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CALIDAD DEL AGUA

LABORATORIO 1. MICROSCOPIA

Objetivo: Familiarizar al alumno en la aplicación de técnicas microscópicas utilizadas en  Hidrobiología, para la identificación, medición y cuantificación de microorganismos de interés en el área  de la Ingeniería Sanitaria y Ambiental. 

1. MICROSCOPIO

Es un instrumento constituido por un conjunto de lentes que amplifican la imagen formada por rayos luminosos que atraviesan o se reflejan sobre un objeto en observación. El microscopio más común es el microscopio óptico que utiliza luz visible (figura 1).

Este microscopio tiene un poder de resolución limitado, existiendo otros tipos con mayor poder de resolución, como el microscopio de luz UV, o el microscopio electrónico.

Se entiende por poder de resolución la propiedad de un sistema de lentes para mostrar distintos y separados dos puntos muy próximos entre sí, de modo que se vean como dos imágenes distintas. El ojo humano tiene un poder de resolución de aproximadamente 0,1 mm, por lo que objetos de menor tamaño, aún cuando puedan ser captados como puntos, no es posible apreciarlos en detalle.

El poder de resolución de un microscopio óptico común es de aproximadamente 0,2(, por lo tanto con un aumento máximo de 100 diámetros de objetivo y 10 diámetros de ocular, (aumento máximo de 1000 veces), se logra amplificar partículas de 0,2 ( a 0,2 mm y hacerlas visibles al ojo humano.

El mayor poder de resolución que presenta el microscopio óptico de luz UV o fluorescencia se debe a que es iluminado por ondas de menor longitud de onda; el microscopio electrónico es alimentado por un haz de electrones, los que proporcionan al sistema un máximo de resolución. Así, el microscopio UV permite la resolución de partículas de un diámetro de 0,1(, mientras que el microscopio electrónico puede resolver partículas de 0,01m( de diámetro.



1 ( (micrón) = 0,001 mm (milimetro)



1 m(  (milimicrón) = 0,001 ( = 0,000001 mm

Para la observación de eucariotas: hongos, protozoos, algas superiores, y para protistos: actinomicetes, bacterias y cianobacterias, se usa comúnmente el microscopio óptico de luz. Para el estudio de estructuras celulares y anexas, como flagelos, fimbrias o cilios y para virus, se utiliza microscopio electrónico.   

El microscopio óptico se basa en una doble amplificación de la imagen originada por la combinación de dos lentes: ocular y objetivo. Las partes principales de un microscopio son: el aparato de iluminación, las lentes objetivos y las lentes oculares.

El aparato de iluminación puede variar desde luz natural, hasta lámpara incorporada. Esta última es filtrada a través de un sistema de filtros, luego pasa por un condensador, el que está formado por un conjunto de lentes cuyo papel es transformar el haz luminoso en un cono interno. El sistema cuenta además con un diagrama que regula el paso de la luz.

Las lentes objetivo van ubicadas sobre la platina del objeto a observar y su papel es el de realizar la primera amplificación del objeto. Los microscopios corrientes poseen a lo menos 3 lentes de objetivo, cuyos aumentos son: 10X, 40X Y 100X.

Este último se conoce como objetivo de inmersión, porque trabaja sumergido bajo aceite de cedro o sintético, cuyo índice de refracción es igual al vidrio. En esta forma se evita que por efecto de la refracción, los rayos luminosos que atraviesan el vidrio donde va ubicado el objeto a observar, se desvíen al atravesar la capa de aire existente entre el lente y el portaobjeto.

La lente ocular corresponde a un sistema de lentes ubicado junto al ojo del observador. El papel de estas lentes es realizar la segunda amplificación del objeto. La potencia de amplificación más común de los oculares es de 10X.

2. APLICACIONES DEL MICROSCOPIO OPTICO EN CALIDAD DE AGUAS 

2.1. Observación morfológica (forma) de los organismos

Categorías: bacterias, algas, hongos, protozoos

Elementos necesarios: vidrios portaobjetos; cubreobjetos; y/o cámaras microscópicas; aceite de inmersión, xileno.

2.2. Análisis cualitativo

Examen directo de una muestra para clasificar tipos de organismos presentes y determinar su tamaño. Este análisis es especialmente aplicado a aguas para identificación de algas y protozoos. Según sea la cantidad de organismos esperada en la muestra a analizar, la observación se realiza en muestra directa o concentrada. Para la concentración se aplican diversas técnicas, siendo las más comunes: sedimentación, flotación, centrifugación y filtración (por arena o membranas de policarbonato).

