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Senores:

Ante todo, mi mas carifioso saludo a todos, y las mas
expresivas gracias 4 la Junta directiva de esta Asociacion,
que me proporciona el placer de dirigiros la palabra desde
este sitio,

No pretendo daros una conferencia, me limitaré sencilla-
mente 4 tener con vosotros una conversacion amistosa, por-
que entre amigos me veo, diciendo algo de este método de
investigacion tan moderno que se llama la aplicacién de la
luz ultravioleta al microscopio, que va tomando de dia en
dia ‘mayor incremento, que también tiene aplicaciones en
nuestra profesion, y quiza en este sentido lo que diga pue-
da ser de algun interés,

Empezaré por resenar brevemente las propiedades de la
luz ultravioleta;, después veremos el partido que de estas
propiedades se saca para la investigacion microscépica, y al
mismo tiempo, y como final, mostraremos, por medio de
proyecciones, algunos de los resultados practicos a que se
ha llegado.

Sabido es que, a partir del extremo mas refrangible del
espectro visible, a partir del extremo violeta, vienen radia-
ciones que no se sabe hasta dénde llegan: radiaciones invi-
sibles, que por la posicion que ocupan respecto del espec-
tro se han llamado radiaciones ultravioletas 6 espectro ul-
travioleta. La caracteristica fisica de estas radiaciones es la
misma que la de cualquiera luz: el ntimero de vibraciones



--'que da por segundo la molécula de éter que las origina; pero
como este niamero de vibraciones se cuenta por trillones por
segundo y estas cifras la imaginacion las concibe mal, se ha

tratado de buscar y se ha encontrado una medida mas ase-
quible: la que se llama longitud de onda, que es la relacion
entre estos trillones de vibraciones por segundo y la velo-
cidad de propagacion de la luz, factor ya conocido y que se
mide con bastante exactitud.

Ya esta medida, longitud de onda, puede cxpresarse en
micras, que es la unidad de medida en dptica, la milésima
de milimetro, y esto nos permite definir el espectro ultra-
violeta. El especto ultravioleta comienza, como dije antes,
en el extremo del espectro visible, en un punto en donde la
longitud de onda de la radiacién viene a ser alrededor de
0,40 de micra.

No se sabe hasta dénde se extiende, pero se ha podido
estudiar hasta nna longitud de onda de 0,10 6 0,12 de mi-
cra. Pronto veremos por qué no se ha podido pasar de ahi.
Es un grupo, pues, de radiaciones caracterizadas dpticamen-
te por ser siempre de onda menor que la menor del espec-
tro visible ¢é ir esta onda progresivamente decreciendo, como
también sucede con el espectro visible. A éstas, por ser de
onda mas corta que las del espectro visible, se les suele lla-
mar también radiaciones de onda corta. _

Esta luz ultravioleta tiene propiedades bastante curiosas,
algunas de ellas distintas de las de la luz visible. No voy 4
enumerarlas todas porque esto me llevaria muy lejos; pero
si voy a decir someramente cudles son aquellas que tienen
directa aplicacion al microscopio. La primera de ellas queda
ya dicha, es precisamente la caracteristica éptica de la ra-
diacién, su corta longitud de onda. Luego veremos cémo se
aprovecha esta corta longitud de onda en el microscopio.
La segunda propiedad es la enorme facilidad con que estas
radiaciones son absorbidas por los cuerpos que atraviesan.
Tan enorme es esta facilidad, que cuerpos que se citan
como modelo de transparencia para luz visible, por ejem-
plo, cl vidrio resulta totalmente ¢ casi totalmente opaco



e i

para estas radiaciones; una lamina de 3 4 6 milimetros, de
vidrio, basta para detenerlas todas, para obrar con ellas
como si fuera una pantalla opaca. El agua, que es muy
transparente al espectro visible, lo es también en parte al
ultravioleta; pero 4 partir de la radiacién 0,20 6 0,22 de mi-
cra, ya obra como cuerpo opaco, sobre todo para las que
siguen en el sentido decreciente de la onda.

El aire es, quiz4, el cuerpo que se usa en Microscopia,
digdmoslo asi, mas transparente para radiaciones ultraviole-
tas, y, sin embargo, empieza ya 4 ser opaco, y muy opaco,
para las que miden menos de 0,15 de micra de longitud de
onda, y por eso no se ha podido estudiar mas que hasta la
radiacién 0,10 6 0,12 del espectro del hidrégeno y del cinc,
porque ha sido preciso para estudiarlo operar en el vacio,
con todos los inconvenientes que esta técnica trae consigo.

¢Qué ley sigue esta absorcién? No se sabe todavia. Cuan-
do se pone una persona a estudiar por primera vez el espec-
tro ultravioleta, 4 primera vista parece que la ley es muy
sencilla, que la absorcién va siendo tanto mayor cuanto mas
corta es la longitud de onda; pero luego, profundizando maés,
se advierte que no es asi, y se ve que en algunos cuerpos,
por lo menos, existe en el espectro ultravioleta lo que se
llama una banda de absorcién, es decir, nna zona dentro de
cuyo grupo de radiaciones el cuerpo en cuestién es total-
mente opaco; pero si se emplean radiaciones de onda un po-
quito mds largas que las primeras de la banda, 6 mas cor-
tas que las filtimas, esas radiaciones atraviesan parcialmen-
te al cuerpo en cuestion. Esto se ha podido comprobar fa-
cilmente con las sales de plata y con algfin otro cuerpo qui-
zas. Claro es que lo hecho no basta para sentar una ley;
mas si para decir que la cosa no es tan sencilla, tan elemen-
tal como parece 4 primera vista.

Lo que si se puede afirmar, porque salta 4 la vista en
cuanto se empieza 4 estudiar la luz ultravioleta, es la extra-
ordinaria sensibilidad de la absorcién. Si, por ejemplo, te-
nemos una mezcla de dos cuerpos, el uno mds opaco que el
otro 4 la luz ultravioleta, esa mezcla dejarad pasar cierta can-



tidad de esta luz. Por poco que cambiemos las proporciones
de la mezcla, aunque sea en una cantidad insignificante,
esta diferencia se traduce en un aumento muy sensible de la
transparencia, silo que hemos hecho ha sido anadir 4 la
mezcla cuerpo transparente, y de la opacidad, si lo que he-
mos hecho ha sido afadir cuerpo opaco. Esta es una pro-
piedad que tiene grande aplicacion hoy dia en las investiga-
ciones microscépicas.

