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1.-Introduccion

La posibilidad de observar muestras integras y en sus tres dimensiones
mediante la microscopia electrénica, fue hecha realidad con la aparicién del
microscopio electrénico de scanning (SEM) o de barrido, en el afio 1965. Sin
embargo, los conceptos basicos para este tipo de microscopia fueron propuestos
por Knoll en 1935, tres afios después de que Ruska y Knoll lo hicieran para el
microscopio electrénico de transmisién (TEM). Mientras que en el desarrollo de
este dltimo se hicieron grandes y rdpidos progresos hasta el punto de que en 1939
Siemens y Halske comercializaron el primer TEM, la microscopia de barrido ten-
dria que esperar hasta que en 1965, la Cambridge Instrument Co. lanzase el pri-
mer SEM. Desde entonces hasta la fecha, este tipo de microscopfa ha avanzado
rdpidamente constituyéndose en una técnica imprescindible en distintos tipos de
estudio, tanto sobre material biol6gico como en el campo inorgéanico.

Aunque los fundamentos teéricos del TEM y del SEM son similares, convie-
ne recalcar cuales son los puntos principales comunes y que diferencian ambos
sistemas, a saber:

TEM SEM
Necesidad de alio vacio Necesidad de alto vacio
Haz electrénico estdtico Haz electrénico mévil
Haz electr6nico no puntual Haz electrénico puntual
Necesidad de secciones ultrafinas Muestras integras

73



Electrones transmitidos Electrones secundarios

Lente proyectora Ausencia de lente proyectora
Pantalla en el interior de la columna  Pantalla en tubo Brown
Imagen en dos dimensiones Imagen tridimensional
Resolucién de 0,5 nm Resolucion de 10 nm
Aumentos hasta 500.000 Aumentos hasta 140.000
Contraste quimico de la muestra Contraste no quimico

2.-Principios fisicos del Microscopio Electrénico

2.1. Poder de resolucién.

Un microscopio es un instrumento disefiado para hacer visibles objetos que el
ojo no es capaz de distinguir. Cuando los rayos de luz emitidos por un punto pasan
a través de una lente de apertura semiangular alfa, se forma una imagen no mayor
que un punto pero cuya intensidad se manifiesta en forma del llamado disco de
Airy (Fig.1). La distancia (D) entre los dos minimos de dicho anillo situados a
ambos lados del pico de méxima intensidad viene dada por la expresién:

1 _2nsena _0.61A n
D™ 1,22 A “nsenq

Intensidad

Figura 1.-Perfil de intensi-
dad del disco Airy en un
punto. En ordenadas se
representa la intensidad de
la imagen. En Abcisas, la
o \\ distancia desde el eje de la
; lente. O: eje de la lente. D:
L_____ D ___,J didmetro del disco central
' Distancia desde el eje de la lente. de intensidad, dado por D=
— 1.22 Lambda/nsenalfa.
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donde A es la longitud de onda de la luz, n el indice de refraccién del material
donde se encuentra el objeto y o la semiapertura numérica. Cuando dos puntos
emisores se encuentran muy préximos (Fig.2) las intensidades de ambos en la
imagen final se solapan. Asi, la resolucién de un sistema 6ptico se define como la
distancia entre los mdximos cuando la intensidad mixima de un punto coincide
con el primer minimo del otro punto. Como se puede deducir de la expresién [1],
la resolucién no depende de ninguna propiedad de la lente a excepcién de .

Intensidad

Figura 2.-Definicion de reso-
lucion en términos de separa-
cion del disco de Airy. El
mdximo central de una ima-
gen coincide con el primer
minimo de densidad de la
Distancia desde el eje de la lente imagen adyacente, D=1.22
- lambda/nsenalfa.

En microscopia 6ptica, utilizando objetivo de inmersion, el valor de n.sen o
es aproximadamente de 1°4 y si se considera una A de 50 nm el limite de resolu-
cién serfa de 21786 nm.

