CAPITULO II
MICROSCOPIO COMPUESTO

Teoria del objetivo y del ocular. Doctrina de la visién microscopica
segiin Abbe.

El microscopio compuesto consiste esencialmente en un tubo
provisto en sus extremos de dos lentes: la superior que por
aproximarse al ojo del observador se llama ocular ; ¥ la inferior
que por dirigirse al objeto toma el nombre de objetivo.
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Opticamente, el microscopio compuesto funciona combinando
los dos casos 6 condiciones en que las lentes dan imégenes am-
plificadas : el objetivo opera como una méquina fotografica, 6 4
la manera de un aparato de proyeccion, es decir, que, por re-
sidir el objeto mas alld del foco principal, proyecta una imagen
real, invertida y amplificada ; y el ocular actiia como un micros-
copio simple, ¢ sea formando, de la imagen proyectada por el
objetivo, una copia virtual todavia méas grande, derecha con re-
lacion 4 aquélla, pero invertida con relacién al objeto. Para que
el ocular pueda funcionar como mieroscopio simple, es preciso
que reciba la imagen de proyeccién entre el foco principal y la
lente superior,

Conocida la teoria del ocular, pues, como acabamos de decir,
1o es otra que la del microscopio simple, diremos algo de la del
objetivo, 6rgano fundamental del microscopio compuesto.

Teoria del objetivo. — Cuando el objeto est4 situado mas alla
del foco principal de una lente, pero sin llegar al doble de la dis-
tancia focal, prodicese una imagen real invertida, y tanto méas
amplificada cuanto méas cerca del foco prineipal se halla el ob-
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jeto. Si éste se aparta hasta el doble de la distancia focal, la ima-
gen sera de tamaifio natural. :

Para construir la imagen (fig. 8), se trazan, como en la figu-
ra 1, el eje principal y los ejes secundarios e, e; se tiran luego
dos rayos incidentes » r, los cuales, después de refractarse en la
lente y aproximarse 4 la perpendicular, se enfreeruzan, dibu-
jando una imagen invertida y real. Esta imagen se halla justa-
mente en el paraje en que los ejes secundarios e e, después de
atravesar la lente, cortan los rayos incidentes invertidos.

La imagen se acrece en tamafio y en distancia de proyeccion,
4 medida que el objeto se aproxima al foco. Si el objeto coincide

Fig. 8. — Marcha de los rayos luminosos en el objetivo: A, B, imagen;
F, foco; e, ejes semmdari{‘m.

con el foco principal, no hay imagen, porque los rayos emergen

de un modo paralelo de la superficie posterior de la lente,

El aumento se calculara con la formula que expresa las rela-
ciones existentes entre el foco, la distancia del objetivo y la de
la imagen,

Sea 7 la imagen proyectada, ¢ el objeto, D la distancia de la
imagen 4 la lente, d 1a de la lente al objeto, f la distancia focal
y A el aumento. Tendremos:

A:L: "[i".'.i _f—,.
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Si el objeto se coloca en el doble de la distancia foecal, la ima-
gen serd de tamafio natural, porque siendo d = 2 f el tultimo tér-
mino de la ecuacién, puede reducirse 4
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El examen de la fig. 8 y la discusion de la formula citada nos
dardn 4 entender claramente que ;

1.° La imagen amplificada es real é invertida.

2.° El'aumento es tanto mayor euanto mas pequeiia es la dis-
tancia focal.

3.° Cuanto més se acerque el objeto al foco, més grande re-
sultard la amplificacion, y 4 mayor distancia se proyectara la
imagen.

4.° La imagen podri acrecerse al infinito cualquiera que fuere
la distancia focal, con tal de prolongar suficientemente la dis-
tancia de proyeccion, disminuyendo progresivamente la distan-
cia del objeto al foco. '

9.? La amplificacion podra acrecentarse indefinidamente aun
para proyecciones 4 corta distancia, con tal de achicar progre-
sivamente la longitud focal, 6 sea el radio de la lente. En esta
importante regla se funda la obtencién de grandes aumentos en
el microscopio compuesto.

Accidn combinada de objetivo y ocular.—Después de lo ex-
puesto, nada més ficil que comprender el mecanismo del au-
mento del mieroscopio compuesto, como puede verse en la fign-
ra 9. Del objeto a b, proyecta, el objetivo (obj.) una imagen real
¢ Invertida en a' »', es decir, més alla del foco (') principal del
ocular (oc.). En consecuencia, esta dltima lente transforma la
Imagen real aumentada b’ o' en 1a virtual y todavia més ex-
tensa B A. El observador percibe, pues, la imagen en B A, pun-
to donde los ejes secundarios que pasan por el ocular cortan la
prolongacion de la tltima direccién tomada por los emergen-
teslpymo,deunlado, y koy n i, de otro.

