OPTICA CRISTALINA Mario Vendrell

3. INSTRUMENTOSOPTICOS

Lavariedad disponibledeinstrumentos Opticos esinmensa, de
configuracion muy variada y de prestaciones muy diversas. La
perfecccion de las técnicas de produccion de lentes ha aumentado
considerablemente las posibilidades y prestaciones de los
instrumentos opticos. Desde | as gafas méas 0 menos sofisticadas, con
variacion continua de distancias focales, hasta | os telescopios mas
avanzados, pasando por todo tipo de prisméticosy lentes simples, el
mercado ofrece una amplia variedad.

Paralasnecesidades de estetexto, se parte delosinstrumentos
simples (como la lupa) hasta llegar a describir el disefio y el
funcionamiento del Ilamado microscopio compuesto, base de la
mayoria de microscopios Opticos utilizados normalmente en los
estudios de Optica cristalina.

3.1.El gjo

Esel principal instrumento 6ptico, puesto que cuaquier imagen
quese pretenda“ver” debe pasar por suformacion através delos ojos
del observador. Por otra parte, la anatomia del ojo lo convierte
realmente en un sistema Optico que funciona con los parametros
descritos paralos sistemas en general.

En realidad, el ojo humano es un instrumento muy simple
desde el punto de vista 6ptico: consiste en una lente convergente, el
cristalino, que forma las imagenes en la retina. Para adaptar el
enfoque de lasiméagenes siempre en el mismo sitio, el ojo modificala
curvatura del cristalino mediante unos diminutos musculos, lo que
equivale a modificar la potencia de la lente, para formar sobre la
retina imagenes de objetos situados a diversas distancias.
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Lamuscul aturaqgue modificalageometria
del cristalino esta relajada en la posicién de
enfoqueal infinito. Hay que en cuentaeste hecho

eje optico cuando se disponga el ajuste del microscopio,

dado que el operador puede llegar atrabajar un
elevado numero de horas conviene quelaimagen

cornea seformeen el infinito paraque su observacion se

hervio

iris optico realice en condiciones de relajacion de la

cristalino muscul atura del ojo.
Figurel

Otro dato interesante eslaminimadistanciaalacual el ojo es
capaz de enfocar, que se conoce como punto préximo. En un ojo
adulto sano esta distancia esta alrededor de los 25cm, con ligeras
variaciones de un individuo a otro. El enfoque en el punto proximo
implica la contraccion completa de los musculos que modofican el
cristalino. El incremento de estadistanciadebido aenvejecimiento de
la musculatura, 0 a otro tipo de problemas, es lo que se conoce
coloquialmente como “vista cansada’ o hipermetropia: en el ojo
hipermétrope la distancia minima de enfoque es superior a 25cm, lo
gue conlleva, por ejemplo, leer separando mucho el libro del ojo. Por
el contrario, lamiopiasignificaque estadistanciaminimaesinferior
ala“normal”, lo que suele lleva asociado que con el ojo relajado el
plano de enfoque no esta en el infinito, sino a una distancia méas o
menos corta; por este motivo el individuo miopeno vedelejosy debe
acercarse mucho un libro paraleerlo.

3.2.Lalupa

Es el instrumento Optico mas simple, las lupas de pocos
aumentos consisten en una sola lente, normalmente delgada puesto
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quelasaberracionescromaticasno sonimportantes. Paralupasdeméas
aumentos se requiere un sistema 6ptico formado por diversas lentes
acopladas, de modo que unas corrijan las aberraciones ocasionadas
por las otras y el conjunto funcione adecuadamente. En estas
condiciones, la lupa es un sistema Optico convergente con una
distanciafocal pequefia.

A efectos practicos se puede trabajar como si |os dos planos
principal es coincidieran en uno solo. Sobre un esquemacomo el dela
Figura2, es posibletrazar lastrayectorias delosrayos paraformar la
imagen de un objeto situado sobre el foco objetof,.

Cuando el objeto estasobre el foco objeto, laimagen esvirtual

y seformaen el infinito, y el observador lave bajo un anguloj ,. Si

se acerca el objeto a la lupa

IR (flechanaranja), laimagen sigue
ST B siendo virtual, pero no se forma
en el infinito, siendo el limite de

(0o ! observacion aquel en que la
fz imagen se forme a 25cm del
observador. Para distancias
menores, no se puede enfocar
por las limitaciones del ojo. En

todo caso, el angulo bajo el cual

se observa la imagen no

Figura 2 aumenta, por lo tanto es
conveniente situar el objeto en el foco para que el ojo observe la
imagen en posicion de relajacion. Si el objeto se situa mas lejos del
foco, laimagen que se forma es real, y la lupa no trabaja como tal,
sino como un objetivo de proyeccién.

Situando el objeto en el foco, el aumento comercial delalupa
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donde d esladistanciadel punto préximo (aproximadamente 25cm).

Siendo d practicamente una constante, el aumento de unalupa
depende de su distancia focal, de modo que cuanto menor sea ésta,
mayor es el aumento del sistema. Las mejores lupas tienen una
distancia focal de alrededor de un centimetro, lo cual limita el
aumento comercial maximo a 25. Las lupas de distancias focales
pequenias suelen presentar problemas de aberraciones, por tanto para
observaciones a mas aumentos se requiere el empleo de otro
instrumento optico: el microscopio.

3.3. El microscopio compuesto

Para aumentos comerciales superiores a 30x y hasta unos
1500x 0 2000x se utiliza el microscopio, que basicamente consiste en
dos sistemas oOpticos: el objetivo y el ocular, ambos convergentes
alineados sobre un gje. El objetivo es un sistema que produce una
imagen del objeto en el plano focal del ocular, que a su vez produce
unaimagen virtual en el infinito. En todos los microscopios existe,
ademas de éstos, un tercer sistema Optico que ilumina el objeto,
Ilamado condensador, aunque para describir el funcionamiento del
microscopio se puede prescindir de él y suponer el objeto
correctamente iluminado.

Paraobservar el objeto A,delongitud|, hay quecolocarloauna
distanciadel objetivo tal que seformelaimageninvertidaA’ sobreel
plano focal objeto del ocular. Sobre estaimagen, el ocular actuacomo
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una lupay formaunaimagen virtual, derecha, en el infinito (Figura
3). Enestascondiciones, el ojotrabajaenfocando al infinito, por tanto
en posicion relajada, y observa una imagen invertida respecto del

objeto.

objetivo // / y
Figura3

El aumento comercial del microscopio es

NV
AC_tagjz_ﬁlzd |

= - = — X—
tagi, j fil

esdecir, que el aumento total del microscopio esigual al producto del

aumento comercial del ocular (%1-) por el aumento lateral del

objetivo ( % ). Como el ocular opera como una lupa, sus aumentos

estan limitados a aproximadamente 20x, aunque es conveniente
utilizar oculares de menos aumentos (entre 8x y 12x), porque los de
mayores aumentos suelen presentar una fuerte absorcién de laluz y
reducen la luminosidad de la imagen. Es decir que, como norma
general, si se precisa incrementar |os aumentos, hay que cambiar el
objetivo, jamas el ocular.
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EnlaFigura3, lostriangulos MNf, y A’B’f, son semejantes,
y considerando que el segmento MN esigual alalongitud | del objeto,
se puede escribir que

t

I,

el signo menos aparece al considerar que MN estapor encimadel gje,
y A’ B’ por debajo, seguin laconvencion designos, lo quesignificaque
la imagen A’B’ esta invertida. La distanciat entre el punto focal
imagen del objetivo f, y el punto focal objeto del ocular f',, se
denominalongitud 6ptica del tubo del microscopio..

