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4.1. Fundamentos técnicos de la microscopia electrénica.
4.2. Microscopia electronica de barrido (SEM) vs microscopia electrénica de transmisién (TEM)
4.3. Otros tipos de microscopia electronica.

4.4. La microscopia electronica y las ciencias forenses.
Fundamentos técnicos de la microscopia electrénica

La microscopia electronica ha revolucionado el conocimiento de ciencias como la
biologia o la medicina, aunque su campo de aplicacion se ha extendido a la mayoria de
disciplinas cientificas, incluidas las de materiales. La principal ventaja de este tipo de
microscopia es alcanzar una extraordinaria amplificacion de la imagen de la muestra
manteniendo un poder de resolucién casi mil veces mayor que el éptico. Estas magnificas
propiedades se deben a que la fuente de iluminacién usada es un haz de electrones. El
funcionamiento de la microscopia electrénica, sobre todo la de transmision, es analogo al
funcionamiento de un microscopio o6ptico. Por tanto una vez entendido los fundamentos
técnicos de la microscopia 6ptica seran también faciles de entender los de la microscopia
electréonica y, para su descripcion, nos vamos a basar inicialmente en el microscopio
electronico de transmision.

Imagen: En el caso del microscopio electronico la formacion de la imagen se produce
por la dispersion de los electrones, mientras que en el optico la imagen se produce por
absorcion de los fotones. Es decir la imagen que se observa en un microscopio optico
(MO) se debe a la diferente absorcion de la luz por las distintas estructuras de la
muestra, mientras que en el microscopio electronico la formacion de la imagen esta en
funcién de la dispersion y, por consiguiente, perdida de los electrones (figura 1). Esta
capacidad de dispersion va a depender de las distintas estructuras atémicas de la

muestra.

1 Este documento esta sujeto a una licencia Creative Commons
2 La procedencia y autoria de las imagenes y esquemas utilizados se encuentra al final del texto
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Figura 1. Efectos basicos de los electrones al chocar con la materia. El electron

retrodispersado es aquel que cambia su trayectoria al atravesar un atomo,

mientras que el electron secundario es aquel que surge del atomo al colisionar

con él un electrén primario, que a su vez es retrodispersado. Estos fenémenos

explican la imagen que se produce principalmente en un microscopio electrénico

de transmisioén y en uno de barrido.
Aumentos: las lentes del microscopio electrénico son electromagnéticas y actuan
como las de un éptico (lamina 1A), es decir, desviando la trayectorias seguidas por los
electrones en el vacio. En microscopia optica los vidrios de superficies curvas (lentes)
pueden desviar el haz luminoso haciendo que la imagen de un objeto parezca mas
grande, en microscopia electrénica este mismo efecto se consigue con campos
magnéticos. Los aumentos en este tipo de lentes se obtienen modificando la intensidad
de la corriente que se hace pasar por las bobinas que conforman las lentes,
provocando un aumento del campo de fuerza y, por tanto, un desvio mayor o menor del
haz de electrones. Mientras las lentes de un MO tienen una distancia focal fija, las
lentes electromagnéticas del ME tienen una distancia focal variable, por lo que para
incrementar los aumentos no es necesario cambiar de lente sino simplemente
aumentar el campo de fuerza de Ila lente electromagnética. Las lentes
electromagnéticas producen desviaciones no proporcionales del haz de electrones que
se manifiesta como una aberracion denominada astigmatismo, pero que se pueden

corregir mecanicamente.
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Lamina 1. Microscopio electronico de transmision. A.-
Esquema comparado de un microscopio Optico, un
electrénico de transmision (TEM) y uno de barrido
(SEM), como se puede observar la estructura del SEM
es un poco diferente. B.- Partes de un TEM del afio
1969: (1) cable de alta tension, (2) emisor de
electrones, (3) motor para centrar el haz del emisor de
electrones, (4) condensador, (5) control de apertura del
diafragma, (6) portamuestras, (7) objetivo (lente
condensador), (8) proyector (lente condensador), (9)
binocular ¢éptico de observacién, (10) pantalla
fluorescente, (11) bomba de vacio, (12) goniémetro, (13)
control de vacio y de aumentos, (14) control de
enfoque. C.- Aspecto de un TEM actual con sistema de
captura de imagenes

lluminacioén: El haz de electrones se obtiene por la excitacion de un filamento metalico

(catodo) y es atraido por la diferencia de potencial producida en el anodo (50.000-