Elementos necesarios: microscopio calibrado, reglilla ocular (o micrómetro ocular) (figura 2), vidrios porta y cubreobjeto, y/o cámaras.

2.3. Análisis cuantitativo

Examen para determinar la concentración de organismos en un ambiente, aplicado especialmente a recuento de algas y protozoos. Puede realizarse sobre muestra directa, concentrada o diluida.

Para expresar resultados se usan diferentes unidades. Las más comunes son:


a) Nº organismos por mL o por L


b) Unidad estándar de área (UEA) por mL 

Elementos necesarios: microscopio con objetivos calibrados; ocular de Whipple(figura 4), u otro ocular reticulado, cámara de Sedgwick-Rafter (figura 3), de Nebauer, otras. 

2.3.1. Determinación del Nº de Organismos por mL 

Procedimiento: Introducir la muestra, previamente homogeneizada en la cámara de recuento y cubrir con la lámina cubreobjeto, evitando la presencia de burbujas de aire. Dejar reposar unos minutos. 

Colocar la cámara sobre la platina del microscopio. Verificar la presencia del reticulado en el ocular. Escoger el objetivo adecuado (generalmente 10x o 20x), enfocar y proceder a contar el número de organismos por campo. 

Se entiende por campo el área ocupada por el cuadrado del reticulado (Whipple u otro)   

Dependiendo de la densidad de los organismos en la muestra, se cuenta como mínimo 10 campos al azar.
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Para el cálculo del número de organismos por mL se utiiza la siguiente fórmula:

donde, 


C = Nº total de organismos contados


A = área de 1 campo, en mm2, que se conoce a través de la calibración del 


       microscopio


D = profundidad de 1 campo,  que en la cámara de SR  equivale a 1 mm 


F = Nº total de campos contados


K = factor de concentración de la muestra

Ejemplo: Se examina una muestra de agua, que fue concentrada 100 veces, bajo aumentos de objetivo 10x y oculares 10x. Se encuentra un total de 200 organismos en 10 campos. El área de un campo para la combinación óptica usada es 0,27 mm2. 



Nº org/mL = 741

 2.3.2. Determinación de las Unidades Estándar de Área por mL
Una  de las formas para  estimar la densidad de algas en el agua es la determinación de una unidad convencional conocida como “Unidad Estándar de Área”, que incluye la superficie ocupada por los microorganismos en el campo del microscopio. Dicha área equivale a la ocupada por un cuadrado de 20 x 20 micrones por lado, o sea 400 micrones cuadrados.

1 UEA = 400 ( 2
Procedimiento: Introducir 1 ml de muestra previamente homogeneizada en una cámara de Sedgwick Rafter, cubrir con la lámina cubreobjeto, evitando dejar atrapadas burbujas de aire. 

Dejar reposar unos minutos, y colocar en la platina del microscopio. Verificar que el objetivo del microscopio cuente con el reticulado de Whipple. Escoger el objetivo adecuado (generalmente 10x o 20x), enfocar y proceder a contar como unidades los cuadrados (1x100 del reticulado de Whipple) ocupados totalmente por las algas y como fracción de unidad, los cuadrados parcialmente llenos.

Contar como mínimo 10 campos. Para calcular la concentración de organismos en la muestra original utilizar la siguiente fórmula:
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donde,

A = Nº total de cuadrados llenos

C = área ocupada por un cuadrado (1/100) de Whipple, que se conoce a través 

      de la calibración del microscopio             

 F = Nº total de campos contados

D = Profundidad de la cámara, que en la de S.R. equivale a 1 mm

K =  factor de concentración de la muestra

Ejemplo: Se examina una muestra de agua que fue concentrada de 1 litro a 250 ml (factor de concentración 4), con ocular de 10x y objetivo de 10x. Se obtiene un total de 600 cuadrados (1/100) ocupados por algas, en 10 campos del microscopio. Valor de 1 cuadrado (1/100) del Whipple para la combinación de ocular/objetivo usado = 10000(2






UEA/mL = 375

3. CALIBRACION DEL MICROSCOPIO OPTICO

Para realizar micromediciones y análisis cuantitativos es necesario la calibración del sistema óptico del microscopio, con respecto a los elementos accesorios utilizados en tales operaciones, entre ellas: la reglilla o micrómetro ocular y el ocular de Whipple. Ambas calibraciones se efectúan mediante la reglilla micrométrica,  (figura 2) la cual se ubica en la platina del microscopio.