Por |o tanto, el aumento total del microscopio es

d t
AC, = - %~
fl f2
Laresolucion del microscopio viene dada por laresolucion de
su objetivo, puesto que si éste no es capaz de separar claramente dos
puntos muy préximos, tampoco podra resolverlos el ocular. La
expresiondeestelimite deresolucion, obtenidaempiricamente, viene
dada por la expresion
0.61x]
d=——
an

O sea, que si se desea aumentar la resolucién de un
microscopio, o sedisminuyelalongitud deondadelaluz queilumina,
0 se aumenta la apertura numérica del objetivo. En un microscopio
optico, normalmente trabajando en la zona visible del espectro o en
regionescercanas(UV olIR), ladisminuciondelalongitud deondano
aumenta significativamente la resolucion y crea problemas
importantes de transformacion de laimagen cuando se trabaja fuera
del espectro visible (UV o IR). Fuera del campo de la microscopia
Optica, la resolucion mejora claramente utilizado la radiacion
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asociadaaun haz acelerado el electrones, que constituyelabase dela
microscopiaelectronica

Por tanto, el procedimiento mas efectivo para mejorar la
resolucion del microscopio es utilizar un objetivo de mayor apertura
numeérica, por ejemplo un objetivo de inmersion en aceite. Existen
objetivos de este tipo cuya apertura numéticallegaaser 1.5, lo que
significaun semiangulo (una apertura angular) cercano alos 90°. En
estas condiciones experimental es, y suponiendo unalongitud de onda
promedio del visible de 500nm, el limite de resolucion llegara a ser

_ 061:500

d 15

= 200nm

esdecir, que el segmento mas pequefio que se puede llegar aresolver
con un microscopio optico es de 200nm, en |as mejores condiciones.

Para que el ojo trabaje relgjado y en condiciones de
observacion adecuadas, un objeto ha de ser visto, al menos, bajo un
angulo detresminutos (3'). Por lo tanto, siendo el aumento lateral del
objetivoAL,, el ssgmentod severaen el planofocal del ocular como
d:

d'= AL, x2x10 “mm
gue para que sea Vvisto, al menos, bajo un angulo de 3'

d' x2x10*
3» 0.0009rad = T Al .
1 1

despejando el aumento lateral del objetivo AL, y substituyéndolo en
la expresion del aumento total del microscopio, éste queda

_ 00009xf, 250

AC,, = X 5 12
Cu = a0 g 10
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es decir, que el aumento méaximo de un microscopio Optico esta algo
por debajo delos 1500 aumentos.

A partir de los datos calculados en este apartado, un
microscopio optico puedellevar aresolver segmentosde alrededor de
la quinta parte de la micra, y aumentar un objeto hasta alrededor de
1500 veces. Hay que hacer notar que estascifrassonindicativas, y por
tanto no pueden ser consideradas como cantidades exactas, sino como
ordenes de magnitud que indican hasta qué limites se puede utilizar
el microscopio éptico. Dicho deotro modo, tratar de al canzar |0s4000
aumentos con un microscopio éptico esta, a todas luces, fuera del
alcance del equipo, y 1o mismo se puede decir si se pretende ver una
estructura formada por elementos de alrededor de 100nm. Con toda
seguridad el microscopio Optico no es el instrumento adecuado, y
habriaque abordar lacuestién con algun otro tipo de instrumentacién
gue dispongade las prestaciones requeridas.

Partes del microscopio

Hasta aqui se ha descrito el microscopio desde un punto de
vistaun tanto teodrico, sélo apartir de los sistemas dpticos que sirven
paralaformacion delaimagen que se vaaobservar. En este apartado
se pretende describir loscomponentes queforman el microscopioy su
uso. A grandes rasgos hay que diferenciar | as partes constituidas por
sistemas 6pticos, de otras estrictamente mecanicas que facilitan el
manej o delos sistemas épticos. Hay que sefialar que ladescripcion de
las partes del microscopio que se hace aqui corresponde a un equipo
de microscopia de transmision, es decir, un microscopio en que la
muestra se observa mediante laluz que la atraviesa. Posteriormente
sedescribiran especificamenteloscomponentesde un microscopio de
reflexion y sus diferencias y similitudes con el microscopio de
transmision.
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Componentes mecanicos

L os componentes mecéni cos varian bastante de unos model 0os
a otros y entre fabricantes, pero existen unos minimos comunes a
todos ellos. Todos los microscopios tienen una estructura,
normalmente metdlica, y que sirve de soporte a todo el conjunto de
componentes que, desde el punto de vistaestético, eslaquedaforma
externaal equipo: eslo que se conoce como estativo. M ecanicamente
no es otra cosa que el soporte de todo el conjunto, y no cumple otra
funcion que ésta. En alguna parte del estativo, variando de unos
model os aotros, suele haber lalémparadeiluminaciony aveces, una
parte del sistema electronico de control de la alimentacion de la
misma.

El elemento mecanico esencial es el tubo del microscopio,
denominado de esta manera porgue en |os model os méas antiguos era
realmente un tubo, en cuyo extremo superior se alojaba el ocular,
mientras que el inferior soportaba el objetivo. Su eje central coincide
con el eje de los sistemas Opticos que forman el microscopio.
= Modernamenteel tubo haperdido en gran partelaformarectilinea
y por razones ergonomicas, suele tener forma de codo, de tal
manera que el ocular queda inclinado hacia la posicion de
ll observacion del operador. Esta forma requiere un prisma
4 | intermedio que desvie laluz hacia el ocular, al mismo tiempo, si
| se trabaja con luz polarizada, es conveniente que ésta llegue al
prisma con el plano de polarizacion perpendicular al plano de
incidencia en el prisma, a fin de evitar polarizacién eliptica.
Normalmente esta posicibn se obtiene con el plano de

Figura 4: Modelo antiguo de | ocular, mientras que en la parte inferior suele encontrarse el
microscopio de polarizacion
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sistemade intercambio de objetivos, frecuentemente un revolver con
cuatro o cinco anillos portaobjetivos, aunque otros model os disponen
de un sistema de intercambio mediante bayoneta.

La muestra se coloca sobre una base plana, denominada
platina, que tiene un orificio central que permite el paso de la luz.
Algunosmodel osde platinapermiten un desplazamiento ortogonal de
lamuestra. Laplatinadisponedeunsistemadecremalleraquefacilita
su desplazamiento vertical alo largo del eje del microscopio afin de
situar la muestra a la distancia adecuada de la lente frontal del
objetivo paraque se formelaimagen en el plano focal del ocular.

En casi todoslosmodel os, el sistemade cremalleradisponede
un tambor parael avancefinoy otro parael grueso, que se denominan
tornillos de enfoque micrométrico y macromeétrico, respectivamente.
Ademas, en algunos modelos el tambor del sistema de enfoque
micrométrico esta dotado de una escala graduada que permite medir
el desplazamiento vertical, normalmente con una precision de

+1nm. En algunos model os antiguos el sistema de enfoque trabaja

sobre el tubo, aunque pocos microscopios modernos conservan esta
disposicion por el desgaste que significa paralacremallera soportar
el peso del tubo y sus componentes.

Solidario con la platina, y ubicado en la parte inferior de |la
misma esta el sorporte del sistema Optico del condensador, cuya
funcion es iluminar adecuadamente la muestra. En la mayoria de
mi croscopios el condensador disponedeun sistemade cremalleraque
facilita su desplazamiento a lo largo del €je Optico, a la vez que
dispone de uno o varios alojamientos para filtros y uno o dos
diafragmasiris con distintas funciones.

En los microscopios de polarizacién, la platina es rotatoria
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concéntricamente con el ejedel microscopio, y en estos casos, |losejes
de giro de la platinay los Opticos del objetivo y ocular deben estar
perfectamente alineados, |o que requiere un sistema de centraje del
microscopio que permita alinear uno de ellos respecto |os otros dos.
Segun los fabricantes, el sistema de centraje actlia sobre la platina o
sobre los objetivos. Mas adelante se vera con detalle como centrar el

Mi Croscocopio.

