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RESUMEN

En este articulo se hace una semblanza de |a historia de la microscopia desde que el hombre tuvo la capacidad
de razonar hasta nuestros dias, en los que el hombre ha logrado manipular &tomos y células. Se destaca
la labor de grandes fisicos que han contribuido, tanto con sus trabajos tedricos como experimentales, en el
desarrollo de las técnicas de microscopia 6ptica, electronica, de tunelaje y de fuerza atémica. Asi mismo,
se describe de manera sencilla y breve las principales caracteristicas de cada una de estas técnicas y
algunos logros que han sido fundamentales en el conocimiento de los seres vivos y de los materiales. Por
ultimo se hace recomendacion de algunos articulos y paginas electronicas que el lector puede consultar para
profundizar en cada una de las técnicas abordadas.

Palabras clave: Historia microscopia, SEM, TEM, STM, AFM, microscopia de contraste de fase,
microscopia confocal.

THE PHYSICS IN THE MICROSCOPY HISTORY
ABSTRACT

In this paper is presented the history of the microscopy since the man had the capacity to reason until our
days, in which the man has been able to manipulate atoms and cells. It is also commented the work of
great physics that have contributed so much with either their theoretical and experimental works for the
development of techniques such as: light, electron, tunneling and atomic force microscopy. It is described the
main characteristics of each of these techniques and some achievements, fundamentaly in the knowledge of
biology, medicine and materials science. Finally, it is recommended some specialized literature and internet
pages that the reader can consult in order to know more of these approached techniques.

Keywords: microscopy history, SEM,TEM.STM, AFM, phase contrast microscopy, confocal
microscopy

Introduccion

La asamblea general de las naciones unidas declaré al afio 2005, como el Afio Internacional de la Fisica, en
reconocimiento al primer centenario de las publicaciones de la relatividad de Albert Einstein consideradas base
tanto de la fisica moderna como de grandes descubrimientos cientificos, pilares del desarrollo tecnolégico
actual. Dentro de estos descubrimientos y desarrollos esta el de la microscopia en sus diferentes modalidades
(6ptica, confocal, electrdnica, de tunelaje y de fuerza atémica). Tal ha sido el impacto de estas tecnologias que
cuatro de sus disefiadores fueron galardonados con el Premio Nobel de Fisica: Fritz Zernike, en 1935, por el
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desarrollo del microscopio de contraste de fase;Ernst Ruska (disefiador del primer microscopio electrénico)
y Gerd Benning y Heinrich Rohrer (disefiadorres del primer microscopio de barrido por tunelaje), en 1986.
De la misma manera, la humanidad reconoce también la genialidad y aportes realizados al desarrollo de la
microscopia, de: Zacharias Jensen (1580-1638), Robert Hook ( 1635-1703), Galileo Galilei (1564-1662),
Christiaan Huygens (1629-1695), Ernst Abbe (1840-1905), Carl Zeiss ( 1816-1888) entre otros. En honor
a estos grandes cientificos, usuarios y conocedores de la fisica Optica, se presenta en este articulo una
cronologia del desarrollo de la microscopia y sus aportes a la humanidad.

Las Primeras Observaciones

Los antiguos habitantes del planeta observaron que una gota de agua y materiales curvos transparentes,
amplificaban el tamafio de las imagenes de los objetos, sin embargo alin no contaban con los medios
tecnolégicos y cientificos para comprender y hacer uso de tal fendmeno, y asi poder desarrollar una tecnologia
en su beneficio. Fue hasta el siglo XVII cuando se iniciaron las primeras experiencias con artefactos de
vidrio en forma de lenteja, dandoles por ello el nombre de lentes. Con éstos observaban un aumento en la
imagen de los objetos, fenémeno que fue muy apreciado por diversos comerciantes, tales como joyeros y
mercaderes de tejido con la finalidad de observar la calidad de los productos. Fue Galileo Galilei (1564-1662)

al primero a quien se le acredit6 el uso cientifico de las lentes al hacer observaciones astrondmicas.

Entre los afios de 1591 y 1608, el fisico holandés Zacharias Jensen construyd el primer microscopio
compuesto, constituido por varias lentes que permitieron corregir las aberraciones esférica y cromatica. Este
microscopio consistia de un lente objetivo convexo y un ocular céncavo (figura 1). Posteriormente Johannes
Kepler (1571-1630) disefi¢ un microscopio compuesto en que el objetivo y el ocular eran del tipo convexo;
éste es el prototipo de los microscopios actuales (Lanfranconi, 2001; Radl 1988).

