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II. SIPNOSIS HISTORICA

La microscopia es la ciencia que se ocupa de la
observacidén, examen y estudio de objetos muy pe-
guefios con la ayuda del microscopio. Nace para
nosotros el 9 de Octubre de 1676, fecha en la —
que un comerciante holandés de la localidad de -
Delft, envia la primera comunicacién cientifica
de que se tenga memoria, donde d4 a conocer a la
Royal Society de Londres, Inglaterra, sus obser-
vaciones de "animaliculos'" obtenidos de agua de
charcas y de su propia boca, Anton Van Leeuwen--
hoeck fué el nombre de este holandés que conside
ramos el padre de la microscopia.

Posteriormente, con la participacién de personas
con mayor conocimiento cientifico y tecnolégico
aparecieron aparatos mas avanzados; el alemdn --
Ernst Abbe, que trabajaba a la sazén asociado --
con Carl Zeiss demostré matematicamente que el -
perfeccionamiento del microscopio éptico (Fético
o de luz) no podria continuar en forma indefini-
da y que el poder méximo de resolucidén suscepti-
ble de alcanzar era aproximadamente de la mitad
de la longitud de onda de la luz empleada

(5,000 ﬂ). Este valor corresponde aproximadamen
te a los 250 'nm (0.25 um) por lo que una obser
vacién en uno de estos aparatos el ojo humano di
ficilmente recibe informaciones mayores a los —-
1,500 aumentos, independientemente de la calidad
del instrumento.

Con el descubrimiento del electrén a finales del
siglo XIX, por el inglés J.J. Thomson, se abrid
un capitulo importante en_ la historia de la mi--
croscopia. Este cientifico demostrd que los ra-
yos emitidos por el cédtodo de electrodos estan -
formados de particulas cargadas negativamente.
Estas particulas sirvieron a Louis de Broglie pa
ra presentar su tesis doctoral en 1924, demos——-
trando que en la materia los electrones, al igual
que los fotones en la luz, presentan propiedades




de onda y de particula.

Dos afios mas tarde, en 1926, Bush mostrd que las

rad?aciones eléctricas podian ser enfocadas por
medio de campos magéticos con simetria axialp
que estos funcionaban como lentes. En 1927 Gagor
construye la primera lente electrénica consisten
te en'up selenoide de hierro dulce. Con estos -
conocimientos en el afic de 1931, dos cientificos
alemages, E. Ruska y M. Knoll lograron construir
e% primer microscopio electrénico, muy rudimenta
r}o, Pues su poder de resolucién era menor al d;l
m1cro§copio 6ptico de aquella época. En 1934, —-
E. Briest y H.0. Muller modifican el m ’
dg—Ruska ¥ logran sobrepasar el poder
cion del microscopio foténico.

icroscopio
de resolu-—-—

Microscopio Electrénico de Transmisién

Era tan limitada 1a amplificacién y tan pobr 1
poder de resolucidn de los ¢ o
e}?ctrénicos, queé poca o nula importancia se les
didé en el campo de la investigacién. Fué Krauze,-
en lQ??,quien aplicé las técnicas basicas de pr;~
paracion de diferentes materiales que fueron moti
vo de %as primeras observaciones al microscopio -
electrQn%?o. Este microscopio ha sido 1lamado de
transmls?on, ya que el haz de electrones atravie—
i: gna fina membrana o preparacién para proyectar

lmagen sobre una pantalla fluorescente coloca-
da al final de 1la trayectoria de este flujo de —-
electrones que requiere de un espacio con vacio pa

ra desplazarse a través del sistema de lentes ———
electromagnéticos.

primeros microscopios

La emisién del haz tiene su origen en un filame-—
to de tungsteno en forma de horquilla que se en-—-
cgentra rodeado por una Pantalla cilindrica o ci-
lindro de Whenelt gue esta polarizada negativamen
te con respecto al filamento. Como consecuencia
de esta polarizacién negativa, el campo alrededor

de la apertura circular actia como una lentg elec
trostatica que produce una imagen de pequefio dia-
metro en un punto situado debajo de la pantalla -
cilindrica antes mencionada. A esta imagen se le
conoce como entrecruzamiento.

El filamente de tungsteno o catodo, generalmente
posee una tensién de 50,000 a 60,000 voltios. Gra
cias al alto voltaje y al vacio en que se condu--
cen los electrones emitidos la longitud de onda -
del rayo electrénico es tan corta como 0.05 nm, -
permitiendo un poder de resolucién cercano a 1.0

nm. El cafién electrénico es el sistema 6ptico, -
consta generalmente de una lente condensadora, --
una lente del objetivo, una lente intermedia y —
una lente proyectiva.

