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Resumen: El presente trabajo es el resultado de la experiencia adquirida por el Laboratorio de Optica,
en el ensayo de microscopios opticos compuestos, siguiendo los procedimientos realizados, en acuerdo
con los requerimientos establecidos por la Norma ISO 17025. Nosotros proponemos un criterio para la
determinacion del diametro del campo visual y la evaluacion de la incertidumbre de medida asociada a
dicha determinacion, de manera que podamos obtener el valor mas exacto posible del area del campo
visual. Dicho valor estimado es utilizado para la realizacion de conteos directos en microscopios.

1. INTRODUCCION

El conocimiento de las estructuras del ser vivo
esta basado casi totalmente en el estudio con el
microscopio. ElI microscopio Ooptico es un
instrumento que permite la observacion de objetos
y detalles de estructuras tan pequefias que no
podrian ser observadas a simple vista. Con él,
nuestro grado de visibilidad se amplia en cientos o
miles de veces, gracias a un conjunto de lentes,
dispuestos convenientemente. Las principales
dificultades en la observacion y estudio de
estructuras bioldgicas son su reducido tamafo y
su transparencia a la luz visible. Dado que el
microscopio  permite  superar estas dos
dificultades, su uso y el conocimiento de los
principios y técnicas en microscopia, resultan
fundamentales para el desarrollo de la
investigacion en ciencias biolédgicas.

El microscopio permite realizar un analisis
cualitativo de las estructuras pero también es muy
util para realizar estudios cuantitativos de las
mismas. Es muy usual en el campo de la
microbiologia, la quimica, etc. utilizar el
microscopio para realizar mediciones sobre las
estructuras de microorganismos, o estudiar la
densidad de los mismos que se encuentran
presentas en una muestra, tarea esta que se la ha
denominado micrometria.

Varias técnicas se han desarrollado actualmente
para poder realizar mediciones con los
microscopios. La utilizacion de reglillas
micromeétricas, oculares con reticulos graduados, o
la comparacion directa de las dimensiones de la
muestra a una escala del micrometro en el plano
x-y del microscopio, son algunas de ellas.
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El Recuento Total de Microorganismos por el
Método de Breed y Prescott [1], es un método de
recuento realizado a través de la observacion
directa en microscopios, actualmente utilizado
como método de referencia [2]. Este método fue
creado para realizar la determinacion del numero
de células cuerpo en leche [3], [4]. El método por
conteo directo en microscopios, es también
utilizado para realizar conteos de leucocitos en
orina [5], como asi también en analisis extendidos
de sangre [6]

Uno de los parametros mas importantes para
poder realizar estas mediciones es conocer con
mucha exactitud el area del campo visual que
observamos, para distintos aumentos del objetivo
y el ocular. Dado que en muchos casos,
dependiendo de la calidad de sus componentes
opticos, este puede presentar algunas
deficiencias, generalmente hacia los bordes, como
aberraciones cromaticas, deformaciones de la
imagen, falta de planicidad, en particular cuando
utilizamos las magnificaciones mas bajas, es
importante determinar el diametro efectivo del
campo dentro del cual estas deficiencias no se
manifiestan.

El objetivo del presente trabajo es desarrollar un
método de medicion directa del campo visual, a
partir de la determinacion de su diametro con una
reglila micrométrica graduada y evaluar las
componentes de incertidumbre que se encuentran
presentes en dicha determinacion.

En el proceso de ensayo de un microscopio éptico
compuesto, realizado en el Laboratorio de Optica,
la medida del diametro del campo visual,
acompafado con el valor de la incertidumbre que
caracteriza dicha medida, es una de las
magnitudes que el informe de dicho ensayo
provee al cliente para su correcta utilizacion.
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2. DETERMINACION DEL DIAMETRO DEL misma. En la fig. (3) se observa la reglilla
CAMPO VISUAL Y SU INCERTIDUMBRE descentrada, desplazada levemente hacia abajo,
de un hipotético centro.

La determinacién del valor del diametro del
campo, al cual definimos como el mensurando, se
realiza colocando una reglilla micrométrica
graduada sobre la platina del microscopio (fig. 1),
la cual se ajusta hacia los bordes haciendo que
estos se observen bien definidos.