Hay otras que todos conocéis: esa accién que ejerce so-
bre los organismos, de la que se ha sacado partido para es-
terilizar las aguas potables y algiin otro producto, aplicacién
que hoy estd bastante generalizada en higiene puablica. Hay
también esa accién catalitica que ejerce sobre algunos com-
puestos quimicos y que es de aplicacion, aunque indirecta,
en las investigaciones microscopicas. Tiene ademads otras
propiedades que no enumero por la razén que antes di. In-
dicadas asi rapidamente las principales propiedades, vamos
4 ver como se saca partido de ellas en Microscopia.

Para esto hay que citar un hecho que ejerce un influjo
muy grande en toda la éptica moderna: me refiero 4 la pu-
blicacién de la famosa teoria de Abbe, teoria que aparecio
por primera vez en el aflo 1873 y que produjo verdadera re-
volucion en todo lo que se sabia sobre formacién de image-
nes 4 tfravés de lentes, no sélo de las lentes del microsco-
pio, sino también de los objetivos fotograficos, astronémi-
cos, terrestres, etc., y en general de todos aquellos instru-
mentos en que la luz trabaja por refraccion. Esta teoriase dis-
cutié poco, porque venia apoyada en argumentos profunda-
mente cientificos; tomo carta de naturaleza en la Ciencia, y
4 partir de entonces todos los instrumentos de Optica de la
categoria que he dicho se hicieron con arreglo 4 estas de-
ducciones del famoso Carlos Ernesto Abbe, de la Universi-
dad de Jena.

Ahora, para ser légico, deberia yo hacer una exposicién
aunque fuera sucinta de la teoria de Abbe; pero no hay tiem-
po para ello, me llevaria mas del que puedo dedicar 4 esta
conversacién, y ademas no es absolgtamente necesario,
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puede prescindirse de ello porque si alguno de mis oyen-
tes tuviese interés en estudiar la teoria de Abbe, precisa -
meute tiene en espanol la mejor fuente para conocerla en
los dos libros del eminentisimo profesor espanol D. Joa-
quin Maria de Castellarnau, actual Presidente del Cuer-
po de Ingenieros de Montes. No digo esto por darme el gus-
to de prodigar una alabanza 4 mi querido maestro y amigo:
lo digo repitiendo las palabras de! autor de la teoria, del pro-
fesor Carlos Ernesto Abbe, que hace muchos afios, contes-
tando 4 una carta mia en que le rogaba me enviase el texto
6 indicacion bibliografica en que pudiera estudiar 4 fondo su
teoria, me mandé una lista de libros, y me dijo: “En ningu-
no encontrard usted una exposicién tan clara, tan exacta,
tan justa de la teoria mia y de mi-modo de pensar, como en
un libro escrito precisamente en espafiol y por un compa-
triota de usted,. Y me sefald el libro de mi buen amigo don
Joaquin Maria de Castellarnau, publicado el afio 85, sobie
la wision microscopica. Hay, pues, medios sobrados de co-
nocer esta teoria, si alguno tiene interés en ello. Ahora voy
a limitarme 4 poner en el encerado una de las férmulas fina-
les de ella, que es la que nos interesa para este caso. Esta
férmula es

n sen B

R:

A

Esta es una de las férmulas més impostantes en lo que se
refiere 4 Microscopia, y estd deducida funddandose en leyes
opticas perfectamente comprobadas; se demuestra matema-
ticamente; pero tiene ademds una demostracion que vale
mas, y es la de que desde hace cuarenta anos se basa en ella
la construccion de aparatos microscépicos, con completo
éxito. En firi, yo os ruego que me credis bajo mi palabra de
honor al afirmaros que la férmula es verdadera y que me
ahorréis el trabajo de demostrarla matematicamente. Y en
este supuesto, vamos 4 analizarla.

R es el poder resolvente del objetivo del microscopio, y
digo del objetivo, porque aunque integran el microscopio
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dos elementos, objetivo y ocular, sabido es que el ocular no
tienme mas misiéon que la de ampliar la imagen objetiva, que
no anade ni un solo detalle 4 esta imagen, ni la modifica
en nada.

Por lo tanto, todo lo que vemos por el microscopio es
debido al objetivo; la imagen microscdpica la forma el obje-
tivo directamente del objeto. R es el poder resolvente del
objetivo, y se llama poder resolvente de un objetivo el gra-
do en que dicha lente tiene la facultad de llevar 4 la imagen
los detalles pequenos del objeto. Esto no se entiende muy
claramente. Vamos 4 poner un ejemplo. Supongamos un ob-
jetivo cuyo poder resolvente es como uno, este objetivo lle-
vard 4 la imagen detalles hasta un cierto tamafio pequeflio,
que llamamos a, y llevard 4 la imagen todos los detalles
que en el objeto haya mayores que a. Si ponemos un obje-
tivo de un poder resolvente mayor que uno, esta lente re-
producird en la imagen del objeto todos los detalles que re-
producia el de poder resolvente uno, y, ademds, otra por-
cion de detalles mas pequefios que a, que eran los mds pe-
quefios que reproducia el de uno.

Mientras mas grande sea el poder resolvente de un ob-
jetivo, mas pequefio serd el detalle que podremos ver con
€l. Y claro estd, como al que mira por el microscopio lo que
le interesa es penetrar todo cuanto pueda dentro de la estruc-
tura intima del cuerpo que examina—y esta es, afortunada-
mente, una tendencia general del hombre, no exclusiva del
microscopista, la de profundizar cada vez mas—, dicho se
estd que el poder resolvente es el factor que figura en pri-
mer término en las cualidades del objetivo. (Muay bien, muy
bien.)