Cada una de las lentes, menos la proyectiva, po--
see un diafragma que en la primera instancia sir-
ve para evitar la dispersidén de los haces lumino-
sos cuando se desplaza en el vacio. Siendo nece-
sario para este propdsito que exista un perfecto

centrado del sistema 6ptico que garantice que el-

haz de electrones lo atraviese en sentido axial.
Asi mismo este dispositivo sirve para ajustar la
luminosidad que se requiere para sumnistrar deter
minada carga a los especimenes estudiados. La lu
minosidad depende directamente del diémetro del -
diafragma y la localizacién de éste dentro de la
columna. Las observaciones se realizan sobre la
pantalla fluorescente colocada en la parte infe--
rior de la columna, la cual se encuentra recubier
ta con un material que nos permite la visidén del
objeto a analizar tal como si fuera una sombra re
flejada sobre una superficie. Inmediatamente aba
jo de esta pantalla se encuentra una placa foto--
grafica donde se registra la imagen para su poste
rior revelado, impresidn e }nterpretacién. En la
practica la obtencién de exelentes fotografias es
de gran valor para el investigador, La calidad de
estas fotografias dependerd del estado que guarda




el sistema 6ptico formador de la imagen
turaleza de la muestra Y del cuidado coé

realiza el procesamiento de 1
tografiarla.

. que se -
a misma antes de fo-
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st B, rrollados pgf los cientificos para ha
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MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO

Med%ante el empleo de cortes ultrafinos el mic
;o§1o glectrénico de transmisién ha proporcionzgg
intz:ilnv:stlgadOTes una imagen bidimensional del
e l9r gllas ce%ulas, tejidos y 6rganos. Con-
O e ke SR, 1
o la tincid i
€s posible observar objztos detzzzégze::§izlzsi 5
men con lgrconsiguiente pérdida de amplificaciéz:
iazgzoluc1on, ag?egéndo%e }os riesgos de contami-
e ana?a e} sistema Optico. En la actualidad
empi:o ;Zitsiéones'hgn quedad? resueltas con el l
.. rosc?plo electrénico de barrido (ME
vt pesa{ @e su co?ta existencia ha de-
© sus beneficios gracias a su capacidad de

resolucién y a la profundidad de feco

: ue pr -
ciona al observador. 5 g

Log aspectos tedéricos del MEB datan de 1930 y los
Primeros prototipos aparecieron en 1940 a 1950;

de la na

sin embargo, el primer MEB se ofreci6é a la venta -
en 1965. Los primeros aparatos carecian de pro—-
fundidad de foco, el microscopio de luz y un po--
der de resolucién cercano a los 25 nm. Afortuna-
damente en los Gltimos 20 afios el avance tecnold-
gico ha permitido que la resolucién de un MEB al-
cance rangos de 5-7 nm y las amplificaciones reba
sen los 100,000 aumentos, ademas, la emisién de -
otras radiaciones, como los rayos X, permiten exten
der su empleo para reconocer la composicidén ele--
mental de una muestra y la distribucién de los --
elementos dentro de la misma.

En primera instancia el MEB funciona como un cir-

cuito cerrado de televisién, donde un rayo elec--—
trénico generado por un filamento de tungsteno si
tuado en la parte superior de la columna es exci-
tado al momento de la observacién por una corrien
te de alto voltaje. La columna se mantiene bajo

un vacio aproximado de 10 ~ Torr permitiendo que

el haz de electrones se desplace libremente a tra
vés de una serie de lentes electromagnéticos, redu
ciendo progresivamente el diametro del haz inci--
dente hasta un didmetro de 5.0 nm o menos. Este

haz de electrones impacta sobre la superficie de

la muestra con un patrén de rastreo en lineas pa-
ralelas intimamente espaciadas causando una exci-
tacién de electrones secundarios sobre la muestra
El nimero de electrones secundarios emitidos de--
pende de la topografia de la superficie de la ——-
muestra, de su composicién y de los cuidados ob——
servados durante el procesamiento. Generalmente,
para muestras bioldgicas es obligado aplicar un -
recubrimiento metilico, sobre todo a aquellos espe
cimenes que no son buenos conductores & emiten po--—
cos electrones secundarios. Estos electrones se-
cundarios pasan al colector que los acelera y ha-
ce que choquen con el escintilador. Aqui se pro
ducen fotones que entran y atraviezan un multipli
cador lo cual sirve para producir gran numerc de

electrones adicionales. Del fotomultiplicador pa




COMPARACION DEL

MICROSCOPIO FOTICO (MF), MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION (MET)
Y MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (MEB)

ELEMENTOS

M.F.

M.E.T.

M.E.B.

ILUMINACION

MEDIO DE DESPLAZA
MIENTO

RANGO DE AMPLIFI-
CACION

LENTES
RESOLUCION

ENFOQUE

IMAGENES
OBTENIDAS

MONITOR

RAYOS DE LUZ VISIBLE
= 390-780 nm

ATMOSFERA

DE 10x a 2,000x

OPTICOS

REGION VISIBLE 250 nm -
REGION ULTRAVIOLETA

10-390 nm
MECANICO

RELFEJADAS Y TRANSMI-
TIDAS

OBSERVACION DIRECTA

RAYO ELECTRONICO
= 0.005 nm

VACIO

DE 200x a 200,000x

ELECTROMAGNETICOS
0.2 al1l.0 nm

ELECTRICO
TRANSMITIDAS

PANTALLA FLUORESCENTE

RAYO ELECTRONICO
= 0,008 nm

VACIO

DE 20x a 100,000x

ELECTROMAGNETICOS
5 a 10 nm

ELECTRICO

ELECTROSECUNDARIAS
ELECTRODISPERSADAS

TUBO DE RAYOS CATO|
DICOS (TRC)
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