Fig, 3

En la fig. (4) esquematizamos la situacion
descripta. Supongamos que trazamos una linea
imaginaria por el centro de la reglilla y que ella
. determinara la medida realizada del campo.
Fig. 1 Podemos facilmente visualizar que la incorrecta

) ) ubicacion de la reglilla nos llevaria a cometer un
La fig. (2) muestra la imagen que observamos al  grror en la lectura del campo.

medir el campo visual con una reglilla
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Fig. 4
Fig. 2 Debemos observar que cualquier mediciéon que

L . realicemos de un circulo, al no pasar por un
La correcta ubicacion de esta reglilla es uno de los  giametro del mismo. la medida obtenida sera

pasos que requieren mayor cuidado en el proceso
de medicion. Dada la falta de referencia del centro

del campo es altamente probable que la lectura A fin de facilitar la comprension del problema

que obtengamos del diametro del campo este  hemos incorporado un sistema coordenado
influenciada por una inadecuada ubicacion de la  .gincidente con el centro del campo  visual.

siempre menor que este.
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Podemos suponer entonces que todas las
medidas que realicemos del campo, seran iguales
o menores al valor del mensurando D. Asumimos
desde la experiencia que las mismas estaran
concentradas en una franja simétrica respecto del
eje x. La menor medida que podemos obtener
sera aquella que este paralela al diametro y
desplazada hacia arriba o hacia abajo. La fig. (5)
caracteriza esta situacion donde se representan
varias medidas obtenidas del campo visual, a las
que denominamos Lk y la menor medida Linf
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Cualquier medida que realizamos, la podemos
expresar en funcion del valor del diametro D del
campo y los angulos a y B tal cual muestra la fig.
(6). La expresion obtenida para L sera.

L2=(D¥2) x (1 + cos (a + B)) (1)

y
A
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Mediante una rotacion podemos expresar a L en
términos de D y el angulo 6, como muestra la fig.

(7).

L2 = (D%2) x (1 + cos (20)) )
y
A
/ \
(TRl | v
| e* ”e X
\\\ //
v
Fig. 7

De manera que la expresion obtenida para el
diametro del campo, suponiendo a este una
circunferencia es:

D = L/cos(8) 3)

En la practica el angulo 8 es muy pequefio
entonces podemos realizar el siguiente cambio de
variable, cos(B) = 1 — §, con & << 1. El valor de &
sera siempre positivo, aun cuando 6 puede tomar
valores positivos o negativos. De manera que D se
expresa como:

D=Lmx(1+29) (4)

Donde Lm es la mejor estimacion de L y es igual a
la media aritmética debida a n mediciones
independientes Lk, de L. Denominamos Lk, a la
lectura obtenida al medir el didametro del campo
con la reglilla micrométrica. El valor obtenido para
® es discutido en la siguiente seccion.

El valor asi obtenido para D sera entonces el
resultado de la medicién, la cual es solo una
aproximacion o estimacion del valor del
mensurando. Esta medida solo estard completa
cuando esté acompafado por la estimacion de la
incertidumbre [7].

La evaluacion de la incertidumbre del resultado de
la medida refleja la falta de conocimiento exacto
del valor del mensurando y se realiza siguiendo la
Guia para la Expresion de Incertidumbre en las
Mediciones publicada por ISO (Edicion 1993).
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2.1 Incertidumbre en la medida del campo
visual

La expresion para la incertidumbre estandar
combinada de D, Uc(D), para magnitudes de
entradas no correlacionadas, en acuerdo con la
Guia I1SO [8], viene dada por la raiz cuadrada
positiva de la varianza combinada U?c(D).

Uc(D) = (AD/AL)Y x U(Lm) + (9D/3B) x UX(3)  (5)

Donde D = f(Lm,d), con lo cual derivando D en la
ec. (4) obtendremos:

U2c(D) = (1+8)2 x U3(Lm) + L2m x U(3) (6)

La raiz cuadrada positiva de U*(Lm), caracteriza
la incertidumbre asociada a la medida de L y la
raiz cuadrada positiva de U?*0) caracteriza la
incertidumbre para la componente 8.

2.2 Componentes que contribuyen en la
determinacion de la incertidumbre de &

La Estimacion del valor de & y su incertidumbre
asociada se encuentra desarrollada en la Guia
para la Expresion de Incertidumbre en las
Mediciones [9]. De alli obtenemos que el valor
esperado para 0 sera:

E(3) = 0%/2 7)

Donde 0?% es la varianza que caracteriza la
distribucién normal de valores que toma 6,
alrededor de su valor esperado cero.

La incertidumbre asociada a o, U(d) queda
determinada por el desvio estandar de 6 y sera
igual a la raiz cuadrada de la varianza de o.

U?(3) = 0*/2 (8)

El valor de o caracteriza la incertidumbre estandar
atribuida a 6, cuyo valor se obtiene de una
distribucién evaluada a partir de la informacion
disponible basada en la experiencia del
Laboratorio.