Nos dice la férmula que el valor de R depende de una
fraccién cuyo numerador es n sen B, término al que llamé
Abbe apertura numérica, siendo el denominador la letra que
expresa la longitud de onda de la luz. De modo que hay dos
caminos para aumentar el valor de R: uno, aumentar el nu-
merador, y otro, disminuir el denominador, y asi se plantea-
ba el problema 4 los 6pticos del afo 73 cuando se publicé



esa formula. Claro estd que a aquellos 6pticos no se les ocu-
rri6 modificar el denominador de la fraccién, y es naturdl;
siendo el microscopio un aparato en que toda la observacién
se hace con los ojos, ¢como—decian ellos—vamos 4 alum-
brar el microscopio con unos rayos que no se ven? Esto es
evidente. Ademas, entonces no era familiar el espectro ul-
travioleta; se habian visto algunas radiaciones de esas pro-
piedades, pero era un asunto algo nebuloso todavia. De
modo que no se les ocurrio tratar de disminuir 2. Por lo de-
mds, ya sabian ellos de un modo empirico que una imagen
microscopica gana siempre cuando se alumbra con las radia-
ciones extremas del espectro visible; ignoraban por qué, pero
lo sabian, y siempre que se trataba de llegar al limite de re-
solucion de un objetivo se alumbraban con luz azul 6 viole-
ta, interponiendo un vidrio 6 un liquido coloreado en el tra-
yecto de la luz. Esto ya lo hacian, y no suponian ni se figu-
raban que se pudiera hacer mas. Nuestros sabios dedicaron
su atencién 4 aumentar todo lo posible el numerador de esta
traccion n sen B. Vamos a ver lo que es esto.

Sen B es el del dngulo que forma con el eje 6ptico del
microscopio el rayo limite, que es el iltimo de todos los que
el objetivo puede recoger y llevar 4 la imagen, Es claro que
el valor maximo de sen B serd 1; pero no se puede llegar a
ese maximo porque entonces tendria que ser B un dngulo
recto, y el rayo limite seria paralelo 4 la frontal del objetivo,
y 4 eso no se puede llegar practicamente; pero se ha llega-
do en la aplicacion de la teoria de Abbe 4 perfeccionar los
objetivos de tal manera, que los dpticos han conseguido,
acercando mucho la frontal al objeto y haciendo una lente
muy refringente, que el rayo mismo que incide en su borde
pueda ser desviado de manera que se obtengan para sen B
valores superiores 4 0,96, con una diferencia tan pequefa
del maximo, que no vale la pena de ir més alld, porque no
se anadiria gran cosa al valor de R, y ademds porque ten-
dria dificultades enormes al objetivo con tan cortisima dis-
tancia frontal.

N es el conjunto de indices de refraccion de todos los
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medios que hay entre el objeto y la frontal del objetivo. Es-
tos medios son: el medio sdlido, liquido 6 gaseoso (que pue-
de ser el aire), que envuelve el objeto y sirve para montarle
y fijarle; la laminilla de vidrio que recubre siempre al obje-
to; el medio que ocupa un espacio que tiene que haber for-
zosamente entre el frontal del objetivo y el cubreobjeto para
que se pueda enfocar, medio que puede ser el aire si el obje-
tivo es seco, el agua si el objetivo es de inmersién en el
agua, 0 el aceite de cedro si es de inmersiéon homogénea, 6
cualquier liquido que no ataque al vidrio ni al metal que sir-
va de montura al vidrio; y por 1ltimo, la frontal del objeti-
vo, que es siempre un vidrio 6 combinacién vitrea.

Se hace cuanto se puede hacer por aumentar el valor de
este signo n, y en lo que 4 vidrios se refiere no ha habido
dificultades grandes, porque la vidrieria cientifica de Jena ha
hecho vidrios cuyo indice de refraccion supera 4 2.

Respecto al liquido, se ha trabajado mucho, se ha revi-
sado toda la quimica, todos los cuerpos de alto indice que
podian servir para el caso, y no se ha podido encontrar nin-
guno de indice superior al del aceite de cedro que es 152, y
que pueda aplicarse como liquido de inmersién sin que ata-
que 4 las sustancias orgéanicas, ni al vidrio, ni al metal,

Se ha llegado, pues, como objetivo préactico, al objetivo
de inmersién en el aceite de cedro, y digo como objetivo
practico, porque si bien hace muchos afios se ensayé un ob-
jetivo de inmersién en monobromuro de naftalina, como éste
corroe las materias organicas, resulté que servia para muy
pocos casos y tenia tales restricciones en su uso, que la mis-
ma casa desistié de hacerlos y ya no los construye.

De modo que el limite midximo de apertura numérica se
puede obtener con un objetivo apocromdtico de inmersién
en aceite de cedro, siendo su valor de apertura numéri-
ca 1,40.

En este estado se ofrecia el problema 4 fines del siglo
pasado. Y era triste tener gne decir: hemos hecho lo posi-
ble por rebasar este limite; no podemos rebasarle, no entre-
vemos la posibilidad de rebasarle en el porvenir por las ra-
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zones que he dicho; hasta aqui llegamos y de ahi no hay
manera de pasar. Triste cosa era esto.

Y entonces, y sélo entonces, se ocurrié fijarse en el de-
nominador.

El primer inconveniente ya queda dicho: las radiaciones
son invisibles. Pero entiéndase bien, lo son no porque la
luz ultravioleta tenga una caracteristica fisica diferente de
las demds luces, nada de eso, sino sencillamente porque
nuestra retina no esta organizada para que esas radiaciones
produzcan en ella la sensacién de luz. “Tan es asi—decian
aquellos 6pticos—que hay en la naturaleza un grupo de se-
res, un grupo de insectos, entre otros las hormigas, que ven
perfectamente las radiaciones ultravioletas. Esto ya lo habia
descubierto el naturalista inglés Lubbock, y luego lo han
comprobado otra porcién® de naturalistas. De modo que si
nosotros pudiéramos alumbrar un microscopio con luz ultra-
violeta y colocar una hormiga en el ocular del microscopio,
esa hormiga veria una porcién de cosas que nosotros no ve-
mos, y si luego pudiésemos hacer que la hormiga nos con-
tara lo que habia visto, nos enterariamos de lo que ocurre
alli,. (Risas.)