Condensador

L os objetos a observar en microscopia no son, por 1o general,
luminososy por tanto requieren ser iluminados mediante un sistema
que garantice unacorrectadistribucién delaluz enlasuperficiedela
muestra. Si se colocara una simple bombilla que repartiera la luz
esféricamente, lacantidad deluz que se aprovechariaparailuminar el
objeto seria minimay el rendimiento luminoso bajisimo. Es preciso
utilizar un colector deluz que ladirijade un modo eficiente sobre la
muestra. Esto se consigue con un sistema Optico situado entre la
muestray lafuente luminosa, que se denomina condensador.

El sistema de iluminacién de los microscopios actual es suele
constar de una bombilla halégena de bajo voltaje (6V 0 12 V) y de
potenciavariable de unos model os a otros, desde 25W hasta 100W o
150W para aplicaciones especiales. En todos los casos, el
portalamparas incorpora un reflector ubicado tras |la bombilla para
mejorar su rendimiento luminico, y un difusor (unvidrio esmerilado)
que garantizalabuenadifusién delaluz eimpide que el filamento de
lalampara se vea superpuesto alaimagen. Casi siempre hay, ademas,
filtros antical6ricos que cortan la radiacion infraroja de la ldmpara
para evitar el calentamiento de las lentes del condensador y de la
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muestra durante la observacion.

Existen dos tipos fundamentales de condensador, el
denominado deiluminacion criticay el deiluminacion de Kohler.

[luminacién critica

En este sistema una lente convergente L reproduce laimagen
del difusor delafuente deiluminacion S sobre el plano de laplatina,
donde seformaunaimagen real einvertidaS' (Figura6). Si sobre el
difusor existeundiafragmairis (DC), éstelimitalazonailuminadade
la muestra al reproducirse sobre ella su imagen por lalente L, de tal
modo que actua como diafragma de campo. En este caso setratade un
diafragmaque limitael campo de observacion.

La mayoria de condensadores incorporan otro diafragmairis
cerca de la lente (DA) cuya accion limita la apertura angular del
sistema optico del condensador, por lo que recibe el nombre de

diafragma de apertura. El
L efecto visual que produce es de
disminucion de la luminosidad
delaimagen final porquelimita

el acceso de luz a la muestra,

aunque hay que recordar que

Platina también modifica la apertura
‘ . numeéricadel condensador.

Figura 6 L .
[luminacion de Kohler

En este caso el condensador consta de dos lentesL, y L,, la
primerareproduce laimagen del difusor de lalampara sobre el plano
focal objeto de la segunda, alavez que éstareproduce laimagen en
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el infinito, paralelamente al eje del sistema (Figura 7). Asi se
consigue que llegue ala muestra un haz de rayos paralelos al gje del

mi croscopio.

Juntoalalentel,
L, se ubica un diafragma
iris DC, en una posicién

S / £ tal que su imagen se

forma sobre el plano de

‘ "~ lpating 'a platina (sobre la

muestra) y limitalazona
iluminada de ésta, y por
Figura7 lo tanto, actua como
diafragma de campo. En el plano focal objeto de lasegundalentel,
otro diafragma iris limita el nimero de puntos de la imagen del
difusor que contribuyen alailuminacion de la muestra, y por tanto
actua como diafragma de apertura.

Objetivos

El objetivo es la pieza fundamental del microscopio y su
fabricacion requiere una esmerada correccion de las aberraciones y
una elevada precision en sus caracteristicas opticas. Aunque se ha
citado como “unalente’, lo cierto es que setrata de sistemas de lentes
bastante complejos, frecuentemente adaptados a necesidades
especificas, con correccion selectiva de algunas aberraciones o con
formacién de una imagen plana o no, segun los casos, a veces con
tratamiento anriflectante de lalente frontal, etc.

De modo coloquial los objetivos se suelen clasificar baja,
media y alta potencia, seglin sus aumentos. Las caracteristicas
técnicas suel en estar grabadas, en lamayoria de marcas comercial es,
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en su montura, siguiendo un esquema predeterminado. Asi, un
objetivo puede llevar grabadas | as siguientes indicaciones
40/0.65
160/0.17
cuyo significado es:
aumento lateral / aperturanumérica
distancia mecanicadel tubo (mm) / distanciade trabajo (mm)

en objetivos de inferior nUmero de aumentos, la distancia de trabajo
no suel e estar indicada (en lainscripcion correspondiente seindicaun
guién) porque no tiene mayor importancia. Pero en objetivos de
elevados aumentos, en los que la distancia de trabajo es
necesariamente pequefia, hay que indicarla para que el espesor del
cubreobjetos no sea superior a la misma, en cuyo caso el objetivo
jamas llegaria a enfocar la preparacion a través de un vidrio mas
grueso que su distancia de trabajo.

Otras caracteristicas especificas del objetivo suelen estar
grabadas en la montura, como es el caso de objetivos parainmersién
en que se indica el medio de inmersion para el que han estado
calculados (aceite, agua o glicerina, per ejemplo); u objetivos para
técnicas especiales como campo oscuro (frecuentemente indicado
como DF, dark field), etc. En general, las denominaciones no son
exactamente coincidentes entre fabricantes, por o que serecomienda
acudir alosrespetivos catal ogos paraun mayor detalle, en cada caso.

Oculares

Actlian como una lupa para |la observacion de laimagen real
producida por el objetivoy, desde el punto de vista éptico, setratade
sistemas relativamente simples, sobre todo si se comparan con los
objetivos. En general los oculares suelen estar corregidos de
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aberraciones cromaticas, pero existen algunos, llamados de
compensacion, que estan calculados pararealizar la correccion de la
aberracion producida por objetivos especial es que no la corrigen.

Generalmentelosocul ares estan formados por doslentes, cuya
disposiciéon varia de unos a otros. Los dos tipos de oculares mas
comunes son los denominados de Huygens y de Ramsden, cuyo
esguema se puede ver enlaFigura8.

W2 W=

En el ocular de Huygens (Figura 8
izquierda) laimagen producida por el objetivo se
situaen el interior de lamonturadel ocular, entre

P g T~ ] ambaslentes. Técnicamentelaprimeradelalentes

formaria parte del sistema Optico del objetivo.

Esta imagen es aumentada por |a segunda de las

z@@ P ] lentes para dar lugar alaimagen virtual que ve el
Figura8 observador.

Enel ocular de Ramsden (Figura8 derecha) laimagen seforma
en el tubo del microscopio, antes de la primera de las lentes del
ocular. En este ocular ambas lentes actuan como un sistema de lupa
paralaimagen del objetivo.

Generalmente los oculares |levan gravadas en su parte frontal
algunasde suscaracteristicas, especial mente el aumento comercial en
forma de un numero siguido de una x (8x, o 10x, por gemplo).
Existen oculares disefiados para ser utilizados con gafas, en los que
la pupila de salida estd méas alejada, esta caracteristica suele estar
indicada con el icono de unas gafas. Conviene que las personas que
usan normal mente gaf as, sepan queladpticadel microscopio corrige,
mediante el enfoque adecuado, |os posibles defectos de miopia o
hipermetropia, pero no el astigmatismo, que implica cierta
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deformacion de laimagen.

Algunos modelos de microscopio disponen de dos oculares
para una observacion mas comoda, pero ésto no significa que
dispongan de vision estereoscopica, puesto que a través de los dos
oculares se observaexactamente lamismaimagen, yaque hay un solo
objetivoy un prismadesdoblador divide laluz entre ambos ocul ares.
Estos equipos permiten gjustar ladistanciainterpupilar entrelos ejes
de los oculares a la del operador. A partir de esta distancia hay que
gjustar las posiciones de enfoque de los dos ocul ares.