100.000 voltios). Este fendmeno se produce cuando catodo y anodo se encuentra en

vacio (lamina 1B). Como el haz de electrones es divergente, se usa una lente
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condensadora para dirigir el haz hacia la muestra, que debe ser un corte muy fino y
preparado de manera especial. Los electrones que no son totalmente dispersados son
reconducidos por la lente objetivo produciéndose el aumento de la imagen que es
proyectada por la lente objetivo o proyector. Como los electrones no son visibles estos
se observan en una pantalla o en un negativo impresionado (lamina 1B y C). Las partes
de la imagen donde los electrones han sido muy desviados no resultan muy intensas,
dando una tonalidad clara en el negativo, que se rebelara oscuro cuando se positiva.
Por tanto, aquellas areas de la muestra que tienen un mayor indice de dispersién, son
mas densas a los electrones, apareceran oscuras en la imagen final; justo al contrario
que aquellas areas donde no exista practicamente dispersiéon. El contraste se puede
mejorar con un pequefo diafragma que limita solamente a los electrones mas
periféricos. La profundidad de campo es mas o0 menos constante, dada las
peculiaridades técnicas del microscopio, pero ésta (aproximadamente 1um) es

suficiente para que esté enfocada toda el grosor de la muestra, que es inferior a 0,5um.

Poder de resolucion: en la microscopia Optica el poder de resolucion esta limitado por
la longitud de onda de los fotones, pero en el microscopio electrénico se juega con la
ventaja de una pequefisima longitud de onda en la propagacion de los electrones, por
lo que el poder de resolucién es muy elevado. Esto permite, que imagen pueda ser
aumentada posteriormente en una copia fotografica muchas veces, para observar
todos los detalles. El poder de resolucién de esta microscopia es de 5 a 10 A (0,5

milimicras) (lamina 2).
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Lamina 2. Ejemplos de microscopia Optica comparada con electronica de barrido y de transmisiéon usando huevos de
un efemerdptero. A.- Preparacién “in toto” observada a 100 aumentos con contraste de fases en un microscopio
optico; B.- Huevo completo observado a 550 aumentos en un SEM; C.- Detalle estructura de fijaciéon de huevo
observada a 16.000 aumentos en un SEM; D.- Corte semifino de ovario tefiido con azul de toluidina observada a 100x
con microscopio optico; E.- Corte ultrafino de ovario tefiido con acetato de uranilo observada a 1000 aumentos con un
TEM:; F.- Corte ultrafino de ovario tefiido con acetato de uranilo observado a 10.000 aumentos con un TEM
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Microscopia electrénica de barrido (SEM) vs microscopia electréonica de
transmision (TEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es un instrumento que permite la
observacion y caracterizacién superficial de materiales inorganicos y organicos, entregando
informacion morfologica del material analizado (lamina 2A). A partir de él se producen
distintos tipos de sefal que se generan desde la muestra y se utilizan para examinar muchas
de sus caracteristicas. Con €l se pueden realizar estudios de los aspectos morfolégicos de
zonas microscopicas de los distintos materiales con los que trabajan los investigadores de la
comunidad cientifica y las empresas privadas, ademas del procesamiento y analisis de las
imagenes obtenidas. Las principales utilidades del SEM son la alta resolucion (~100A), la
gran profundidad de campo que resuelve una imagen tridimensional de la muestra y la
relativa sencillez de preparacion de las muestras.

El microscopio electronico de barrido puede estar equipado con diversos detectores
(lamina 2 B y C), entre los que se pueden mencionar: un detector de electrones secundarios
para obtener imagenes de alta resolucion (SEI), un detector de electrones retrodispersado
que permite la obtencion de imagenes de composicion y topografia de la superficie (BEI) y
un detector de energia dispersiva (EDS) que permite detectar los rayos X generados por la

muestra y realizar analisis de distribucién de elementos en superficie.

El microscopio electrénico de transmision (TEM) tiene un modo de operar similar al del
microscopio optico, ya que esta basado en el hecho de que la manera de actuar un campo
electromagnético sobre un haz de electrones es analogo a la accion de una lente de cristal
sobre el haz de fotones. La imagen, sin embargo, se forma sobre una pantalla fluorescente
como lo haria en una pantalla de televisor. El microscopio electronico de barrido no tiene la
resolucion que se alcanza con el microscopio electrénico de transmision, pero su ventaja es
una excelente impresion tridimensional, derivada de la amplificacién de sefales que se

generan al irradiar la superficie de las muestras con un haz muy estrecho de electrones.
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Lamina 3. Microscopio Electronico de Barrido. A.- Aspecto externo de un SEM moderno; B.- Esquema general de un