Del examen de esta figura y de la consideracién de las formu-

las antes expuestas, se infieren facilmente las siguientes propo-
siciones :

1.° La imagen crece conforme disminuye el foco del objetivo.

2.° La magnitud de la imagen con un mismo objetivo aumen-
ta & medida que disminuye la distancia focal del ocular.

3.° La amplificacion total del microscopio crece con el aleja-
miento del ocular del objetivo, lo que equivale 4 decir que,
cuanto menor sea la distancia entre el objeto y el foco principal
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del objetivo, méis distante y méds grande resultard la imagen
proyectada que debe amplificar el ocular.

Fig. 9. — Marcha de los rayos y formacion de las imigenes en el micros-

copio compuesto: Oby., objetivo: Oe.. ocular; a b, objeto microseopico ;

" a’; imagen real proyectada por el objetivo; A B, imagen virtual
engendrada por el ocular.

4.° Teéricamente, todo microscopio podria dar aumentos va-
riables al infinito, con s6lo aumentar suficientemente la distan-
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cia de proyeccion, lo que se logra aproximando progresivamen-
te el objeto al foco del objetivo; pero en la practica sélo son
aprovechables los aumentos obtenidos con objetivos de foco cor-
to, por cuanto solamente éstos suministran imagenes fuertemen-
te amplificadas 4 distancias relativamente cortas. Por esta ra-
z6n, se ha dicho, aunque incorrectamente, que el aumento esti
en razon inversa de la distancia focal del objetivo.

El aumento del microscopio compuesto se obtiene multiplican-
do el del objetivo por el del ocular, como expresa la férmula si-
guiente, que comprende una de las relaciones que sirven para
calcular 1a amplificacion del objetivo, junto con la tan conocida
del microscopio simple

D D
A — F > —F 5

Es decir, el anumento es igual 4 la relacion entre las distancias
de la imagen al objetivo (D) y la del objeto 4 la lente (d), multi-
plicada por la relacién entre la distancia de la vision distin-
ta (D) y la distancia focal del ocular ().

Teoria de la visién microscépica de Abbe (1).—En la imagen del
microscopio hay que distingunir dos elementos: la imagen didp-
trica 6 central que da por proyeccion los contornos y los colores
de los objetos, y se rige por los principios anteriormente expues-
tos ; y los espectros de difraccién engendrados por los rayos in-
cidentes al atravesar las finas rayas y asperezas de la prepara-
cion. Estos espectros, fundiéndose con el pincel central 6 di6p-
trico en la imagen proyectada, revelan los finos detalles del ob-
jeto, de tal suerte que, si por circunstancias especiales, dichos
rayos difractados son execluidos de la imagen, el microscopio

(1) Archiv. /. mikros. Anatom., Bd. 1x, 1873. La teoria de Abbe ha sido
confirmada y expuesta por Stephenson: Experiences o I'apput de la theo-
rie du prof. Abbe sur la vision microscopique, traducido por van Heurck
para su libro Le microscope, 4. edic , 1891. Crisp ha publicado también
un buen resumen: On the influence of Diffraccion in microscopique vi-
sion, Journ. Quek. mik. club., 1878. Se leerd también con provecho el es-
tudio que & este interesante punto consagra Francotte en su Manuel de
Tecknigue microscopique, ete. Paris, 1889,
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pierde su poder resolutivo, siendo incapaz de mostrarnos las es-
trias y otros pormenores delicados de las células y diatémeas.

Abbe ha probado que, si de preparaciones desiguales se ad-
miten, 4 beneficio de diafragmas especiales, los mismos espectros
de difraccién, las im4genes aparecerin idénticas ; y al revés,
dos preparaciones que contengan rayas iguales, se mostraran
diferentes, con tal de admitir
en la formacion de la imagen
distintos espectros.

Los espectros de difracecion
de una preparacion con rayas
{(un micrémetro, por ejemplo,
6 una diatémea), pueden ob-
servarse facilmente en el mi-  Lig- 10. — A, micrémetro objetivo

: ) con dos geries de rayas; B, espectros
croscopio, quitando el ocular de difraccién que aparecen al exa-

y mirando en el interior del L‘%ijrﬁfmd;‘?]g?n gfﬁfg‘_wtm s
tubo. Suponiendo que las dis-

taneias separatorias de las estrias sean iguales, veremos en el
centro del tubo el pincel luminoso principal di6ptrico, y 4 los
lados y en serie perpendicular 4 la direccién de las estrias, va-
rios espectros de difraccién. Cuanto mas préximas y finas las
rayas, tanto mas separados se hallan los espectros (véase la
fig. 10, B).