De Broglie (1924) demostrd que un haz de electrones acelerados posee una
longitud de onda asociada de:

L=t [2]

donde h= constante de Plank, m= masa de la particula y v= velocidad.

Si un haz de electrones se acelera mediante una diferencia de potencial
(ddp)=V, la energfa cinética que adquiere es:
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2
E, ___21 mv* _ eV [3]
de donde:
v=(2Y") = 2evimy )
por tanto, de [2] y [4]:
A= h [5]
(2eVm)"”

h =6’624.10* jouls/s; m= 9"10.10*' kg; e= 1°60.10" coul.
O también

A=0,1 (%Q)m 61

De donde se puede deducir que:

A\ A (nm)
60.000 0’005
80.000 0’0043

100.000 0’00387
200.000 0°00274

es decir, mediante la utilizacién de un haz de electrones acelerados es posible
conseguir longitudes de onda, A del orden de 10° veces menores que cuando se
utiliza luz visible.

Sin embargo, en un EM el kV real suele ser algo superior al que indica el
equipo:

Vreal = Vi [1 + eVy/2mc?] [7]
donde e= carga del electrén (e7), m= masa del e”, c= velocidad de la luz
Vreal =V [1 + 0.978 x 1075V] [8]
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de forma que

Vo (V) Vr (V)
60.000 63520°8
80.000 86259°2
100.000 109780°0

Por dltimo, indicar que el poder de resolucién (3,,) dependera también de la
aberracion esférica de las lentes electromagnéticas (Cy), de forma que

80 - BC§.25 )\’0.75 [9]

donde B es una constante cuyo valor se encuentra comprendido entre 0’43 y 0°56.
Para 100 kV, 6,<0’19 nm.

Otros pardmetros que tienen importancia en un EM de transmisién, como son
la distancia focal de las lentes (f), la profundidad de campo (D) o el brillo (8) no
serdn objeto de revision para el caso del SEM.

3.-Caracteristicas S.E.M.

El fundamento del SEM radica en | o
que los electrones emitidos por un citodo T oANeN
de tungsteno pasan a través de una colum- - \r\
na en la que se ha hecho un vacio de alre- i
dedor de 107 Torr. En ella, el haz inicial
es concentrado por una serie de lentes
electromagnéticas (condensadora, objeti-
vo) (Fig.3) desde unos 25.000 - 50.000 nm
hasta unos 10 nm; es decir, su didmetro va
disminuyendo hasta hacerse casi puntual.
Al mismo tiempo, la intensidad de
corriente se disminuye desde unos 10”
A hasta unos 10-10-10-12 A. Esta dismi-
nucién en la intensidad imphca una menor
cantidad de electrones pnmanos ya que la
intensidad inicial de 10714 A supone una
emisién de 1015 e'/seg, mientras que en la
definitiva, de 10712 A, es de 6.106 ¢ “/seg.
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Figura 3.-Componentes de la “Optica’ del SEM con-

. MUESTRA
vencional.
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El haz electrénico con estas dltimas caracteristicas, es decir puntual, es des-
plazado sobre toda la superficie de la muestra a modo de un pincel que irfa
barriendo la muestra con continuas idas y venidas. Esta motilidad del haz se con-
sigue gracias a un sistema de bobinas de barrido situadas en la columna del instru-
mento (fig. 3y 4).

cable alle
veltaye

filamente
4 6B

énede

fentie abjetiva

Figura 4.-Esquema
del microscopio elec-
tronico de barrido
(SEM) en el que se

% 3 muestran los diferen-
muestea tes componentes del
cdmara musstras mismo. LP: light pipe,
F: fotomultiplicador,
ORC: osciloscopio de
rayos catédicos, GB:
generador de barrido,
BA: bobinas de ampli-
ficacion.
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En la interaccién del haz electrénico con la superficie se producen e~ secun-
darios que, tras ser captados por un detector, son hechos incidir sobre un “scinti-
llator”, donde cada e dard origen a varios fotones. Dichos fotones son dirigidos
hasta un fotomultiplicador a través del cafién de luz y, ya en aquél, cada fotén
dar4 origen a un fotoelectrén que, a través de una serie de dinodos con diferencias
de potencial crecientes produce, mediante un efecto en cascada, gran cantidad de
e~ secundarios. En definitiva, lo que se ha conseguido ha sido una amplificacién
de la corriente debida a los e” secundarios originales o, dicho de otro modo, una
amplificacién de la informacién sobre la muestra suministrada de dichos e”.