Definición de los accesorios.

Reglilla ocular: es una reglilla de 10 mm de longitud, dividida en 100 partes, que va impresa en un disco de vidrio transparente el cual se inserta el ocular. Sirve para medir el tamaño de los organismos.

Ocular de Whipple: es un cuadriculado de 10x10, que divide el campo ocular en 100 partes y que a su vez, lleva subdividido el cuadrado del centro en 25 partes. Va impreso en un disco de vidrio transparente el cual se inserta en el ocular. Sirve para medir el tamaño de los organismos, para contarlos y para estimar el área que ocupan. El cuadriculado puede ser también, por ej. de 7x7, sin subdivisión central.

Reglilla micrométrica: es una reglilla de 1 mm de longitud, dividida en 100 partes iguales de 10 micrones cada una, que va inscrita sobre un portaobjeto de vidrio, la que se usa para calibrar la reglilla ocular y el ocular de Whipple, respecto a la óptica del microscopio en el cual estos serán utilizados.

3.1. Calibración de la reglilla ocular. 

Se coloca en la platina del microscopio la reglilla micrométrica y se compara su imagen con la imagen de la escala de la reglilla ocular. Si coinciden X divisiones de la reglilla micrométrica con Y divisiones de la reglilla ocular, el valor micrométrico para el objetivo empleado será igual a X/Y, donde X es la unidad de medición de la reglilla micrométrica usada, la que generalmente es de 0,01 mm (10 micrones). 

Ejemplo: supongamos que para el objetivo de 10X coinciden 11 divisiones de la reglilla micrométrica con 29 divisiones de la reglilla ocular, el valor de cada división de la reglilla ocular, para ese objetivo, será: 11/29 = 0,38  mm. O sea: 1 división de la reglilla ocular, para el objetivo de 10X = 3,8 micrones.

3.2. Calibración del Whipple.

Se coloca en la platina del microscopio la reglilla micrométrica y se enfoca con el ocular de Whipple, superponiendo imágenes.  Sabiendo que cada división de la reglilla micrométrica corresponde a 0,01 mm (10 micrones) se puede calcular fácilmente el valor el lado del cuadrado /1/100) del reticulado del Whipple y con ello su área.

Ejemplo: El valor encontrado para el lado del cuadrado (1/100) del Whipple, para el objetivo de 10X es de 10 divisiones de la reglilla micrométrica, o sea de 0,1 mm, su área será de 0,01 mm2 y el área total del reticulado será de 100 x 0,001 = 1 mm2  
4. TRABAJO PRACTICO

4.1. Reconocimiento de las partes del microscopio. Figura 1.

4.2. Observación de microorganismos:

Protistas Procariotas: Bacterias (tinciones de Gram) formas esféricas o cocaceas, y formas cilíndricas o bacilares. Aumentos: ocular 10x, objetivo 100x, con aceite de inmersión.

Protistas Eucariotas: Algas (verdes, diatomeas, unicelulares y/o filamentosas) y/o Protozoos, en muestras naturales (directas y/o concentradas) 


Aumentos ocular de 10X, objetivos de 10X o 20X

4.3. Micromedición de bacterias, algas y protozoos, mediante reglilla ocular o lado

         del Whipple.

4.4. Análisis cuantitativo de algas expresado en organismos/mL y UEA/mL, en

          muestra  especial.

5. INFORME DE LABORATORIO

Confeccionar un informe con, a lo menos, la siguiente información

· Marco teórico y objetivos

· Dibujo de los organismos observados; dimensiones, y cuando sea posible, identificación taxonómica hasta género

· Resultados cuali y cuantitativo de las algas encontradas y su interpretación desde el punto de vista sanitario (ver libro de Murgel  Branco)

· Rol ecológico de los diferentes tipos de organismos observados

· Bibliografía Consultada para la preparación del informe

6. Bibliografía de Consulta

· Microbiología General. Hans Schlegel. Ed. Omega, España, 1997.

· Brock  

· Standard Methods for the determination of water and wastewater. 20th ed. APHA, 1998

· Hidrobiologia aplicada a Enghenaria Sanitaria. S. Murgel Branco. Ed. Cetesb, SP. 

1096.