Las interesantes experiencias de Abbe, se han ejecutado utili-
zando como preparacion un mierémetro provisto de dos series
de rayas : anchas en nimero de 71 por milimetro ; finas en can-
tidad de 142 por milimetro. Examinando este reticulo (fig. 10, B)
sin ocular, preséntanse, en consonancia con lo expuesto, ademés
de dos pinceles diéptricos incoloros y centrales, dos lineas de
espectros de difraccion ; de las cuales, la una, formada por cua-
tro de éstos, corresponden 4 las lineas finas, y la otra, constituida
por un numero doble, proviene de las rayas anchas. Examinan-
do el preparado con el ocular, desciibrense claramente las es-
trias (fig. 10, A).

Esta primera observacion atestigua ya que los espectros de
difraccion originados por rayas finas, puesto que se desvian
mucho mds del pincel central que los producidos por rayas an-

A
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chas, exigen, si han de ser recogidos y aprovechados, objetivos
de gran angulo de abertura. Esto explica por qué los objetivos
de poca abertura, cualquiera que sea su poder amplificante, son
incapaces de mostrar las estrias y detalles demasiado préximos.

Las experiencias siguientes, son altamente demostrativas
de la doctrina de Abbe:

Primera experiencia (fig. 11).— Colécase en la platina el reti-
culo mencionado, yencima del objetivo un diafragma lineal, con
el que se logra eliminar los espectros de difraceion, dejando ex-
clusivamente el pincel didptrico. En estas condiciones, exami-
nando con ocular, no hay imagen de rayos; el campo aparece
uniformemente iluminado como si no hubiese preparacion.

A B

Figura 11. Figura 12.
2 5

Segunda experiencia. — Sitnando en el mismo paraje un dia-
fragma de tres rendijas (fig. 12), de tal modo que sean admitidos
& formar la imagen los mismos rayos de difraceién de ambos re-
ticulos, el examen con ocular nos mostrara iguales las dos series
de rayas, habiéndose duplicado las del reticulo claro 6 superior.

Tercera experiencia. — 8i, 4 favor de otro diafragma (fig. 13)-

se excluyen los rayos de difraccién més préximos al centro de
ambos reticulos, admitiendo exclusivamente los espectros mas
laterales, las rayas anchas quedan cuadruplicadas y duplicadas
las estrechas.

Cuarta experiencia.—Mediante un diafragma cuadrilongo, se
prescinde de los espectros de difraccion del reticulo estrecho;
se admiten los del ancho, y se conservan los pinceles centrales.
El resultado es la desaparicién de las rayas finas, y la perma-
nencia de las anchas (fig., 14).

En suma ; las experiencias clasicas de Abbe patentizan : 1.°,
que las imigenes de finas rayas y detalles minisculos, no se de-

A ok — A
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ben al pincel luminoso de proyeceién 6 central, sino 4 los espec-
tros originados en dichas estrias, mediante interferencias de los
rayos incidentes que las atraviesan ; 2.°, dado que, cuanto méas
apretadas estdn las rayas, mas se desvian del pincel central sus
espectros, no queda més remedio para lograr el ingreso de éstos
en la imagen, que la aplicacién de objetivos de grande abertu-
ra numeérica ; 3.9, que iguales objetos, dan imégenes desiguales,
admitiendo distintos espectros de difraccion, y, al revés, que ob-
Jetos distintos, producen imagenes iguales, si son aceptados los
mismos espectros ; 4.°, que la imagen diéptrica dibujada por
proyeceién de cada punto del objeto, forma solamente el fondo
luminoso, el color y el contorno de las partes relativamente

]

B

Figura 13. Figara 14,

gruesas de la preparacién ; los detalles delicados de ésta, y par-

ticularmente las estrias y granulaciones, se deben 4 los espec-
tros de difraccion. :
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El modelo de microscopio, construido por la mayor parte de
los fabricantes con destino 4 los trabajos serios de histologia, en-
cierra una porcién de disposiciones ¥ mejoras que vamos breve-
mente & resefiar. Conviene, desde luego, que distingamos en el
microscopio compuesto la parte mecdnica y la parte dptica.

Parte mecénica.—Comprende el pié, la columna, la platina, la
pinza y el tubo principal (fig. 15). :

El pié es el bloque de metal que sirve de sustenticulo al apa-
rato ; su forma suele ser de herradura con la abertura hacia ade-

lante ; su peso y solidez son notables, 4 fin de dar estabilidad al
RB. Casar. — Elementos de Hislologia. 2




Fig. 15. — Microscopio compuesto, de Zeiss. Modelo 1V a, con crema-
llera para el descenso ripido del tubo y aparato ilaminador Abbe.
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conjunto y consentir, sin pérdida del equilibrio, la inclinacion
horizontal del tubo.

