

Diligencie la tabla correspondiente al anexo 1 con los datos registrados en la practica y halle los
diametros calculados de los diferentes objetivos del microscopio; igualmente halle los tamafios reales
de las diferentes estructuras observadas, anexando los procedimientos o calculos de manera
ordenada y légica.

2. DISCUSION DE RESULTADOS:

A partir de los resultados de la tabla del anexo 1 analice dichos resultados relacionando tamaros de
cada preparado en los diferentes objetivos, igualmente relacione resultados de tamafos de los
diferentes preparados en los diferentes objetivos.
Responda las siguientes preguntas:

- Se cumplieron los objetivos propuestos en la practica?

- Eltamafnio real de la letra es igual o diferente en los distintos objetivos? Explique

- Responda la anterior pregunta teniendo en cuenta los demas montajes

- Qué relevancia tiene para la medicina el uso del microscopio?

- Qué importancia tiene para la aplicacion clinica conocer el tamario real de los microorganismos

o de las células?

3. CONCLUSIONES:

Plantee 3 conclusiones en forma argumentativa con respecto a la practica realizada
4. BIBLIOGRAFIA:

Ingrese la lista de referencias utilizadas para la resolucion del informe. Cite de acuerdo con las normas
APA
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Anexo 1: Tabla de Resultados

Tamario Real de la:

Ocular | Objetivos | § Observado Datos 1* Datos 2° Datos 3* ¢ Calculado 12 2 3=
Campo Observacion Observacion Observacion Campo Observacion Observacion Observacion
Vision Vision

La1® observacién corresponde a:

La ?* observacién corresponde a:

La 3* observacién corresponde a:

11 ] 11