L os aumentos de los oculares son diversos, pero a actuar a
modo de lupa sobre laimagen real producida por el objetivo, no se
puede sobrepasar |os 25x, tal como se ha demostrado anteriormente.
En general, hay que recordar que es conveniente incrementar el
aumento total del microscopio mediante el uso de un objetivo
adecuado, nunca mediante oculares de mayores aumentos. La
fabricacién de sistemas oculares de aumentos superiores a 15 o 20
implicaunaelevada complejidad en la correccion de aberraciones, y
en todo caso, son de limitada luminosidad. Para los trabajos
convencionales, aumentos de los oculares entre 6 y 12x deben ser
considerados adecuados.

3.4. El microscopio depolarizacion (luz transmitida)

En lostrabajos de Opticacristalina, Mineralogiay Petrologia,
entreotros, espreciso emplear luz polarizadaparaprovocar y analizar
diversos fendmenos opticos entre la luz y las muestras cristalinas a
estudiar. Para esto se utilizan los llamados microscopios de
polarizacion, se trata de equipos especificamente disefiados para
trabajar con luz polarizada y que constan de los mismos sistemas
Opticos y mecanicos que el microscopio convencional, con algunos
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componentes afiadidos que se describiran seguidamente. De modo
genérico, la éptica de estos microscopios debe estar exenta de
tensiones, paraevitar polarizacién adicional delaluz.

3.4.1. Polarizadores

Obviamente este tipo de microscopia debe incorporar los
elementos de polarizacion delaluz, que en los microscopiosde rutina
sonfiltrospolarizadores. Uno polarizalaluz quellegaal objeto, esel
Ilamado polarizador y se ubicaen el condensador; el otro se dispone
en alguna parte del tubo del microscopio, en |los tubos acodados por
encima del prisma de desviacién de laluz, y debe ser intercalable a
voluntad del operador: se le denomina analizador porque con él se
analiza la luz que ha atravesado la muestra. En los equipos de
microscopiamas sofisticadosambos pol arizadorespueden girar sobre
un tambor graduado con un nonius para mediciones precisas del
angulo de polarizacién.

3.4.2. Condensador

El sistema de iluminacion es convencional, pero el
condensador incorporaunalenteadicional abatibleensu partefrontal.
Laintercalacion de estalente en el camino delailuminacién provoca
un cono de luz con el vértice sobre la muestra, es decir, se ilumina
mediante un acusado cono de luz, en lugar del haz mas o menos
paralelo que suministra normalmente el condensador. Esta
iluminacion se utiliza para algunos estudios especificos que se
describiran en su momento.

3.4.3. Platina

En los microscopios de polarizacion la platina es giratoria'y
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dispone de una graduacion con nonius para la medicién de angulos
con una precisién que nominalmente al canzaladécimade grado.

3.4.4. Compensadores

Otrade las especificidades consiste en unaranuraa45° delas
posiciones de polarizacion. Estaranuraesta situada entre el objetivo
y el analizador, y en ella es posible insertar unalamina anisétropade
retardo conocido con las posiciones de vibracién a 45° de las de los
polarizadores, denominada compensador, cuya utilidad se discutira

mas adel ante.

El compensador més habitual en los
trabajos de rutina es una lamina de cuarzo que
produce un retardo de 550nm (rojo de primer
orden), que en algunos modelos es ligeramente

distinto, pero que en cual quier caso, esta grabado
Figura 9. Aspecto de un compensador. Lalineamarcada en lamontura. Ademas del retardo, en lamontura
indicala direccion de vibracion de laonda répida del compensador esta grabada una linea
(normalmente perpendicular al alargamiento de la montura del
condensador) y la letra griega g, que indica la direccion de
polarizacion de laonda de mayor indice derefraccion. Lautilizacion
de este simbol o es una concesi6n histdrica que recuerda que este tipo
de compensadores se hacian antiguamente de yeso (de hecho en
tratados antiguos se le ha denominado compensador de yeso, 0 yeso
rojo) y en los cristales biaxicos como el yeso, el mayor indice de

refraccion se identifica con unag.

Otro de los compensadores utilizados con frecuencia es una
lamina de igual aspecto que la anterior, pero que produce un retardo
de 110nm. Se la denomina compensador de cuarto de onda, y suele

estar grabado de este modo (I /4). El color de interferencia que
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produce corresponde auno de los grises de primer orden.

Paratrabajosmasespecificosexisten compensadoresdecuarzo
en formade cufia, orientadacomo |os anteriores, pero cuyo retardo es
variable en funcién de lo que se introduzca la montura del mismo en
laranura. Normalmente |lega a proporcionar tres érdenes de colores
de interferencia, desde retardo cero hasta 1500nm. Se utiliza cuando
se desea averiguar el retardo de una ldmina anisétropa con mayor
precision que laque aportan |os compensadores de retardo fijo.

Para mediciones precisas del retardo existen
compensadoresgiratorios de retardo variable, que consisten en una
lamina de cuarzo o calcita (segun el rango que se desea medir)
orientada con el gje optico en la direccién del eje del microscopio.
Dichalamina puede oscilar sobre un eje avoluntad del operador, y se
puede leer el angulo de giro en un tambor lateral. El uso de este
compensador de retardo variable permite mediciones precisas de
diferencias de fase entre dos ondas que progresan por el tubo del
microscopioy su empleo se discutird ampliamente méas adel ante.
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3.4.5. Lentede Bertrand

También en el tubo del microscopio, existe unalente abatible,
denominada lente de Amici-Bertrand (a veces simplemente |lente de
Bertrand), que cuando estaintercalada seincorporaal sistema éptico
del objetivo modificando su distancia focal imagen hasta llevar a
coincidir su plano focal con el plano focal objeto del ocular. En estas
condiciones el microscopio actiacomo un telescopio de Galileo (dos
lentes con los focos imagen y objeto coincidentes), que enfoca
permanentemente al infinito. Lo cierto es que con los objetivos del
microscopio, el enfoque al infinito empieza poco mas alla de unos
milimetros de la lente frontal de objetivo. Por tanto, con lalente de
Bertrand colocada, el microscopio no enfocalamuestradelaplatina,
sino que al observador lellegalaluz que haatravesado ésta, deforma
queesposibleponer demanifiesto algunosfendémenosde polarizacién
einterferenciaque se discuten en capitul os posteriores.

3.4.6. Oculares

Los oculares son convencionales, aunque su posicion esta
fijadapor unaranuraen el tubo. Ademas, en el plano de formacion de
la imagen del objetivo, existe un reticulo con dos lineas
perpendiculares entre si que indican las posiciones de vibracion del
polarizador y analizador en las condiciones normales de trabajo.
Resulta anecd6tico recordar que en los primitivos microscopios de
polarizacion, dicho reticulo se construia con dos hilos de tela de
arafna.

3.5. El microscopiodeluzreflejada
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El microscopio de polarizacion paratrabajos con luz reflejada
es, basicamente, un equipo similar al descrito para observaciones en
luz transmitida, aunque necesariamente debe incorporar algunos
cambios, especialmente en el sistema de iluminacion. La geometria
general delos microscopiosdereflexion se puede ver enlaFigural10.

En estos equipos la
muestra es opaca y no puede ser
tubo del iluminadapor transmision. Laluz

microscopio :
P debellegar desdelaparte superior

de |la preparacién y reflejarse en

reflector ella. Esa es la luz que se utiliza

para formar la imagen, por lo

lampara condensador -— tanto, las particularidades del
objetivo _ _ .

microscopio de reflexion son la

T muestra lampara y el condensador

(incluyendo el polarizador

Figura 10. Disposicion general del sistema de iluminacién, reflector y incorporado), y el reflector de la
objetivo en un sistema de microscopia de reflexion. ’
luz que manda el haz procedente

del compensador hacia la muestra. El resto es, con muy pocas
diferencias, idéntico alos equipos descritos anteriormente.