La cosa produce risa, es evidente; pero no tanto si se
tiene en cuenta que el hombre tiene 4 su disposicién una
hormiga muy fiel que ve las radiaciones ultravioletas con
més facilidad que las hormigas, que es la placa fotografica,
la cual se impresiona grandemente por estas radiaciones.
(Aplausos.) Y ahi tenéis reflejado lo que es el método de in-
vestigacién con la luz ultravioleta: alumbrar el microscopio
con estas radiaciones que nosotros no vemos, fotografiarlas,
y luego estudiar la fotografia. Método indirecto por el inter-
medio de la placa fotografica.

Este es el bosquejo del método. Vamos 4 ver ahora difi-
cultades de otro orden que surgen en €l.

Para fotografiar un objeto se necesita enfocarlo. Primera
dificultad. Para enfocar una cosa hay dos maneras: una, vién-
dola, que es el método corriente, y otra, por tanteos. Se em-
pezé 4 hacerlo por tanteos; es decir, alumbrar el objeto con



luz visible, enfocar la imagen de la camara fotografica, lue-
go alumbrarla con luz ultravioleta y después hacer la foto-
grafia.

Este método se dice muy pronto, pero claro, es de resul-
tados muy inciertos, porque el foco del objeto no depende
solamente de la longitud de la onda de la radiacién; depen-
de de otros elementos, de la naturaleza misma del objeto y
de otra porcién de factores, y claro, era un método que daba
resultados unas veces, y muchisimas otras no; pero ya por
aquel entonces se habian descubierto los rayos X, se habia
notado que habia cuerpos que se hacian fluorescentes bajo
la accion de los rayos ultravioletas, y que entre ellos figura-
ban muy especialmente las sales de uranio. La sal de uranio
se usa en forma de pantalla opaca, que puede ser un papel
impregnado de estas sales 6 en forma de un vidrio en cuya
masa se incorpora sal de uranio: se obtiene asi una superfi-
cie que fosforece en cuanto llega 4 ella una radiacién ultra-
violeta, De modo que si encima de un ocular colocamos un
vidrio en cuya masa se incorpora sal de uranio, vemos una
imagen que no es la imagen ultravioleta, sino la fluorescen-
cia que esa imagen produce en las sales de uranio.

Esta imagen no es bastante clara para hacer un estudio
detenido, y mds cuando se trata de estudiar detalles muy
pequefios; pero es suficiente para enfocarla, y esto nos da
medios de enfocar directamente la imagen que se obtiene sin
necesidad de apelar 4 aquel tanteo de antes,

Venia después otra dificultad, y era que todas las lentes
se han construido siempre de vidrio, y como el vidrio es
opaco para la luz ultravioleta, no se puede emplear. Se co-
noce un cuerpo en la naturaleza muy 4 propdsito para esto:
el cristal de roca, que es transparente ¢ bastante transpa-
rente 4 la luz ultravioleta. Pero el cristal de roca no es un
cuerpo amorfo ni que cristalice en los sistemas ciibico 6 cua-
dratico, sino que cristaliza en un sistema bidxico, el exago-
nal, y al atravesarle un rayo produce grandes aberraciones
en la imagen, y, por consiguiente, no sirve para formarla
exactamente; habia que quitarle esta propiedad cristalina al
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cristal de roca; y esto lo consiguié el Dr. Kohler fundiéndo-
le y obteniendo glébulos de cuarzo amorfo transparentes 4
la luz ultravioleta. Ya habia material con que construir estas
lentes.

Por iltimo, hacia falta encontrar manantial de luz ultra-
violeta, porque las luces que se emplean corrientemente
para el alumbrado, el gas, el petréleo, la misma luz eléctri-
ca de arco, todas son muy pobres en estas radiaciones; y la
luz del sol, que debe ser muy rica 4 juzgar por la enorme
temperatura de aquel astro, como ya dije que el aire absorbe
todas las radiaciones de onda corta, al atravesar la atmésfe-
ra terrestre esa luz del sol, no llegan 4 la tierra mas que muy
pocas radiaciones, y de las mas préximas al espectro visible.
También en esto vinieron 4 ayudarnos trabajos anteriores,
especialmente los del sabio profesor Mascart, que habia es-
tudiado los espectros ultravioletas de muchos metales; y de
estos metales se eligieron dos: el magnesio y el cadmio, que
tienen una raya muy brillante dentro de este espectro, raya
cuya longitud de onda es en el magnesio de 0,28 micras y
en el cadmio 0,275 micras; y sobre estas dos rayas se tra-
bajo y se tomaron como tipo. Y ya con todos estos elemen-
tos se pudo llegar, alla hacia los afios 1904 y 1905, a las pri-
meras instalaciones de luz ultravioleta, que después se han
ido perfeccionando mucho hasta llegar al tipo actual.

Ahora deberia yo describir minuciosamente una de estas
instalaciones y presentar aqui una proyeccién de ella; pero
no se puede hacer esto, porque sus aparatos se agrupan de
tal manera, con el fin de que el operador, sentado en una
silla, los pueda tener al alcance de su mano, que una pro-
yeccion de ellos resulta siempre confusa, 1o mismo que una
fotografia, y no se puede por este medio dar idea de lo que
es una de estas instalaciones. Seria preciso tenerla delante,
Por consiguiente voy 4 decir brevemente en qué consiste.

Primero, produccién de la luz ultravioleta, que se obtie-
ne haciendo saltar una chispa eléctrica &4 gran tensién entre
dos electrodos de cadmio 6 de magnesio. La corriente se
toma de la red del laboratorio, porque hacen falta tan solo
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tres y medio amperios 6 cuatro para tener la energia sufi-
ciente. Esta corriente se transforma hasta 8.000 voltios, si es
continua, por medio de un carrete de induccion, y si es al-
terna, con un transformador. Ademis, se afladen en deriva-
cion dos botellas de Leyde en el caso de la corriente conti-
nua, y ocho en el de la alterna, como condensadores que
aumentan la capacidad de los electrodos.