2.3 Componentes que contribuyen en la
determinacion de la incertidumbre de L

a) Repetibilidad de las Mediciones: Tomamos

como mejor estimador de la esperanza de la
magnitud L, de la cual se han obtenido n
mediciones independientes bajo las mismas

condiciones, a la media aritmética o promedio de
las n observaciones:
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n
Lm =1/nY Li 9)
i=1

Dado que la estimacion de L se realiza a partir de
n observaciones independientes repetidas Li, la
incertidumbre estandar u(Li) de su estimacion Lm
es u(Li) = S(Lm) donde S(Lm) es el desvio estandar
experimental de la media y es igual a la raiz
cuadrada de la varianza experimental de la media
S?(Lm), donde:

n
S?(Lm) = 1n(n-1) ¥ (Li— Lm)?
i=1

(10)

La varianza experimental de la media y su raiz
cuadrada positiva, el desvio estandar
experimental, caracterizan la dispersion de los
valores obtenidos Li alrededor del valor medio Lm.
Denominamos a esta componente de
incertidumbre de repetibilidad, tal que:

n
UP(rep ) = S*(Lm) = 1/n(n-1) ¥ (Li— Lm)?
i=1

(11)

b) Resolucion de la Regla Micrométrica: Al
obtener una medida del campo es muy probable
que se deba realizar una estimacion de una
fraccion del valor de L, dentro del menor intervalo
de resolucibn de la regla graduada. Esta
estimaciéon lleva asociada una componente de
incertidumbre debido a que en realidad existe una
distribucién de valores probables alrededor del
valor que asumimos como el mejor estimador.

Supongamos que sea h la menor division de la
reglilla, los valores que podriamos obtener para
una medida de L sera un numero entero de h mas
una fraccion de la misma, la cual es estimada por
el observador a partir de su practica vy
experiencia en el laboratorio, en nuestro caso se
estiman fracciones de h/4; h/2 y 3h/4.

Asumimos que este valor estimado es el mas
probable de un conjunto posibles de valores que
se distribuyen alrededor de él y que suponemos
siguen una distribucion trapezoidal simétrica con
igual pendiente a ambos lados. El trapezoide es
isésceles con base inferior igual a h/2 y base
superior igual a hz/2 donde 0 < z < 1. Cuando z—1
la distribucidn se aproxima a una rectangular.
Cuando z—0 tendremos wuna distribucion
triangular.

Para esta distribucion la varianza asociada, en

cualquiera de los puntos tomados como mejor
estimador sera:
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UP(res) = (h/4)*x (1+2°)/6 (12)

La raiz cuadrada positiva de la varianza sera la
incertidumbre estandar debido a la apreciacion de
la medida, realizada por el observador u(res).

c) Incertidumbre del instrumento de Medicion:
La reglilla micrométrica graduada incorpora una
fuente de incertidumbre en la medida del campo y
su contribucién viene dada por el certificado de
calibracién de la misma. A esta componente la
denominamos  incertidumbre  estandar  del
instrumento, u(inst)

3. RESULTADOS y CONCLUSIONES

Hemos comprobado que cualquier medicion
realizada del campo visual, supuesto este una
circunferencia, que se encuentre desplazada del
diametro, puede ser representada en términos del
mensurando D y el angulo 6 que caracteriza dicha
desviacion ec. (2) y (3).

Mediante un cambio de variable hemos
reemplazando 6 por 6. Al asignar a el valor de
su esperanza tal cual la ec. (7), el valor obtenido
para el diametro del campo visual en la ec. (4)
queda expresado como:
D=Lmx(1+0%2) (13)
Donde recordemos que Lm es la mejor estimacion

de L y es igual a la media aritmética debida a n
mediciones independientes Li, de L.

En tanto o? es la varianza que caracteriza la
distribucién normal de valores que toma 6,
alrededor de su valor esperado cero. Este valor de
o sera intrinseco de cada laboratorio y afectara al
valor obtenido del diametro del campo visual del
microscopio. De esta manera el valor del
mensurando D, quedara afectado por Ila
incertidumbre de una magnitud de entrada ya que
02 = u?®o,) o bien, o = u(o)

La expresion de la incertidumbre estandar
combinada para D, U?%c(D) determinada en la ec (6)
quedara entonces:

U2c(D) = (1+ 0%2)% x U3(Lm) + L2m x U2(3)  (14)
Donde:
U?(3) = 0*/2

U3(Lm) = uz(rep) + u2(res) + u2(inst) (15)
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Para la componente de la incertidumbre estandar
debido a la resolucion, u(res), hemos considerado
que la misma se obtiene de suponer que los
posibles valores que se distribuyen alrededor del
mejor valor estimado, siguen una distribucion
trapezoidal. En la practica, para valores de baja
magnificacion, en general el que se obtiene con
objetivos de 4x, dada que la apreciacion por el
observador es mas dificultosa es recomendable
utilizar una distribucién rectangular, en tanto que
para las magnificaciones mayores, dado que se
facilita la estimacién para las fracciones de la
menor division de la reglilla, la distribucion podria
tender a la triangular, quedando a criterio del
Laboratorio en funcién de su experiencia y
practica.