3.5.1. LAmparadeiluminacién

En los microscopios de transmision se pierde muy poca
intensidad luminosa debido a absorcién delamuestra o delaslentes,
por lo tanto, es suficiente la intensidad luminosa suministrada por
|amparas hal 6genas de bajo voltaje y potencia moderada (entre 15y
30W). Pero en los equipos de reflexidn se pierde buena parte de la
intensidad delalamparaen algunosreflectores, como sediscutiramas
adelante, y lamuestrasolo reflejauna parte de laluz que recibe. Esto
hace necesario el uso de ldmparas hal6genas de elevada potencia
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(entre 50 y 100W). Estas lamparas desprenden mucho calor, por |o
gue el empleo defiltros antical 6ricos resultaindispensable.

En trabajos con luz polarizada (sin analizador) una moderada
potencia luminosa suele ser suficiente, pero en condiciones de
polarizadores cruzados, suel e ser necesario incrementar laemision de
lalampara. Es por ésto que en los equipos de reflexion, laintensidad
de laldmpara suel e ser regulable para poder suministrar latotalidad
del voltaje nominal la ldmpara (o0 incluso sobrevoltar) y asi
aprovechar al maximo su emision.

3.5.2. Condensador

Laluz procedente delaldmparaes condensadapor unaseriede
lentes y desviada en el reflector hacia el objetivo, antes de incidir
sobre la muestra. Por o tanto, en los microscopios de reflexion las
lentes del objetivo forman parte del sistema de iluminacion, o que
obliga a que el condensador sea distinto de los utilizados en

microscopiade transmision.

De modo genérico, el condensador es un sistema Optico de
lentesquesituan laimagenreal delalamparaen el plano focal imagen
del objetivo, de tal manera que se genera un haz de luz que incide
normal mente sobrelamuestra. Laimagen delamuestraasi iluminada,
se forma en el plano focal objeto del ocular, como en todos los
microscopios. Lapresenciadel refl ector, queactiaen ambossentidos,
provoca, asimismo, laformacion de otrasiméagenes reales del objeto
sobreel ejedel sistemadeiluminacidn, aunque este aspecto carece de
relevancia paralos objetivos de este texto.

La disposiciéon de las lentes del condensador de reflexion
condiciona que los diafragmas de apertura y de campo ocupen
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posicionesdiferentesdelasdeloscondensadoresdetransmision. Asi,
el diafragmamas cercano alafuente deiluminacion es el de apertura
(DA), mientras que el que ocupa una posicion intermedia en el
sistemaes el de campo (DC).

3.5.3. Polarizador

El condensador incorpora un polarizador, igual que en los
equipos de transmision. En este caso, laluz polarizada es desviada en
el reflector (prisma o placa de vidrio), sobre el que incide bajo un
cierto angulo. Paraevitar que, traslareflexion, lacomposicién de las
correspondientes componentes transversal o longitudinal modifique
el estado de polarizacion delaluz, el plano del polarizador debe ser
perpendicular a plano deincidenciaen el reflector. Normal mente, el
plano de polarizacién debe estar de izquierdaa derecha.

Hay que notar que si el plano de polarizacion fuese paralelo al
de incidencia, tampoco se veria alterado el estado de polarizacion,
pero en este caso habria una pérdida de intensidad, como se discutira
en el capitulo 6 (reflexion externa).

3.5.4. Reflector

El reflector es un sistema de desviacion de la luz, necesario
para hacer incidir sobre la muestralaluz proviniente del sistema de
iluminacion, quenecesariamenteocupaunaposicionexternaal propio
eje del microscopio. Por lo tanto debe tratarse de una superficie
reflectante que refleje laluz procedente de lalampara, pero que asu
vez permitael paso delaluz procedente delamuestrahaciael ocular.
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Existen dos tipos de reflectores de campo claro, con
propiedades ligeramente distintas, utilizados mayoritariamente en
microscopia de reflexion. Por una parte los basados en una placa
reflectante, y por otralos que estan formados por un prisma.

Placa reflectante

En esencia se trata de una placa de vidrio que
refleja parte de la luz que incide sobre sus superficies,

e | dejando pasar otra parte. Su
. < - rendimiento en términos de intensidad es bajo. Para
ﬁ 100 mejorarlo setratan lassuperficiesdel vidrio, demodo que
% 28-1/100 \ seaumentalareflexion delaprimeracara, y se minimiza
& 2827100 s ladelasegunda.
"2? 1=8=28
R=100% En un vidrio de indice de refraccion 1.7 (para
Figura 11. Calculo aproximado del aumentar la reflectancia del mismo), el tratamiento

rendimiento luminoso de un reflector
plano tratado para aumentar su eficacia.

Sobre lamuestra 100% reflectante llegaun a producir una reflexion del 27% de la luz incidente,
28% de laluz emitida, que en parte de . ) o )

pierde en lasegundareflexion, demodo ~ Mientras que se consiguen reflectanciasinferioresal 1%
que a tubo del microscopio llega menos
del 20%.

mediante recubrimiento metalico delaprimeracarallega

en lasegundacara. LaFigura 11 muestralas pérdidas de

intensidad del haz procendente del sistema de
iluminacion, en el supuesto de una muestra
completamente reflectante (R=100%).

Prisma

La disposicién de un prisma como

a b 3 reflector del sistemade iluminacion, siendo
un sistemaquereflejael 100% de laluz que

Figura 12. Prismas reflectores a) de Berek, b) simple. recibe, no puede ocupar la totalidad del

Notese |la diferente posicion del gje del sistemade campo del objetivo. En consecuencia, ocupa
iluminacion.
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lamitad del campo y la otramitad se utiliza paralaluz que asciende
hacia el ocular. En estas condiciones, lailuminacion es ligeramente
oblicua, dependiendo de la apertura numérica del objetivo utilizado.

En microscopiosde precision, especial mentesi sevaaemplear
para microscopia cuantitativa, el reflector es un prisma de Berek
(Figura12), en el cual laluz sufre unatriple desviacion. Larazon es
que, paraun prismadeun vidrio deindicederefraccion adecuado, con
unaincidenciacercanade 45° (superior al ahgulo limite) como laque
ocurre en la parte trasera del prisma, la diferencia de fase entre las
componentestransversal y longitudinal delaluz polarizada, es de 60°
(ver capitulo 6 para la correspondiente justificacién tedrica de este
hecho). Si se producen tres reflexiones, ladiferencia de fase total es
de 180°, con lo que se elude cualquier posibilidad de polarizacion
eliptica de la luz antes de incidir sobre la muestra, sea cual sea la
posicion del plano del polarizador.

El centraje del microscopio cuando se usa
un prisma de reflexiéon debe ser especifico.
Considerando que el prisma ocupa la mitad del
campodel objetivo, debedesplazarseel diafragma
de apertura para que no se pierda luz en las

paredes del tubo. Por tanto, con la lente de
Figura 13. Centrgje dela posicion del diafragmade

apertura para a) reflector de prisma; b) reflector plano Bertrand colocadaparaver laimagen del DA, este

debe moverse hasta que la imagen ocupe la
posicién que muestralaFigura 13.