La chispa obtenida, rica en radiaciones ultravioletas, en-
tra en un aparato de descomposicién cromdtica, aparato
compuesto de un colector, dos prismas y un condensador.
El espectro resultante se recoge en una pantalla de papel de
uranio que sirve para elegir la radiacién que se desea em-
plear, y una vez elegida se separa la pantalla y se dirige al
microscopio la radiacién. Dicho se estd que estos aparatos
estan dispuestos mecanicamente de un modo muy preciso y
exacto, para poderlos enfocar, centrar y manejar con toda
facilidad. No entro en la descripcién de estos medios meca-
nicos porque seria nimio en realidad.

El condensador, el portaobjeto, el cubreobjeto y, en ge-
neral, todos los medios antes de llegar al objetivo, son de
cristal de roca, y de cuarzo fundido el objetivo y el ocular,
es decir, desde el momento en que se trata de formar ima-
genes, ya que no sirve para ello el cristal de roca.

Encima del ocular viene un aparato que se llama wisor,
que consiste en un vidrio de uranio, encima del cual hay
una lente; ese vidrio de uranio se hace fluorescente 4 la ima-
gen de la luz ultravioleta. Con la lente se mira esa imagen
y se enfoca cuidadosamente, y luego, dando media vuelta a4
una columna de hierro que soporta los dos aparatos, visor
y camara fotogréfica, se sustituye al visor la camara, y la
imagen, enfocada en el visor, queda enfocada en la cdmara.

Debo advertir que una diferencia de dos 6 tres centime-
tros de longitud en una camara fotogréfica cuando se trata
de fotografiar imagenes microscépicas no tiene importancia
ninguna; en cambio, una variacién, siquiera sea de una diez-
milésima de milimetro en el tornillo micrométrico del mi-
croscopio, altera por completo el foco. De modo que, como



se enfoca con el tornillo del microscopio, luego no se hace
mas que sustituir la camara al microscopio; la fotografia sale
siempre en foco y el procedimiento consiste en alumbrar el
objeto, ver la imagen en el visor, centrarla, enfocarla, foto-
grafiarla y luego observar esta fotografia.

Veamos ahora qué resultados nos han dado esta instala-
cién y este sistema. El resultado viene expresado por la ci-
fra 2.50 en comparacién con la de 1,40; es decir, que el
poder resolvente de la combinacién éptica con luz ultraviole-
ta es tal cual seria el de un objetivo ideal, imposible de cons-
truir, que alumbrado con luz visible tuviera una apertura nu-
mérica igual 4 2,50. Digo esto para poder comparar dos ci-
fras andlogas, y, dicho de un modo sencillo, casi se ha
llegado 4 duplicar el poder resolvente de los objetivos, pues-
to que el doble serfa 2,80, y 2,50 no difiere gran ‘cosa
de 2,80.

Y todavia mds: aqui no hay, hoy por hoy, una restriccién
tan grande para seguir adelante como la habia en el caso de
los objetivos alumbrados con luz visible. Estamos emplean-
do una radiacion que mide 0,28 micras, y hemos podido es-
tudiar en la camara hasta 0,15 micras. Falta todavia bastan-
te camino por recorrer. Yo no creo, aunque nunca me atrevo
4 decir que no creo una cosa; pero, en fin, me parece poco
verosimil que lleguemos 4 hacer microscopios que trabajen
en el vacio, porque, en ese caso, claro estd que el limite se
alejaria mucho todavia; pero hasta que lleguemos 4 la radia-
cién 0,15 6 0,16, que pasa bien 4 través del aire, falta mu-
cho camino por recorrer, y en ese camino se esta.

Ahora vamos a ver practicamente lo que significan estos
resultados: y para eso, por medio de la proyeccién, que,
afortunadamente, y gracias 4 la amabilidad de mi amigo el
Sr. Madariaga, puedo hacer con toda facilidad, vamos 4 pro-
yectar ahi lo que se llama un festo de microscopio. Los tes-
tos de.microscopio son objeto naturales 6 artificiales, que
tienen detalles muy pequefios, cuanto mds pequefios mejor,
y que sirven para probar el poder resolvente de un objetivo
para contrastarlo.
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Entre esos hay uno que es célebre, que es la amphipleura
pellucida: una alga monocelular que mide algunas centésimas
de milimetro de longitud, cuyo interés no esta en la valva,
sino en los adornos que cubren 4 esa valva; y estos adornos
son, en primer término, una serie de rayas paralelas, per-
pendiculares al eje de la valva, al rafe, y que entran en la
diatomea 4 razén de 3.000 por milimetro; y en segundo
lugar, hay otra serie de rayas perpendiculares 4 las prime-
ras, paralelas al rafe, que entran en ntiimero de 6.000 & 7.000
por milimetro, y la interseccion de las dos series de rayas
da lugar 4 unas figuras redondas, 4 unas puntitas que los
diatomistas llaman perlas, porque se parecen un poco a las
perlas, y sobre cuya naturaleza se ha discutido mucho y se
discute todavia. Pero esto no nos interesa; el saber la natu-
raleza de esas perlas es ajeno 4 nuestro objeto; lo interesan-
te es verlas, sean lo que sean; y el problema maés dificil que
habia en Microscopia antes de inventarse la luz ultravioleta
era el ver las perlas de la amphipleura pellucida. Un diato-
mista célebre, el Dr. Enrique Van Heurck, Director del Jar-
din Botanico de Amberes, adquirié reputacién extraordina-
ria por haber visto y fotografiado estos elementos. Para ello
le fué necesario apelar 4 los objetivos mas potentes que se
conocian, aumentar la luz del extremo visible del espectro
de un modo extraordinario, emplear el artificio de la luz
oblicua, tan intensa como la del sol, poniendo en juego toda
su grande habilidad técnica. Pues bien, la luz ultravioleta ha
resuelto este problema de tal modo, que con ella lo dificil
es no ver las perlas; tal es el enorme poder resolvente 2,50.
Con luz central, con luz de cualquier inclinacién, con el con-
densador mas abierto 6 mas cerrado, se ven las tales perlas,
y precisamente la fotografia que se va 4 mostrar 4 ustedes
estd tomada con luz ultravioleta y con luz central. (Proyec-
cion; vease fig. 1.%)