En el presente trabajo no se han tenido en cuenta
posibles contribuciones a la incertidumbre debidas
a la variacion de las condiciones ambientales, ya
que se desconoce en nuestro laboratorio el
comportamiento del instrumento de medida ante
dichas variaciones. A fin de minimizar dicha
contribucion, el ensayo de medicién del campo
visual del microscopio, se realiza en las
condiciones mas proximas posibles en las cuales
ha sido calibrada la reglilla y que se encuentran
expresadas en su certificado de calibracion.

En el apéndice presentamos un ejemplo de
aplicacion realizado en el Laboratorio. Es
interesante observar los 6rdenes de magnitud de
las contribuciones de cada una de las fuentes de
incertidumbre. En tal sentido podemos decir que la
contribucion dominante es la debida a la
resolucion de la reglila. Por su parte la
incertidumbre debida a la incorrecta alineaciéon de
la reglilla con el diametro del campo, esta
aproximadamente dos 6rdenes de magnitud por
debajo de la primera y es del mismo orden que la
incertidumbre debido al instrumento.

Si bien el trabajo se ha realizado tomando la
experiencia de trabajo sobre microscopios opticos
compuestos, el método se puede utilizar para
lupas Opticas.
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APENDICE
Ejemplo de aplicacion

Presentamos a continuacion un ejemplo de la
determinacién del campo visual de un microscopio
y la incertidumbre asociada a la misma.

A tal fin realizamos 10 determinaciones del
diametro del campo visual de un Microscopio
Optico Olympus modelo CX21, con ocular de 10X
y objetivo de 10X. Las mediciones son realizadas
con una reglilla para microscopio cuya escala es
de 10 mm de largo y minima divisién de 0.1 mm

La siguiente tabla muestra los resultados
obtenidos expresados en mm.

Ne° 1 2 3 4 5
Limm) | 1.8 1.8 1.8 1.775 | 1.8

Ne° 6 7 8 9 10
Lifmm) | 1.8 1.8 1.775 [ 1.8 1.8

1) El valor Obtenido para el Diametro es:
D=Lmx(1+9)
10
Donde: E(8)=0%2 y Lm =1/10% Li
i=1
Lm=1.795 mm

Para los aumentos de ocular y objetivo
considerados, el valor obtenido en el Laboratorio
para o2, la varianza que caracteriza la distribucion
normal de valores que toma 0, alrededor de su
valor esperado cero es:

02 = 1,258 x 107

Con lo cual el valor del Diametro D es:
D=Lmx(1+0%2)

D =1,796 mm

2) La incertidumbre combinada sera
U%c(D) = (1+ 0%/2)? x U*(Lm) + L?m x U%(d)
Donde:

U2(Lm) = u’(rep ) + U’(res) + u?(inst)
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n
a) u’(rep ) = S*(Lm) = 1/n(n-1) ¥ (Li— Lm)?
i=1

W(rep) =1.1x10°
b) u’(res) = (h/4)*x (1+2°)/6
Para un aumento de objetivo de 10x consideramos

una distribucion trapezoidal con lo cual: Z=0.5y h
la menor division de la reglilla es: h = 0.1 mm

u’(res) = 1.302 x 10

c) U?(inst) se obtiene del certificado de calibracion
La incertidumbre expandida dada en el certificado
es U=1+0.001 mm para un K = 2. De manera que
obtenemos:

U(inst) = 2.5 x 10”7

La incertidumbre estandar U?Lm) toma entonces
el valor:

U?(Lm) = 0.00014153

La varianza asociada a o es:

U*©d) = o2

U%d) =7,91x 107

El valor obtenido para la incertidumbre estandar
combinada es entonces:

Uc(p) = 1,20 x 10° mm

A continuacion presentamos en la tabla los valores

de las componentes de incertidumbre estandar y
la incertidumbre combinada.

u(rep) | u(res) u(inst) U(d) Uc(D)

0,00331 | 0,0114 | 0,0005 | 0,000889 | 0,012
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