-    Algae of Western Great Lakes Area. G.W. Prescott. Brown Publ. USA, 1970.

-    Wastewater organisms: A Color Atlas. Berk&Gunderson. Lewis Publ. USA, 1993.

· Algas e suas influencias na qualidade das aguas e nas tecnologias de tratamento. 

Luiz de Bernardo ABES.1995.
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[image: image8.jpg]Fig. 1: Microscopio binocular Axiolab para campo claro
1 Tubo binocular con oculares

2 Revolver portaobjetivos quintuple

3 Platina de desplazamientos en cruz

4 Condensador de Abbe 0.9/1,25

5 Diafragma de condensador (aperturdj

6 Tornillos de centrado del condensador

7 Portacondensador

8 Diafragma de campo luminoso

9 Rejilla de ventilacion delante de la bombilla halogena
6Y 25W

10 Tornillo prisionero del condensador

11 Mandos coaxiales de enfoque macro y micrométrico

12 Interruptor con lampara piloto de la red

13 Potenciometro de la lampara incorporada.





CALIBRACIÓN MICROSCOPIO LEITZPRIVADO 

WHIPPLE 10X10: OCULAR 10 X

	PRIVADO 
OBJETIVO
	WHIPPLE (largo)

(()*
	WHIPPLE(area) ((2)
	U.E.Area

Area (2 / 400(2

	PRIVADO 

	Lado

grande
	Lado

Chico
	Cuadro  grande
	cuadro  chico 
	Cuadro   grande
	cuadro  chico

	    4 X
	  190
	  38,0
	 36100
	 1444
	 90,25
	 3,610

	   10 X
	   80
	  16,0
	  6400
	256,00
	 16,00
	 0,600

	   20 X 
	   40 
	   8,0
	  1600
	 64,00
	  4,00
	 0,160

	   40 X
	   20
	   4,0
	   400
	 16,00
	  1,00
	 0,040

	  100 X  
	    7
	   1,4
	    49
	  1,96
	  0,12
	 0,005


(*)= ( = micrón

CALIBRACION MICROSCOPIO LEITZ

REGLILLA OCULAR : OCULAR 10 X

	PRIVADO 
OBJETIVOS
	DIVISION
	MICRONES (()

	   4 X
	1
	13,00

	  10 X
	1
	5,23

	  20 X
	1
	2,60

	  40 X
	1
	1,30

	 100 X 
	1
	0,50


CALIBRACIÓN CUADRADO MICROSCOPIO ZEISSPRIVADO 

OCULAR 10 X

	OBJETIVOPRIVADO 

	CUADRADO/100

Micrones (()
	CUADRADO/100

Micrones2  ((2)
	UEA/100

Área/400(2

	10 X
	126
	15876
	39,69

	20 X
	67
	4489
	11,22

	40 X
	31
	961
	2,40


CALIBRACIÓN MICROSCOPIO GALEN CAMBRIDGE IPRIVADO 

WHIPPLE 10X10: 10  OCULAR 10X

	PRIVADO 
OBJETIVO
	WHIPPLE (largo)

(()*
	WHIPPLE(area) ((2)
	U.E.Area

Area (2 / 400(2

	PRIVADO 

	Lado

grande
	Lado

Chico
	Cuadro  grande
	cuadro  chico 
	Cuadro   grande
	cuadro  chico

	    4 X
	250
	- -
	 62500
	- -
	 156,25
	- -

	   10 X
	100
	20
	  10000
	400
	25
	1

	   20 X 
	50
	10
	2500
	100
	6,25
	0,25

	   40 X
	25
	5
	625
	25
	1,56
	0,0625


(*)= ( = micrón

CALIBRACIÓN MICROSCOPIO LEITZPRIVADO 

WHIPPLE 7X7 : OCULAR 10 X

	OBJETIVO PRIVADO 

	WHIPPLE

Largo lado (()*


	WHIPPLE (area) ((2)

Cuadro
	WHIPPLE

U.E.Area

Area (2 / 400(2

	    4 X
	250
	
	

	   10 X
	100
	
	

	   20 X 
	50
	
	

	   40 X
	25
	
	



(*)= ( = micrón

� EMBED Equation.3  ���





� EMBED Equation.3  ���





Figura 2.  izquierda: Micrómetro de Objetivo


    derecha:  Reglilla Ocular





Figura 3. Cámara de conteo de Sedgwick Rafter





Figura 4. Ocular de Whipple
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