3.5.5. Objetivos. L osde bajaaperturanuméricasonigual es, mientras

que los de elevada apertura numeérica suelen ser especificos paraluz
reflejada
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i NS
reflectar

plana

lampara con lente condensador

Sistema de iluminacion utilizando un reflector plano.

plana

= reflectar

lampara con lerte
condere ad or

Wi

muestra

Sistema de iluminacién con un reflector de prisma

Figura 14. Esquemas de los sistemas de iluminacion utilizando ambos tipos de
reflectores. En ambos casos, laimagen del difusor de laldampara S, se formaen €l
plano del diafragmade aperturay en el plano focal f, del objetivo. Por su parte, los
rayos que sereflejan en el objeto (dibujados en naranja) forman unaimagen real del
mismo en el tubo, més otras imégenes en el plano del diafragma de campo y en el
plano focal de unadelas lentes del condensador. Notese la posicion del diafragma

de aperturay del prismarespecto del eje del condensador.
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3.6. Centrajey puestaapunto del microscopio

Esta es una operacion rutinaria que debe ef ectuarse amenudo,
puesto que el uso, el intercambio de objetivos, la intercalacion
periodicadelentesy accesorios, lasvibracionesdel puesto detrabajo,
etc. acaban descentrando |os componentes del microscopio respecto
de su posicion ideal sobre el eje dptico del equipo. Por ello resulta
conveniente que antes de cada sesion detrabajo se compruebe, y en su
caso se corrija, la posiciéon de todas y cada una de las partes del
microscopio. A continuacion se describen, de modo préctico, las
operaciones normales de centraje del equipo, aunque éstas pueden
variar ligeramente de un fabricante a otro por las especificidades de
cada equipo.

El inicio delaoperacidn con el microscopio precisaque todos
sus componentes esten en correcto funcionamiento vy
convenientemente alineados alo largo del eje del microscopio, desde
la léampara de iluminacion hasta el ocular de observacion. La
movilidad de cada uno de los componentes varia entre fabricantes y
model os, de modo que en modelos mas sofisticados y versétiles, es
posible en centraje de lamayoria de sus componentes.

- Lampara: si el microscopio lo permite, hay que empezar por
el centragje de lalampara, lo cual implicadisponer el filamento de la
misma (normal mente cuadrado o rectangular) o mas centrado posible
sobre el eje del sistema. El proceso mecanico es diverso segun el
fabricante, aunque la “observacion” del filamento através del tubo
suele llevarse a cabo mediante la colocacion de lalente de Bertrand,
entre otros posibles accesorios. En cualquier caso hay que centrar el
filamento retirando los difusores de que normal mente disponen los
portalamparas de microscopia.
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- Condensador: en muchos model os el condensador disponede
una cremallera que permite su desplazamiento vertical. Como la
imagen del diafragma de apertura se forma en el plano focal del
objetivo, colocando la lente de Bertran, debe desplazarse el
condensador hasta que laimagen se vea enfocada. Normal mente para
objetivos de pocos aumentos el condensador esta en laparte mas baja
de su recorrido, mientras que paralos de gran aumento debe estar en
|aparte superior.

Enlosmicroscopiosen que seaposiblecentrar el condensador,
esta operacion debe hacerse cerrando el diafragma de campo y
centrando su imagen mediante los tornillos del condensador. El
objetivo debeestar centrado, deotro modo el centrajedel condensador
seria errébneo porque su imagen estaria desplazada del €je del
microscopio por lalentefrontal del objetivo descentrado.

- Diafragma de campo: para tareas convencionales que
requieran la observacion de todo el campo, el diafragma de campo
debe estar abierto de modo que suimagen quedeligeramentefueradel
campo devision, lo cual se consigue cerrando el mismo y abriéndolo
lo necesario.

- Diafragma de apertura: su imagen se observa mediante |la
intercalacion de lalente de Bertrand. Debe estar abierto unos 2/3 del
campo total paraun correcto contraste de laimagen

- Platina y objetivos: teniendo en cuenta que la platina es
giratoria, debe garantizarse que su eje de giro sea coincidente con el
eje Optico del microscopio. Hay dos procedimientos posibles para
conseguirlo, que varian de un fabricante a otro. En general se puede
admitir que el microscopio propiamente dicho (platina-objetivo-
ocular) constadetresejesindependientesquedebenalinearse. Fijados
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dos de ellos, hay que desplazar el tercero hasta que esté en linea con
los otros dos. Entodoslos modelos el ocular esfijo, por lo tanto, o se
centrael eje de giro delaplatina, o se centrael eje 6ptico del ocular.
Unos model os adoptan un sistema, otros el otro.

Cuando se centra la platina existen dos tornillos a 90°
blogueables, que trabajan contra sendos muelles, que permiten
desplazar el centro de giro delaplatina. Unavez centrada sefijacon
un tornillo final de carrera o cualquier otro sistema mecanico de
blogueo. Si se centran los objetivos, suele hacerse a través del
desplazamiento de su lente frontal, que estd sobre dos anillos
excéntricos, montados uno sobre €l otro. En este caso hay que mover
uno delosanillos sujetando el otro, y asi hastaconseguir
el centraje. Esta operacion hay que efectuarla para cada
objetivo.

El control del centraje se realiza observando un

punto de la preparacién y girando la platina. Si el
microscopio esta centrado (los tres ejes el linea), el
punto observado debe describir un circulo concéntrico al
punto de cruce de los hilos del reticulo. Si no lo esta,
describe un circulo cuyo centro imaginario no estaen el

centro delaimagen (Figura16).

El centraje consiste en |levar este centro de giro
Figura 16. En laimagen superior, i
dos puntos cualesquiera describen al punto de cruce del reticulo |o que normal mente no se
circulos cuyo centro no coincide con
el centro del campo de vision. En

centrgje consiste en llevar el centrode repetir el centraje un par o tres de sucesivas
giro a punto de cruce ddl reticulo.

consigue totalmente en una Unica operacion, y hay que

aproximaciones hasta alcanzar el nivel de precision
deseado.

- Polarizadores. Para las observaciones normales, los dos
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polarizadores deben estar perfectamente cruzados. Para comprovar
ésto, sin preparacién algunaen laplatina, con un objetivo de aperura
numérica pequefia (normal mente uno de pocos aumentos), cruzando
ambos polarizadores, el campo debe verse completamente oscuro. Si
no ocurre asi, es posible que el analizador esté ligeramente girado
(algunos modelos |o permiten), o que la disposicién mecanica del
polarizador o del analizador no sealacorrecta.

3.7. Ester eomicroscopio

L os estereomicroscopios permiten una vision tridimensional
partiendo de la base que cada 0jo observa una imagen dintinta. Asi
pues, el estereomicroscopio dispone de dos objetivosy dos oculares,
es decir, practicamente de dos microscopios gue observan lamuestra
desde angulos ligeramente distintos, lo cual da la visién

estereoscopica. Debido a que estos microscopios requieren
distancias de trabajo grandes, sus aumentos son relativamente
limitados, no superando el centenar en |os casos extremos.

%
. : v Su uso se limita a la observacion de muestras a pocos
aumentos, sin preparacion previade las mismas, habitual mente
-
A
-1’

A}

con iluminacién episcopica, aunque existen modelos con
iluminacion de campo oscuro y/o por transparencia en campo
claro. Muchos de los modelos incorporan un cambio de

&
i . . .
\/ aumentos mediante un mecanismo zoom, y algunos, diafragma

deaperturaen el tubo paraaumentar laprofundidad de campo en

et

Figure 17 Imagen de un
estereomicroscopio. algunas observaciones.

3.8. Observaciones especiales

La microscopia permite un amplio abanico de observaciones
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para aplicaciones especificas, de las cuales se aplicadan
especificamenteal estudio de material escristalinos. No obstante, son
posibles otras aplicaciones que ponen de manifiesto caracteristicas
especificas de las muestras. En ocasiones, éstas deben estar
especificamente preparadas para un tipo particular de observacion.