CBJETIWD

Fig 1.- Primer microscopio optico disefiado por el fisico holandés Zacharias Jensen

Anthony van Leeuwenhoek (1632-1723), trabajando en un negocio de tejidos, se interesé por el aspecto que
tenian las cosas cuando las veia bajo aumento y comenz6 a trabajar en el tallado de los vidrios para mejorar
las imagenes que observaba, logrando amplificar hasta 270 veces. Diversos tipos de materiales pasaron por
sus microscopios (musgos, leche, agua, abejas, etc.), siendo el primero en observar (1675) los infusorios
(microorganismos observados en aguas estancadas). Sus instrumentos cobraron fama y se convirtieron en
un gran atractivo para la gente, incluyendo reyes.

Uno de los descubrimientos mas importantes y de gran impacto en la historia de observacion bioldgica
y médica se produce en 1665, cuando Robert Hook, médico inglés, utilizando un microscopio Optico
rudimentario, reportd que todos los seres vivos estan formados por unidades estructurales de vida a las que

llamd "celdas" o "células".
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Mientras, descubrimientos similares con el uso del microscopio 6ptico se iban dando a conocer, paralelamente
se fue desarrollando la teoria de la dptica, destacando el trabajo desarrollado por Christiaan Huygens (1629-
1695), cientifico que construyd instrumentos mucho méas poderosos que los de Galilei , obteniendo imagenes
mas nitidas con un nuevo método de pulido de lentes. Logré construir un refractor de 70 metros de distancia
focal y abertura de solo 23 centimetros. A diferencia del microscopio de Kepler que consistia en una lente
simple plano-convexa, el ocular de Huygens tenia dos lentes plano-convexas, una de mayor diametro y
distancia focal o lente de campo y una segunda de menor diametro y de distancia focal igual a la mitad de
la lente de campo, llamada “lente de 0jo”. Entre sus desarrollos cientificos destaca el principio que lleva su
apellido, el cual establece que todo punto de un frente de ondas que avanza, actia como una fuente de
nuevas ondas. Si se conoce el estado de un frente de ondas en un instante, se puede explicar su avance. A
partir de este principio se desarrollé la teoria ondulatoria de la luz. En su obra méas conocida, "El Tratado de
la Luz", enuncié los principios de la reflexion y refraccion de la luz, marcando el inicio de una nueva era en el
estudio de la dptica (Lanfranconi, 2001; Radl 1988).

Otros grandes cientificos que aportaron mucho a la humanidad por sus observaciones en el microscopio,
pero que seria muy extenso describir en detalle sus contribuciones fueron: Jan Swammerdam (report6é que
la sangre no es un liquido uniforme y que estaba compuesta de corpusculos que dan su color rojo); Marcelo
Malpighy (descubri6 que las arterias y las venas se hallaban unidas por una red de vasos, conocidos ahora
como capilares). Como se puede apreciar, los primeros grandes descubrimientos cientificos que se realizaron
con la ayuda de un microscopio fueron en el area bioldgica y médica.

Microscopio de Contraste de Fase

Hasta mediados del siglo XX un gran numero de microscopios de luz habian salido al mercado, destacando
los microscopios de la firma Carl Zeiss, debido a la colaboracion entre Ernst Abbe y Zeiss. Esta firma logré la
produccion de microscopios de gran calidad, gracias a la aplicacién de la teoria de formacién de imagenes
de Abbe, disefiando por primera vez un microscopio basado en calculos matematicos y conocimientos de
Optica geométrica. No obstante ello, se presentaban problemas muy grandes al tratar de observar muestras
transparentes a la luz visible, como es el caso de algunos seres vivos.

En el afio 1935, el fisico holandés Fritz Zernike desarroll6 el Microscopio de Contraste de Fase, con lo cual
se le otorgd el Premio Nobel de Fisica en el afio 1953. Su contribucién consistié al afirmar que la imagen
vista bajo un microscopio convencional, es formada por el objetivo del microscopio, y finalmente se observa
en el ocular. Si la muestra no absorbe la luz, no habra esencialmente contraste en la imagen visible (sera
toda blanca); por ejemplo, la mayoria de las células vivas absorben poca luz (a excepcién de las células
rojas de la sangre y los cloroplastos) y por lo tanto, son dificiles de visualizar a través de un microscopio
convencional. Por otro lado, aunque las células absorben poca luz, tienen diversos espesores y diversos
indices de refraccion en sus partes, lo que conduce a las diferencias de fase de las ondas de luz que pasan
a través de ellas. La fase de un haz de luz es inobservable a la vista (apenas se ve la intensidad, no la
fase). Zernike calcul6 la manera de hacer que las diferencias de fase se observaran en la imagen como
diferencias en la intensidad, logrando asi, visualizar detalles que no eran posibles apreciar en un microscopio
convencional. Este tipo de microscopios se utiliza habitualmente para estudiar células vivas En la figura 2 se
muestra una foto de Fritz Zernike (1888-1966) y el disefio de un microscopio de contraste de fase (Gundlach,
2003; Locquin, M'y Langeron, M. 1985).
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Fig 2.- Fritz Zernike (1888-1966), la optica de microscopio de contraste de fase y un microscopio moderno de
contraste de fase.