SEM indicando el detector de electrones secundarios (SEl) y la sonda de rayos X; C.- Esquema de la deteccion de los
electrones secundarios mediante, en la imagen de la izquierda el detector no tiene polaridad y son captados los
electrones retrodispersados mediante un detector BEI, mientras que el de la derecha si, atrayendo asi los electrones
secundariosal detector SEI. D.- Ejemplo de imagenes de la misma estructura obtenidos mediante un detector SEl y un

detector BEI.
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Figura 2. Esquema general del efecto del haz de electrones sobre una muestra que dan lugar a los tipos de
microscopia electronica mas importantes, asi como las posibilidades técnicas de cada una
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Figura 3. Esquema basico de la obtencién de la imagen en un TEM y un SEM
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Otros tipos de microscopia electrénica

Microscopio Electronico de Barrido Ambiental (ESEM) de ultima generacion que
admite el analisis de muestras en estado natural o bajo condiciones ambientales naturales,
sin necesidad de usar técnicas convencionales de preparacion de muestras. Ademas, es
posible utilizar régimen de alto vacio de forma similar a los microscopios SEM
convencionales.

Microscopio Electronico de Barrido de Congelacion (Cryo-SEM): Es un tipo de
microscopio electrénico que basa su funcionamiento sobre muestras congeladas. La
congelacion de la muestra se realiza una vez puesta sobre el pedestal introduciéndola en
nitrégeno liquido. El pedestal se acopla a una varilla que es introducida en un compartimento
cilindrico con nitrogeno liquido, estructura que se acopla a una la unidad de alto vacio del
SEM que mantiene la congelacion. Esta crio-camara presenta una serie de utensilios para
manejar la muestra congelada (por ejemplo para fracturarla) y en ella se lleva a cabo la
sublimacion de la muestra y su cubrimiento metélico (método de sputtering). Una vez
metalizada la muestra se introduce en la camara de alto vacio de observacion, mediante un
sistema mecanico interno, pudiendo analizar la muestra como un SEM normal.

Microscopio Electronico de Barrido para Transmision (STEM): Es un tipo de
microscopio electrénico de transmision que permite capturar los electrones que atraviesan la
muestras como ocurre en un TEM normalmente, pero tiene asociado un detector de
electrones secundarios (aquellos que se desprenden de la muestra cuando el choca con ella:
fundamento técnico del SEM) permitiendo obtener una imagen de barrido de un punto de
terminado de la muestra. Obviamente, las muestras dirigidas a este tipo de microscopio
deben ser laminas finas, con el fin de que los electrones puedan atravesarla. En realidad, la
utilizacion mas cercana con el SEM es que lleva asociado una sonda de rayos X, lo que

permite analizar quimicamente puntos determinados de la muestra.



Prof. Nicolas Ubero Pascal

mﬁ u m Técnicas de m icroscopl'a Dpto. de Zoologia y Antropologia Fisica
oo, g Py . . . Curso 2008-2009
aplicadas a las Ciencias Forenses

Lamina 4. A.- Microscopio Electrénico de Barrido Ambiental (ESEM); B.- Microscopio electronico de Barrido que puede
trabajar sin metalizacion previa de las muestras; C.- Microscopio Electrénico de Barrido para Transmision (STEM); D.-
Microscopio Electrénico de Barrido preparado para analizar muestras congeladas (Crio-SEM); E.- Detalle de la crio-camara
adosada a la camara de visualizacion propia del SEM.
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La microscopia electrénica y las ciencias forenses

La aplicaciones de la microscopio electronico son muy variadas y van desde la
industria petroquimica o la metalurgica hasta las ciencias experimentales y de la salud. En
ciencias forenses, el microscopio electrénico de barrido tiene una mayor utilidad, ya que al
proporcionar datos morfolégicos de gran precision (tamafio, textura, forma de la muestra,
composicion quimica elemental), permite el estudio de muestras de cualquier tipo y origen.
Entre los campos cientificos con interés forense en los que se aplica el SEM podemos

mencionar:

e Geologia: estudio morfolégico y estructural de muestras cristalograficas,
mineralogicas y petrologicas.

e Estudios de los materiales: caracterizacion microestructural, valoracion de su
deterioro, presencia de defectos, tipo de degradacion (fatiga, corrosion, fragilidad,
etc.) de materiales ceramicos, metalicos, semiconductores, polimeros.

e Control de calidad: productos manufacturados de origen animal o vegetal (pieles,
fibras), microelectronica y materiales informaticos, etc.

e Estudio de muestra botanicas, zooldgicas, meédicas, biomédicas, etc.

e Peritaciones caligraficas
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