De las posibles aplicaciones especial es de |la microscopia, se
han escogido tres que parecen de particul ar interés, aunque su utilidad
no se circunscriba exclusivamente al estudio de los materiales
cristalinos.

3.8.1. Observaciones en campo 0scuro

Basicamente consiste en laobservacion delamuestraevitando
la luz directamente transmitida o reflejada por ésta, segun la
observacién se efectue por transmision o reflexion, respectivamente.
Recibe el nombre de las observaciones por transmision, en las que la
imagen se observa sobre un fondo negro. Este tipo de iluminacion
permiteobservar caracteristicasinternasdelamuestra, evitandolaluz
directamente transmitida o reflejada, cuya intensidad impediria ver
|os aspectos internos, de mucha menor intensidad.

Tanto por transmision como por reflexion se
ilumina la muestra mediante un cono hueco de luz, en
cuyo interior no hay luz, con lo cual la muestra es

iluminada oblicuamente (Figura 18 a - transmision -y b

-reflexién -). Se requieren condensadores

Ry 4 o . L
| % | | especificamente diseflados para esta iluminacion, asi
- = e
a;/ \ b) : como objetivos especial es parareflexion, puesto que en
estetipo de observaciones éstosforman parte de sistema
Figura18 deiluminacién.
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En el caso delasobservacionespor transmision, lailuminacion
hace posible la observacion de caracteristicas internas, porque al
evitar el haz directamentetransmitido, es posible poner de manifiesto
pequefiasinclusiones o discontinuidades que de otro modo quedarian
“tapadas” por laintensidad transmitida directamente.

La aplicacion de la iluminacion de campo oscuro en
microscopia de reflexion solo tiene sentido en la observacion de
muestras relativamente poco absorbentes, puesto que en medios
altamente absorbentes, la luz es completamente reflejada en la
superficie, no penetra en el interior y, por tanto, no hay nada que
observar.

Por el contrario, si lamuestraesrel ativamente
transparente, parte de laluz penetra en su interior y
sufre reflexiones internas, que son recogidas por el

0 objetivo (Figura 19). Dichas reflexiones también se

producen en observacionesconvencional esen campo
claro, pero normalmente son de tan pocaintensidad

gue laintensidad del haz normal mente reflejado no

Figura 19 permite verlas.
Figura 20 Foto campo obscuro

3.8.2. Contraste de fases

Setratade un procedimiento cualitativo parareal zar pequefias
diferenciasdeindicederefraccion, detal maneraque unamuestraque
contenga zonas de igual color o transparentes, en las que sélo sus
indicesderefracciondifierenligeramente, pueden ser contrastadasde
modo suficiente para ser discriminadas. Esta es una situacion
caracteristica de preparaciones bioldgicas, no obstante la técnica
también puede ser aplicada en casos especiales a materiales
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inorganicos.

Cuando una onda atraviesa un medio de indice de refraccion
superior a uno, avanza mas lentamente que en el vacio, lo que
ocasionacierto retardo respecto de unaondaque no haatravesado ese
medio. Lo que ocurre es una diferencia de fase, pero no de amplitud
y estadiferenciano es detectable sin un sistema 6ptico latransforme
en diferenciade amplitud, ya que el ojo discriminalas imagenes por
sus distintas amplitudes (intensidades) que llegan alaretina. Estaes
lafuncién del sistemade contraste de fases.

El contraste de fases es un procedimiento adecuado para
retardosentrel /10 al /2. Por encimade este valor se producen halos
gueenmascaran laimagen. El sistemaapropiado pararetardosiguales
o superioresal /2 es el contraste interferencial de Nomarsky, que se
discutira seguidamente.

El sistema de constraste de fases se basa en el hecho de que
cuando un haz deluz atraviesalamuestra de producen conos de haces
difractados con un retardo respecto del haz directo de |/4,
independientemente del retardo que éste hayaacumulado al atravesar
la muestra. De alguna manera, el haz directo puede considerarse el
difractado de orden cero, y los correspondientes conos, de orden uno,
dos, etc. La diferencia de intensidad entre el haz directo y los
difractados es muy grande y éstos, al recombinarse, no producen
sensacién apreciable alguna.

Si selograaumentar el retardo del /4 al /2, al combinarse se
producira unainterferencia destructiva, que implica un cambio en la
amplitud, y por tanto detectable por el ojo. Ademas, hay que reducir
laintensidad del haz directo para que el efecto sea apreciable.
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Estos efectos selogran mediante el uso de un diafragmaanular
en el condensador: un disco opaco que deja pasar un anillo de luz
(Figura2l). Este diafragmaesté colocado de tal modo que el objetivo
forma unaimagen del mismo en su plano focal imagen. El propdsito
de este anillo es separar el haz directo delosrefractados al introducir
ciertainclinacion en lailuminacion.

Por su parte, paraaumentar el retardo al /2 hay que incorporar
en el objetivo unaldminaque produzcaun retardo del /4 deloshaces
difractados respecto del directo. Esta lamina tiene un anillo
absorbente (normal mente una deposicion metalica) que coincide con
laimagen del anillo transparente del diafragmadel condensador (ver
Figura2l). Deeste modo laintensidad del haz directo sereduce hasta
en un 80%. El resto tiene un film transparente que produce el retardo
adecuado respecto del directo, que no es retardado.

lente frontal placa A4y anilla
abjetivo absorbente

|

diafragma anular  condensador  muestra

rayo diftactado
retardado A2

rayo directo

rayo diftactado
retardado ar4

Figura 21

En estas condiciones, a combinarse de nuevo los haces, se
produce una interferencia casi destructiva puesto que el retardo es
cercanoal /2. Lasdiferenciasentre unos hacesy otros procedentesde
lamuestra situada en la platina, dependen del retardo ocasionado por
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las diferencias de indices de refraccion de las fases atravesadas. Se
dispone, por tanto, de un sistemaque pone de manifiesto | as pequefias
diferenciasde indice derefraccion, esdecir, de un contraste de fases.

Noétese que si el anillo absorbente del objetivo fuera
completamente opaco se tendria un sistema muy cercano al campo
oscuro. Lareducciondelaintensidad del haz directo esnecesariapara
equilibrar lasintensidades de éstey los difractados, en caso contrario
el efecto no seria detectable.

El sistemautilizaobjetivosespecial es, similaresalosnormal es
pero que incorporan la lamina anular. En muchos modelos, cada
objetivo requiere un diafragma especifico, de modo que,
frecuentemente, éstos estan montados en un revolver que permite
intercalar el adecuado paracadaobjetivo.

El centrajedel sistemarequierequelasimagenesdel diafragma
y del anillo del objetivo coincidan. Paraello seintercalael diafragma,
y como la imagen de éste se forma en el plano focal objeto del
objetivo, es posible observarlaintercalando lalente de Bertrand. En
estas condiciones se observan las imagenes del diafragma anular del
condensador y del anillo del objetivo, que hay que hacer coincidir.

3.8.3. Contrasteinterferencial (Nomarsky)

El sistema de contraste interferencial desarrollado por
Nomarsky a mediados de los afios 50 es una herramienta
complementariadel contraste de fases descrito en laseccion anterior.
Su rango de trabajo son diferenciasde camino entrel /4y | . Se trata
de un instrumento cualitativo, puesto que no permite mediciones de
retardos y simplemente genera una imagen de color (debido a
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interferencias) con claros y oscuros, que simula un relieve que en
realidad no existe. Los clarosy oscuros que generan estefalsorelieve
se deben a fendmenos de interferencia, y las imagenes deben ser
interpretadas en este sentido.

El equipo se basa en un mecanismo de desdoblamiento del haz
qgueincide en lamuestra, para ser recombinado antes de laformacién
de laimagen por el ocular. Tratandose de un sistema interferencial,
require el uso de luz polarizada, y por tanto se deben intercalar el
polarizador y el analizador.