Microscopia Confocal

La microscopia confocal es una técnica relativamente nueva que esta logrando excelentes resultados
en diversas ramas de la ciencia (medicina, biologia, materiales, geologia, etc). Aunque el principio de la
microscopia confocal fue dado a conocer por Minsk en 1957 y los primeros microscopios basados en esta
técnica demostraron su validez en 1968, gracias a los trabajos de Petran y colaboradores; su gran aceptacion
tuvo lugar hasta hace unos pocos afios con el desarrollo de los laseres y equipos de computo. Su éxito se
debe a las ventajas que ofrece frente a la microscopia dptica convencional (imégenes de mayor nitidez y
contraste, mayor resolucion vertical y horizontal, etc) y sobre todo, a la posibilidad de obtener imagenes que
permiten su estudio tridimensional (Soto Eguibar, 1993)

El principio de la microscopia confocal se basa en eliminar la luz reflejada o fluorescente procedente de
los planos fuera de foco. Para ello se ilumina una pequefia zona de la muestra y se toma el haz luminoso
que proviene del plano focal, eliminandose los haces procedentes de los planos inferiores y superiores
(Boyde, 1988). La luz procedente de un laser es reflejada mediante un espejo dicroico, y con la lente de
un objetivo es enfocada en un punto de la muestra. La sefial emitida por el punto iluminado (fluorescencia
0 luz reflejada) vuelve por el mismo camino 6ptico, pasando a través del espejo dicroico y enfocada en un
fotomultiplicador. Por ultimo, un diafragma o "pinhole" es colocado delante del fotomultiplicador para eliminar
las sefiales procedentes de la zona fuera de foco, aumentando con ello la claridad y resolucién de la imagen,
principalmente en aquellas muestras que tienen diferentes grosores o indices de refraccion; en particular los
bordes de cualquier estructura. En la figura 3 se muestra un microscopio confocal moderno, su arreglo 6ptico
y una imagen obtenida de neuronas (Wilson et al. 1994).
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Fig. 3.- Microscopio confocal moderno, su disefio dptico y una imagen de neuronas.

La microscopia confocal permite también estudiar los especimenes usando luz transmitida o reflejada; ello
implica que se puedan estudiar muestras que por su grosor o por sus caracteristicas, no son transparentes.
Con ello se han logrado desarrollar nuevas técnicas de preparacion de muestras, sin implicar el corte en
rebanadas delgadas como se hacia anteriormente, logrando incrementar las posibilidades de estudiar las
relaciones estructura-funcion, ya sea a nivel uni o multicelular.

Microscopia Electrénica

El desarrollo de la microscopia optica o de luz fue evolucionando de manera importante desde su aparicién
a principios del siglo XVII, y manteniéndose como pilar fundamental del conocimiento de aquello invisible a
la vista del ser humano; sin embargo, su limite de resolucion de aproximadamente un micrémetro 10¢m, ya
no fue posible mejorarlo debido al factor limitante de la longitud de onda de la luz (450-640 nm).

Fue hasta el afio de 1931 cuando se alcanzo a obtener, con la ayuda de otra generacion de microscopios,
una resolucion 1000 veces mayor que la de un microscopio optico; a ésta generacion se le conoce como
Microscopia Electrénica y fueron los fisicos Max Knoll y Ernst Ruska en Alemania, quienes dieron a conocer
el Microscopio Electronico de Transmisién (TEM, por sus siglas en inglés). Posteriormente, en el afio 1938,
Manfred von Ardenne construyé el primer Microscopio Electrénico de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés)
y comercialmente distribuido hasta 1965 por la compafiia britanica, Cambrige Instruments. En la figura 4 se
muestran tres fotografias, en la primera, Ruska y Knoll construyendo el primer microscopio electrénico de
transmision; en la segunda, un moderno microscopio electronico de transmision de emision de campo; y
finalmente un microscopio electronico de barrido de bajo vacio (Freundlich, 1994).