Claro esta que lo interesante aqui no es precisameate el
que se vean las perlas, y perdénenme mis amigos los diato-
mistas, porque si de eso so6lo se tratara, aunque es un pro-
blema muy interesante, no valdria la pena de haber gastado



tanto tiempo y tantos esfuerzos; pero es que ello sirve para
demostrar que con este procedimiento se puede llegar 4 ver
elementos que entran 4 razén de 6.000 por milimetro, y, por
consiguiente, si se aplica esta combinacién 4 una célula
orgdnica, 4 una roca, 4 un cuerpo cualquiera que interese
conocer 4 fondo, se verdn con facilidad todos los detalles
que haya en €l que sean iguales 6 mayores que estos de la
amphipleura pellucida, y esto tiene un valor practico in-
menso.

De modo que. como resolucién, ya hemos visto un ejem-
plo; ahora vamos 4 ver un resultado al cual se ha llegado de
un modo casi inesperado, por decirlo asi, puesto que nadie
contaba con €l cuando se empezaron estas investigaciones.
Para ello hace falta una pequefa explicacién que voy 4
hacer brevemente, porque va pasando el tiempo. -

De las cosas que mds importa estudiar al microscopio
son los tejidos organicos, las células, los vases, los compo-
nentes enteros del protoplasma, las fibras nerviosas, los
miisculos, las secreciones, etc. Todos sabéis lo que en los
tiltimos afios se ha hecho en esto. Pero un tejido orgénico,
sea el que sea, no se puede mirar nunca al microscopio tal
y como sale del animal 6 del vegetal que lo contiene, en ra-
zén a que los protoplasmas que componen los elementos di-
versos de los tejidos, se parecen tanto, tienen una composi-
cién tan uniforme, diferencias tan pequefnas unos de otras,
que el tejido entero es uniformemente transparente a la luz
visible, y si se mira un tejido acabado de sacar del cuerpo
del animal 6 del vegetal se percibe una cosa translicida
donde se adivinan sus elementos y sus érganos; pero no se
diferencian estos 6rganos lo bastante para poderlos estu-
diar con el detalle que se necesita; de modo que para estu-
diar un tejido organico hay que hacer lo que se llama colo-
rearlo, es decir, tratarlo con un agente quimico colorante
que ejerza reaccion sobre algunos de los elementos, y no
sobre otros, y de ese modo apareceran en el microscopio
unos muy coloreados, otros poco coloreados y otros sin co-
loracién alguna, y se podrédn diferenciar y estudiar,



Mas para poder colorear un tejido se necesita primero
hacer una operacion que se llama fijarlo, que es sencilla-
mente tratarlo por un liquido, 6 emplear un artificio que im-
pida que se pudra, porque los tejidos se pudren, se alteran
espontaneamente; y después de fijarlo, es preciso endure-
cerlo, darle la consistencia necesaria para que pueda resistir
4 las manipulaciones que vienen luego. Después se procede
a colorearlo; y por altimo, 4 montarlo y examinarlo.

En resumen, que el examen de un tejido exige una serie
de medidas preliminares, una serie de operaciones previas
cuyo conjunto forma hoy una ciencia que se llama 7Técnica
microgrdfica.

A veces pasan horas desde el momento en que se extrae
el tejido hasta el en que se examina al microscopio, & veces
pasan semanas, pero no es esto la gran dificultad; la gran di-
ficultad consiste en que después de todas estas operaciones,
de haber tratado un tejido, cosa siempre delicada, de estruc-
tura fina, con una porcién de liquidos de desigual densidad
que han producido un efecto de dsmosis, y ademés reaccio-
nes quimicas, cuando ese tejido se coloca en el microscopio
y se ven alli ciertos elementos, ciertas fibras gruesas y otras
delgadas, siempre cabe esta duda: “Lo que estoy viendo
ahi, ¢es lo que realmente hizo la Naturaleza, 6 es algo que
han hecho artificialmente los reactivos?,. Esta duda es
inevitable. No quiero yo decir con esto—jDios me libre!—
que los métodos histolégicos no sirvan para nada. En ma-
nera alguna. Gracias 4 ellos se ha llegado 4 descubrimientos
de tan colosal importancia como la microbiologia, por ejem-
plo. Digan ustedes si no la tiene el haber descubierto el
suero antidiftérico y otra porcion de cosas; pero, sin embar-
go, la duda subsiste, y es preciso cotejar los resultados de
unos métodos con otros, interpretarlos unos de una manera
y otros de otra. Se tarda mucho tiempo en llegar 4 un resul-
tado, 4 una deduccién; deduccién que no pocas veces, he-
chos nuevos vienen después a desmentir.

Y aqui se nos presenta la aplicacion de la luz ultraviole-
ta basada en.esa enorme sensibilidad de absorciéon, de que
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os hablaba antes, por parte del protoplasma, el cual es uni-
formemente transparente & la luz visible, y es desigualmen-
te transparente, muy desigualmente transparente, a4 la luz
ultravioleta.

Esos elementos, de composicion protopldsmica casi igual
que integran un tejido orgédnico, aparecen 4 la luz ultravio-
leta: unos muy claros, otros muy oscuros, otros apenas co-
loreados, apenas teflido por ella, lo bastante para diferen-
ciarlos claramente unos de otros y poderlos estudiar a fon-
do. Y nétese que aqui la duda de que antes hablaba no
puede existir; en primer lugar, porque se han suprimido de
un golpe todas las operaciones de reactivos, porque no hay
mas que tomar esas particulas del animal, y, en fresco, po-
nerlas en el microscopio, y, por consiguiente, no hay el
temor de que lo que alli se ve sea producto del reactivo,
sino que lo que la luz ultravioleta nos muestra puede afir-
marse con seguridad que es lo mismo que la Naturaleza nos
ofrece, que no es algo que el hombre ha producido artifi-
cialmente.