En el condensador se intercala un prisma de Wollaston
modificado que desdoblalaluz polarizada en dos ondas vibrando en
planos perpendiculares entre si. A la salida del condensador, estas
ondas se propagan paralelamente, y asi atraviesan o inciden en la
preparacion (segun sea luz transmitida o reflejada). Como viajan en
paralelo, sejuntan en el plano focal imagen del objetivo, y un segundo
prisma las recombina en un Unico camino 6ptico. Asi llegan al
analizador, que al llevarlas avibrar en un solo plano de polarizacion,
interfieren (Figura22).

muestra

.......

R I ._._|_||.LL|.H T S SR WSS S N R
ainnme

'[TT7++++++++-+HHHHHH'_IP

P1 prisma prisma P2

condensador objetivo

Figura 22
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Ladiferenciade camino entrelas dosondas que dalugar auno
uotro color deinterferenciase produce al atravesar lapreparacion (en
luz transmitida), o al reflejarse en planos distintos en la muestra (en
luz reflejada). Por lo tanto, los colores que contrastan la imagen
generadareflejaran discontinuidades 6pticas (diferenciasdeindicede
refraccién), odiferenciasdeplano dereflexion (enluzreflejada) entre
|as dos ondas desdobladas. Hay que sefial ar que los dos haces avanzan
en paralelo separados una distancia muy pequefia (para una mejor
comprension del esquemadelaFigura22 se haexagerado ladistancia
entre haces), que es precisamente la que controla el limite de
resolucion del sistema.

El equipo constade un prismaqueseincorporaal condensador,
y de anillos que soportan objetivos convencionales, los cuales a su
vez, incorporan el segundo prisma. Losprismasdel condesador suelen
estar diseflados para objetivos especificos, de modo que hay que
cambiarlos para cada objetivo. El segundo prisma suele ser el mismo
paratodo el rango de aumentos.

En los dispositivos para luz reflejada, un Unico prisma
incorporado en el objetivo es suficiente, puesto que
- Hactta como desdoblador del haz y como

» | . . .
s recombinador del mismo una vez reflejado en la
S muestra.

: - -
J-':!:r‘_.' &
_ . 3.8.4. Microscopiade fluorescencia UV
F w1‘*'#‘-
S ﬁ"' I.-! ‘E;
= Un microscopio de fluorescencia permite
AT, 8 5 -_. Yy
i . r i “ . observar la emision fluorescente de la muestra
[ N . ¥ 5'.-. o -_'-|1_’._ '\-ﬁ i i . i
Zap e P 2N ._'fﬁ"-#ﬁ ~#38 situada en la platina, cuando es excitada mediante
Figura 23. Imagen de una superficie obtenida por L ) . .
reflexion, mediante contraste interferencial de radiacion ultravioleta. Se trata de un microscopio
Normarsky.
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convencional con un sistema de iluminacién UV vy la inclusion de
algunos filtros. No tratdndose de un microscopio UV (laluz que se
observa es visible), no requiere el uso de Optica especialmente
transparente a la radiacion UV, y es posible observar la emision de
fluorescencia mediante microscopia de transmicion o de reflexion,
indistintamente. Se trabaja sin polarizadores, en parte porque éstos
reducen laintensidad emitida, y en parte porque serian dafiados por el
calor emitido por laslamparas UV.

Los filtros requeridos son los de excitacion y los filtros
barrera. Losprimeros, colocadosen el condensador, tienen lafuncién
defiltrar laparte deradiacion UV que se desea paralaexcitacion, ala
vez que eliminan el exceso de radiacion roja que suelen emitir las
|amparas de ultravioleta. Losfiltros barrera (o de parada), colocados
en cual quier parte detubo por encimadel objetivo, eliminan el exceso
de radiacion UV gque ha atravesado la muestra. De otro modo ésta
dafiarialaretinadel observador (Figura24).

Las |amparas de iluminacién suelen ser de vapor de Hg o de
xenon. Ambos tipos son de chispa, y la descarga eléctrica excita
mercurio vaporizado o xenon a baja presién, que emiten un amplio
espectro de radiacion, una parte de la cual corresponde ala zona del
ultravioleta préximo (hasta 200nm). La mision de los filtros de
excitacion es cortar laparte del espectro emitido que no interesa para
la observacion. Por otra parte, ambas lamparas emiten calor, por |o
que resulta indispensable el uso de filtros anticaloricos
inmediatamente después de la lampara, para evitar que se dafien los
sistemas Opticos del microscopio.
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Figura 24. Esquema de la disposicion de los componentes en un microscopio de fluorescencia UV.
El filtro antical6rico cortalaradiacion IR, y deja pasar la visible (que es cortada por los filtros de
excitacion) y laUV (que es selectivamente transmitida por |os filtros de excitacion). Laradiacién UV
excitalafluorescenciade lamuestray, en parte, la atraviesa. El filtro de parada corta la radiacion UV
transmitida (para que no llegue a ojo) y trasmite la emision fluorescente visible emitida por la

muestra.

3.9 Preparaciones micr oscopicas paratransmision

En el microscopio de transmision la luz atraviesa la muestra,
de modo que ésta debe ser suficientemente delgada como paraque la
luz laatraviese conintensidad suficientecomo pararealizar unabuena
observacion. Por |o tanto, las preparaciones de cristal es de cual quier
naturaleza o de rocas deberan tener un
espesor cercano a las 30nm para que se
pueda formar una imagen nitidamente

resina
( cubreobjetos aprox. 100pm
observable.
lamina delgada
aprox. 30wm
portachjetos aprox. 1mm Las preparaciones microscopicas

de materiales inorganicos constan de un

soporte de vidrio, que se denomina

portaobjetos, de dimensiones variables
Figura 25. Seccién de una preparacién microscopica para transmision.
Se han conservado las proporciones entre los diversos componentes,  (2:5 0 3¢m x 5 0 6cm) y de un espesor

CUyo espesor aproximado de Gita ligeramente inferior al milimetro. Al
portaobjetos se adhiere el fragmento de material apreparar del que se
ha desbastado una supercicie plana de corte, con unaresina sintética
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(acrilica, vinilica o epoxidica) de indice de refraccién 1.5,
précticamente idéntico al del vidrio, de modo que forma con éste un
contacto 6ptico sinreflexionesinternas. Antiguamente se adheriacon
unaresi nanatural [lamadabal samo del Canada, denominacionqueadn
persiste en algunos tratados.

El fragmento adherido al vidrio se corta paralelamente al
soporte, y se desbastay pule hasta que alcance las 30nm. El proceso
depulido esdelicado porque se pretende al canzar espesores muy finos
y lalaminaque serequiere hadetener |as caras paral el as evitando que
forme una cufia.

En la mayoria de los casos y en |las observaciones rutinarias,
unavez alcanzado el espesor requerido, lapreparacion se recubre con
un vidrio de espesor cercano a las 100nm, adherido con la misma
resina'y por idénticas razones de evitar reflexiones internas en las
interfases vidrio-resina. El vidrio que cubre la preparacién se
denomina cubreobjetos. Su espesor viene limitado por la distancia
libre de trabajo de los objetivos de gran apertura numeérica, que suele
ser de 170nm, y que tienen que enfocar todo el espesor de la
preparacion através del cubreobjetos.

En algunos casos se evita cubrir la preparacion para disponer
de la misma para otro tipo de andlisis, ademas del microscopico de
polarizacion. En estos casos la observacion debe hacerse colocando
una gota de aceite de inmersién y un cubreobjetos para evitar de este
modo ladispersion delaluz quetendrialugar enlasrugosidades de la
superficie superior de la preparacion.
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