Fig. 4.- Ruska y Knoll construyendo el primer TEM; TEM de emisién de campo; SEM de bajo vacio moderno.
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El desarrollo de la microscopia electrdnica permitid, entre otras cosas, alcanzar el nivel de resolucion espacial
que muchos investigadores de diversas disciplinas demandaba, y fundar una rama de investigacién que a
pesar de ser relativamente joven, ha avanzado de una manera vertiginosa en la ciencia contemporanea.
Esta técnica se ha convertido en una fuente inagotable de informacion y desarrollo, no solo por la resolucion
alcanzada, sino también por las capacidades de analisis de las técnicas asociadas a un microscopio
electrénico moderno, como son la espectroscopia por dispersion de energia de rayos X (EDS de sus siglas
en inglés “Energy Dispersive Spectroscopy’), la espectroscopia por dispersion de longitud de onda (WDS, del
inglés “Wavelenght Dispersive Spectroscopy”) y la espectroscopia Auger, entre otras. Por su capacidad de
proporcionar informacién morfolégica, topografica, quimica, cristalina, eléctrica y magnética de los materiales,
la han convertido en herramientas indispensables en el dominio de la fisica del estado sélido, ciencia de
materiales, electronica, polimeros, metales, textiles, biologia, medicina, etc. El futuro de esta técnica es
muy prometedor debido a su desarrollo tecnoldgico en la dltima década del siglo XX, alcanzando un poder
de resolucion de hasta 0.1 nm en un TEM y 1.5 nm en un SEM, éste Ultimo con la posibilidad de trabajar a
presion controlada, Util en la observacion de muestras humedas (Diaz G y Arenas J., 2003).

La diferencia principal entre microscopia electrénica y dptica es el uso de un haz de electrones en lugar de
luz para enfocar la muestra, consiguiendo aumentos de hasta dos millones de veces (10° X). Su disefio se
basa en dos principios fisicos, uno es el de dualidad onda-particula predicha por Louis de Broglie en 1924,
quien dedujo una ecuacion (A = h/p; h es la constante de Planck) que permite calcular la longitud de onda (A)
esperada para una particula de masa m con momentum p (p=mv). En microscopia electrénica m representa
la masa de un electron y A adquiere valores en el intervalo 0.388 — 0.00193 nm, dependiendo del voltaje de
aceleracion de los electrones.

El otro principio fisico en el que se basa el disefio de un microscopio electronico es el de la ley de Lorentz
(F= e(vxB), lo cual indica para este caso, que un electrén viajando con velocidad v dentro de un campo
magnético B, experimenta una fuerza que hace que el electron describa una trayectoria helicoidal alrededor
de las lineas del B. De esta manera un microscopio electronico esta constituido por lentes electrostaticas y
electromagnéticas que desempefian el mismo papel que una lente de vidrio para el caso de un microscopio
de luz (Yacaman y Reyes, 1995).

En la figura 5 se muestra el disefio éptico de un TEM; una imagen de alta resolucion de una interfase
bimetalica Ni-Pt y un patrén de difraccién de un material cristalino.
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Fig. 5.- Disefio 6ptico de un TEM; imagen con resolucion atémica de una aleacién Ni-Pt y un patron de difraccion

En la figura 6 se presenta la dptica de un SEM y dos imagenes tipicas obtenidas por esta técnica del ojo de
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Fig. 6.- Optica de un SEM, imagen del ojo de una mosca obtenida a 450X y de microorganismos en papel antiguo a
2000X.

En el area biologica, grandes descubrimientos se han dado a conocer con el uso estos microscopios,
destacando los trabajos de Claude y Palade, quienes en 1974 recibieron el Premio Nobel de Biologia por
sus estudios celulares. Con este tipo de microscopio fueron observados por primera vez, el ADN y diferentes
tipos de virus.

Microscopia de Barrido por Tunelaje y de Fuerza Atomica

El Microscopio de Barrido por Tunelaje (STM por sus siglas en inglés) fue desarrollado en 1981 por Gerd
Benning y Heinrich Rohrer en los laboratorios de IBM de Zurich, Suiza. Ello les vali6 el Premio Nobel de
Fisica, en 1996.