Ahora voy 4 ensefiar 4 ustedes, para demostrar esto préc-
ticamente, un tejido de la pachymatisma Johnstonia que abun-
da en el litoral de Gijén; es un pedazo de esa esponja corta-
do en un microtomo, una rebanada muy delgada colocada
en el aparato y sometida a la luz ultravioleta; pero cuidé de
que el cubreobjeto fuese de cuarzo para que sirviera indis-
tintamente para luz visible y luz ultravioleta, y asi se obtu-
vo, primero una fotografia con luz visible, con luz azul, y
con objetivo aprocromaético de la mejor calidad, y otra foto-
grafia con luz ultravioleta, y van ustedes & ver la diferencia.
(Proyeccion; véanse la fig. 2. de luz visible, y la fig. 3.7 de
luz ultravioleta.)

Otro objeto elegido 4 proposito entre aquellos cuerpos
organicos mas dificiles de colorear, mas transparentes que
todos vosotros quiza conoceréis, es el tegumento externo de
una medusa, de uno de esos que llaman agua marina, pe-
quefios animales en forma de parasol, del que salen unos
tentdculos tan transparentes que & veces en el mar no se
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pueden ver en medio del agua. Ese tegumento externo es
una epidermis muy delgada que cubre el parasol por su
parte externa y es una de las cosas mas transparentes que
hay en la naturaleza, y mads refractaria 4 ser tefiida por estos
métodos histolégicos. Fotografiada con luz visible, no se ve-
ria mas que una masa transparente. Vais 4 ver el resultado
obtenido con la luz ultravioleta. (Proyeccion; véase la figu-
ra 4.%)

Y ahora, algo de cardcter mas practico; que después de
todo, las esponjas y las medusas no van 4 salvar 4 la huma-
nidad. (Risas.)

Vamos 4 ver la aplicacién de esta luz ultravioleta 4 cosa
tan importante como es el sistema nervioso, y nada hay
mds importante que la fibra nerviosa, la fibra que sirve para
conducir la sensacién del cerebro 4 un dérgano cualquiera.

La fibra nerviosa, en general, en los animales superio-
res, se compone: 1.°, de un tubo central hialino cuando se
le ve longitudinalmente y finamente estriado cuando se le
corta transversalmente, que se llama el cilindro eje, el alma
de la fibra nerviosa. Esta protegiendo 4 este tubo una envol-
vente de un cuerpo que se llama mielina, que es transparen-
te, de consistencia pastosa, que protege 4 la vaina central,
cilindro-eje; y protegiendo 4 la mielina existe una membrana
que se llama membrana de Schwann, formada por un pro-
toplasma muy condensado bastante duro: dicha membrana
no es continua, sino que esta formada por una serie de conos
que permiten la extensién y compresién de la fibra, y, ade-
mds, tienen otras funciones orgdnicas en cuya explicacion
no entro porque seria en mi una pedanteria.

Teifiir y ver la fibra nerviosa, es uno de los problemas
mas dificiles de la histologia moderna: reactivo que tifie la
mielina no tifie el cilindro-eje, y reactivo que tifie la mem-
brana de Schwann no tifie la mielina; son 6rganos de una
finura tan extraordinaria que el menor reactivo que se em-
plee con ellos introduce alteraciones profundas en la estruc-
tura de la fibra nerviosa.

Veamos una fibra nerviosa acabada de sacar del animal
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que la contenia y puesta en el microscopio fotografiada, y
ustedes juzgaran si se ven 6 no estos elementos. (Proyec-
cion; vease la fig. 5.%)

Consideremos ahora un problema que reune los dos fac-
tores que integran, por decirlo asi, la investigacion con la
luz ultravioleta. Me refiero 4 la célula nerviosa humana.

Hace muchos afnos se discute en el mundo si la célula
cerebral humana tiene envolvente 6 no lo tiene, si esta en-
cerrada por una membrana 6 no lo estd. Un hombre, que es
orgullo legitimo para Espana, uno de los primeros histélo-
gos con que hoy cuenta el mundo, D. Santiago Ramodn y
Cajal, fundandose en razonamientos de orden histoldgico,
porque la membrana no consiguié verla nunca, sostuvo siem-
pre la existencia de esta membrana, y un grupo de histélo-
gos europeos, que formran escuela, sostenian que no existia
esta membrana, que la célula nerviosa comunicaba libremen-
te con el ambiente que la rodeaba. Y el problema aqui tiene
importancia grande, porque de que tenga 6 no tenga la cé-
lula nerviosa cerebral membrana, se deducen consecuencias
muy importantes respecto 4 la nutricién y a la reproduccién
de esta célula y, por consiguiente, respecto 4 si es posible
rehacer una parte destruida del cerebro 6 no es posible re-
hacerla. Y ya puede juzgarse de la trascendencia de este
hecho en terapéutica. Por consiguiente, saber si habia mem-
brana era un problema de cierto interés en materia de luz
ultravioleta, y claro esta que sin poderlo remediar 4 él se
tendia. De haber membrana tenia que ser muy tenue, puesto
que con los objetivos mds potentes conocidos para luz visi-
ble y con todos los artificios de éptica no se habia conse-
guido ver, y notad, sefores, que s¢ habian visto esas perlas
a4 que antes me he referido, que se habian visto elementos
que entran 4 razén de 6 4 7.000 por milimetro, y, sin embar-
go, la membrana celular no se habia visto, y debia ser, ade-
mas, un elemento muy dificil de tenir, muy dificil de dife-
renciar, de una composicion muy semejante al protoplasma
que envolvia, puesto que ningiin método histoldgico habia
permitido diferenciarla.
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Para esta fotografia se ha elegido una célula de Purkinje
del cerebelo humano, cortada con un microtomo, de manera
que el corte sea diametral 6 transversal, no tangencial, para
que se destaque la membrana, si la hay, y se ha reproduci-
do con luz ultravioleta. No me atrevo a decir si hay mem-
brana, 6 no, en manera alguna. Claro estd que los partida-
rios de la existencia de la membrana aseguran que es evi-
dente que se ve; pero ustedes van a ser jueces, y veran si la
célula de Purkinje del cerebeln humano tiene 6 no mem-
brana. (Proyeccion; véase la fig. 6.)