La columna es ora simple, ora doble, y en los modelos regula-
res, puede doblarse en 4ngulo recto 4 beneficio de una charnela.
Por abajo, fijase la columna en la poreion posterior del pié, y
por arriba, soporta el tubo del tornillo micrométrico y la platina.

La platina es una ménsula horizontal de vidrio 6 de metal,
donde, 4 beneficio de unas pinzas, se fijan las preparaciones mi-
croscépicas. En el centro, existe una perforacion donde asoma
el concentrador de la luz 6 el diafragma cilindrico, y sirve
para dar paso 4 los rayos emanados del espejo. En los modelos
de lujo, la platina suele ser giratoria, vy aun movible en dos
sentidos perpendiculares, lo que permite un recorrido casi auto-
matico de la preparacién. .

La columna es un cilindro que arranca de la parte posterior
de la platina, y soporta la pinza 6 tubo corto provisto de hendidu-
ras donde se desliza el tubo principal del microscopio. En dicha
columna se hallan los mecanismos que permiten el descenso ré4-
pido 6 lento del tubo, y; por consiguiente, el del objetivo. El mo-
vimiento rdpido se verifica, en los modelos econémicos, por
simple deslizamiento del tubo en su pinza ; pero, en los més co-
modos, se realiza 4 beneficio de un pifién y una cremallera. El
‘movimiento lento, indispensable al minucioso enfocamiento de
las preparaciones, se efectiia haciendo girar el botén que coro-
na la columna, y el cual actia sobre un tornillo mierométrico
(figuras 15 y 17).

El tubo, 6rgano muy principal del microscopio, es de latén
ennegrecido interiormente, y consta de dos cilindros enchufados,
de los cuales el interior puede sacarse para alargar la extension
total del tubo. En el extremo superior entra, por simple desliza-
miento, el ocular; en el inferior se monta, mediante rosea, el ob-
jetivo.

Parte éptica del microscopio compuesto. — La forman el espe-

Jo, los diafragmas, el aparato concentrador de Ja luz, el objetivo

y el ocular.

Espejo.—Es generalmente doble, poseyendo, en una cara, un
Vidrio azogado plano, y, en la otra, otro eéncavo. Por virtud de

g iy Dt
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su modo de articulacién 4 la columna, el espejo puede moverse
en todas direcciones, lo que permite iluminar la preparacién ya
directa, ya oblicnamente.

Diafragmas. — Hace algunos aiios, casi todos los modelos de
microscopio ofrecian debajo de la platina, y en su centro, un
tubo movible, donde se colo-
caban los diafragmas desti-
nados 4 reglar la intensidad
de la iluminacién. La forma
de los diafragmas solia ser
cilindrica, terminando en un
disco taladrado (fig. 16).

En otros modelos, los dia-
fragmas estaban representados por un disco giratorio horizon-
tal, con agujeros de diverso didmetro, correspondientes al cen-
tro de la platina,

Actualmente, los diafragmas forman parte del aparato ilumi-

Fig. 16. — Diafragma cilindrico.

nador, haciéndose uso preferente del llamado diafragma iris,
érgano que, merced al juego de una manecilla, permite angos-
tar 4 voluntad el pincel luminoso destinado 4 la preparacion.

Aparato concentrador de la luz (fig. 19). —En las observacio-
nes 4 grandes aumentos, no suele bastar la luz suministrada
por el espejo concavo, siendo indispensable la aplicacion de sis
temas de lentes que concentren poderosamente los rayos emana-
dos del foco luminoso.

Entre los concentradores conocidos, el méas usado actualmente
es el del profesor Abbe (fig. 19). Consiste este aparato substan-
eialmente en dos O tres lentes de gran abertura, sujetas en
una misma montura, y las que, 4 la manera de un objetivo fo-
togrifico de foco muy corto, proyectan en el centro de la pla-
tina, y precisamente en el espesor de la preparacién, una ima-
gen real muy brillante de la luz que sirve 4 la iluminacion (la
llama de una lampara, por ejemplo). Con diafragmas modera-
damente anchos, la claridad es tan grande, que permite traba-
jar comodamente aun con los objetivos de foco més corto y de
mayor pofencia amplificante. Por debajo de las lentes, dicho
concentrador lleva un anillo giratorio, donde se instalan los

Fig. 17. — Microscopio compuesto, de Zsiss, Modelo VI @, més econd-
mico que el precedente, pues no posee aparato concentrador Abbe, sino
porta-diafragma cilindrico con diafragma {ris. :