El potencial de la técnica es enorme dado la posibilidad de obtener imégenes de superficies metalicas a
escala atémica. Debido a la capacidad de proporcionar un perfil tridimensional de la superficie de la muestra
es muy util en la caracterizacion de agregados, textura y defectos superficiales de los metales. Su uso abarca
unicamente el estudio de materiales conductores y su nombre se debe a que se utiliza el efecto tinel para
generar la imagen. Este efecto puede ser explicado a partir de los conceptos cuanticos de dualidad onda-
particula y el principio de incertidumbre de Heisenberg. Para entender este fendmeno, considere por ejemplo
el balanceo de una bola en una colina con subidas y bajadas sin friccion, segun lo mostrado en la figura 7.
Suponga que la bola esta sostenida momentaneamente y se suelta de la posicion A, ésta rodara cuesta
abajo y subira la colina hacia la posicion C; sin embargo nunca podré llegar a una altura mayor que su punto
de origen (A), asi que llegara y a la posicion B, y oscilara entre dichos puntos para siempre. No hay forma
por la cual la bola pueda pasar a la posicién D dentro del dominio de la mecénica newtoniana, pero esto es
exactamente lo que ocurre en el dominio de la mecanica cuantica. La bola puede rodar cuesta abajo en la
otra cara de la colina, después de subir hasta la posicion B, ésta se materializa en la otra cara (D), esto se
denomina efecto tunel en la mecanica cuantica. En un STM dos metales (punta piezoeléctrica detectora y
metal a analizar) separados por un vacio, se aproximan a esta situacion, en la cual electrones del metal en
estudio juegan el papel de las bolas y el vacio representa el punto C. Los electrones no tienen la suficiente
energia para escapar a través del vacio, pero puede haber intercambio de electrones entre ambos metales
por efecto tunel si éstos se encuentran suficientemente proximos. La probabilidad de que esto suceda es
grande debido a que los electrones son particulas de radio mucho menor a un picométro (102 m). La imagen
se forma al barrer la punta detectora del STM la superficie del metal, tal como se representa en la figura 8
Horton et al., 2003).
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. Supterﬁi.
Fig 8.- Benning y Rohrer mostrando el STM y esquema de su funcionamiento

Mas tarde, en 1985 Benning y Rohrer nuevamente construyeron el Microscopio de Fuerza Atomica (AFM);
instrumento mecano-6ptico capaz de detectar fuerzas del orden de los nanonewtons. Al analizar una
muestra, se registran las diferencias de altura entre el objeto de estudio y una punta cristalina de forma
piramidal acoplada a un listdn microscdpico, muy sensible al efecto de las fuerzas y de solo unos 200 ym
de longitud.

La fuerza atdmica es detectada cuando la punta estd muy proxima a la superficie de la muestra, entonces
es posible registrar la pequefia flexién del liston mediante un haz laser reflejado en su parte posterior. Un
sistema auxiliar piezoeléctrico desplaza la muestra tridimensionalmente, mientras que la punta recorre
ordenadamente la superficie. Todos los movimientos son controlados a través de una computadora. La
resolucién del instrumento es de aproximadamente 0.2 nm (10° m), y la pantalla de visualizacion permite
distinguir detalles en la superficie de la muestra con una amplificacion de varios millones de veces. Finalmente
en la figura 9 se presenta el esquema del funcionamiento de un AFM y dos imagenes de particulas de Au
obtenidas por esta técnica (Wolf y Pauler, 1999).

Fig. 9.- Esquema del funcionamiento de un AFM y dos imagenes de particulas de Au
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Conclusiones

En esta resefia de la historia de la microscopia se aprecia que desde el siglo XVII grandes fisicos, han
contribuido de manera importante en el desarrollo de diferentes técnicas de microscopia. Hoy en dia, varias de
estas técnicas han alcanzado resoluciones atdmicas; es decir, del orden de angstroms (10° m), permitiendo
conocer mas sobre los seres vivos; y materiales en general, a tal grado que el manejo de células y genes
en los seres vivos y la manipulacion de los atomos de los materiales son actualmente actividades que han
revolucionado la ciencia, creando nuevos campos de desarrollo como la biotecnologia y nanotecnologia, en
los que el ser humano ha apostado billones de dolares y que son considerados pilares en el futuro de la
humanidad.

Desde el punto de vista de la fisica, el desarrollo de las técnicas de TEM, AFM y STM ha hecho realidad el
paso de nuestro mundo clasico al mundo cuantico. Sin lugar a duda que la vida del hombre no seria lo que
es hoy sin estas novedosas técnicas.
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