Para terminar, senores, hablemos de un aspecto de este
género de investigacién, que puede tener aplicacién directa
a nuestra profesion de Ingenieros.

No constituye todavia un método, pero es la iniciacion
de un camino que pudiera servir de algo. Esto requiere un
poco de historia.

En Gijén hay una obra de mucha importancia para el
pueblo, que es el puerto del Musel, de la cual esta encarga-
do un hombre que es honra del Cuerpo de Ingenieros de Ca-
minos, Canales y Puertos, mi amigo D. Eduardo de Castro,
hombre que reune 4 una gran inteligencia y una gran labo-
riosidad, algo que casi vale tanto como esas condiciones,
que es un amor extraordinario 4 su obra; y como el que un
cemento 6 un bloque de cemento sea bueno 6 no es muy im-
portante y ello depende casi exclusivamente de que al fra-
guar el cemento quede 6 no quede cal libre, el averiguar si
en un cemento hay 6 no cal libre, es problema de mucha im-
portancia para el que hace la obra. Hay una reaccién con un
cuerpo colorante que permite determinar si un cemento tiene
0 no libre esa base; pero pasa con esta reaccion algo de lo
que sucede con esos métodos histolégicos de que antes
hablé: que unas veces resulta bien, otras veces es dudosa y
en otras los resultados préacticos no corresponden del todo
a lo que dicen los resultados obtenidos con el microscopio.
De ahi que mi amigo Castro me rogase que viera si habia
alguna manera de determinarlo mejor; y me ocurrié hacer un
ensayo, cogiendo un trozo de cemento que me constaba que
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estaba perfectisimamente fraguado y verle al microscopio
con luz ultravioleta, y observé que, pulverizando ese cemen-
to, tamizdndole de manera que todos los granos fueran de
igual grueso, y colocando unas particulas en el microscopio
con luz ultravioleta, se veian una serie de granos, todos uni-
formemente transparentes; y si se afiadia una particula por
pequefa que fuese, de cal libre, inmediatamente esa cal libre
se acusaba porque sus granos eran extraordinariamente opa-
cos 4 la luz ultravioleta. Sabia que la cal libre era muy opa-
ca, por otra razén que contaré ahora. No ha habido tiempo
de hacer mas ensayos, de modo que las cosas no han pasa-
do de aqui; pero si entre mis oyentes hay alguno 4 quien le
interese la cuestién, bueno es que sepa que por ahi quizas
haya un camino para determinar con toda precision la pre-
sencia de la cal libre en'un cemento, Tiene la ventaja de que
la técnica es muy facil; basta pulverizar un pequefio trozo de
cemento, colocar unas particulas en el microscopio y mirar
las fotografias: si hay cal libre se acusara por las particulas
opacas. Al menos, cuando se ataden esas particulas, se ve
que son absolutamente opacas, apareciendo puntos negros
en la masa general.

Y yo sabia que la cal era muy opaca porque también tro-
pecé con este problema en una especie de aventura en la que
me he metido, que consiste en estudiar una regién de Espa-
fla, que se llama la Serrania de Ronda, donde hay una por-
cion de piedras que mirar.

En las piedras, en las rocas, hay un problema de bastan-
te importancia, que no se resuelve del todo muchas veces
con el famoso agente /uz polarizada, que es el que se em-
plea para estudiar las rocas. Me refiero 4 la determinacién
de los feldespatos. Son los feldespatos mezclas en propor-
ciones muy variadas de silicatos miiltiples que forman serie,
con gradaciones insensibles, desde un término, silicato do-
ble de aliimina y sosa, hasta otro extremo, silicato doble de
alimina y cal, donde no hay sosa ninguna, é intermedia
toda clase de minerales, con mas sosa 6 menos sosa, con
mas cal 6 menos cal. Determinar cudl es, aproximadamente,
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siquiera la proporcion de cal y la proporcién de sosa, no es
s6lo una curiosidad cientifica 6 mineralégica, es algo que
tiene importancia porque esta en relacién con la edad de la
roca, y claro estd que la edad de una roca tiene su impor-
tancia en Geologia. Es este un problema no del todo facil
en luz polarizada, porque aunque hay métodos admirable-
mente estudiados, como, por ejemplo, el método de Michel
Levy y otros, se necesita encontrar en la roca ese cristal de
feldespato cortado con ciertas orientaciones para poder llegar
4 la certidumbre y, ademas, los angulos de extincion que
sirven de base. Se miden 4 veces teniendo que apreciar mi-
nutos, y esto no es tan facil cuando no se conoce exactamen-
te la orientacién de una seccién. Aplicada la luz ultraviole-
ta, acusa diferencias de cal en estas mezclas. De ahi viene 4
averiguar que la cal era opaca a la luz ultravioleta. Procuré
una serie de feldespatos puros, cuya composicién quimica
conocia de antemano, los pulvericé iguales todos los granos
valiéndome de dos tamices, los puse al microscopio, y, efec-
tivamente, pude ver que hay mas opacidad cuando predomi-
na cal que cuando predomina la sosa, y que esto, estudiado
mas, comparado mas, visto mas, podra constituir quiza un
método auxiliar que permita el estudio de los feldespatos.
De ahi vine & averiguar que la cal era opaca, y de ahi vino
ese pequeiio ensayo que he indicado aqui sobre la determi-
nacion de la cal libre en el cemento.

Aqui concluye todo lo que me proponia decir de luz ul-
travioleta. Mas para complacer 4 algunos amigos aqui pre-
sentes, voy a presentar las proyecciones de folografias en
color de dos ejemplares de rocas serpentinicas, en diferente
estado de transformacién, obtenidas con luz polarizada.
(Proyeccion.) (Grandes y prolongados aplausos.)
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