Los e secundarios, finalmente, previo paso por un videoamplificador, son
dirigidos hacia un tubo semejante a un osciloscopio de rayos catédicos (ORC)
sobre cuya pantalla se producird la imagen (fig.5).
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Fotomultipiicador

Figura 5.- Camino seguido por los electrones secundarios a partir de la muestra y formacion de la
imagen.

Concretando, se puede decir que una de las principales caracteristicas de este
instrumento es la existencia de una correspondencia biunivoca (punto a punto)
establecida entre la muestra a examinar y la imagen formada, correspondencia
que se establece al mismo tiempo, de forma que cubriria a la muestra en series de
tiempo, quedando la imagen dividida en muchos elementos fotogréficos los cua-
les serfan captados por el sistema fotografico instalado en el instrumento e inte-
grados en una sola imagen que nos informa sobre la apariencia cibica de material
en estudio.

3.1. Tipos de seiiales emitidos por la muestra.

Existen sefiales que se producen por la interaccién entre el.haz electrénico y la
muestra que son, en definitiva, las que dardn lugar a la formacion de la imagen. Estas
seflales pueden ser clasificadas en tres grupos con arreglo a su categorfa (fig.6):

a) Sefiales con caracter de ondas electromagnéticas, tales como rayos X y
catodoluminiscencia.

b) Sefiales compuestas por e”, que incluyen e~ reflejados (“backscattered”), e
secundarios, transmitidos y absorbidos.

¢) Solamente en el caso de especimenes semiconductores, sefiales de fuerza
electromotriz (f.e.m.).

De estos tres tipos de sefiales solamente interesan aquellas compuestas por e
y, en particular, las debidas a los e~ secundarios y a los reflejados ya que son éstos
los que serdn recogidas por el detector y, finalmente, expresadas en términos de
brillos y oscuros sobre la pantaila del ORC.

La procedencia de los e~ varfa; algunos e~ del haz pueden pehetrar en la
muestra perdiendo energia y distribuirse dentro de ella bajo diferentes dngulos.
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Figura 6.-Tipos de seiia-
les emitidos por la mues-
tra en el SEM tras su
interaccion con el haz
electronico.
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Una parte de éstos pueden, después, emerger siguiendo direcciones més o menos
opuestas a la del haz. Son los ¢ reflejados (BE). Otros e” primarios pueden bom-
tzardear orbitales electrénicos de dtomos de la muestra, lo cuales liberarian e”.
Estos serian los €™ secundarios (SE1), de menor energia que los reflejados. Los e~
reflejados pueden también incidir sobre dtomos de la muestra induciendo la pro-
duccién de e” secundarios (SE2).

En cuanto al resto de sefiales compuestas por €7, aquellas debidas a los absor-
bidos estarfan compuestas por e~ primarios que, tras penetrar en la pieza, perma-
necerfan en su interior, mientras que las debidas a los e” transmitidos estarfan
compuestas por e~ capaces de atravesar la muestra -siempre que ésta sea lo bas-
tante fina-. Este tdltimo tipo de e es el utilizado en el TEM.

Existe una correspondencia entre el volumen de la emisién y el ndmero até-
mico promedio (Z) de la muestra. A menor Z y mayor energia del haz, més pene-
tran los e~ pfimarios y viceversa. Teniendo en cuenta esto, asi como los resultados
que indican que la profundidad desde donde pueden ser emitidas estas seiiales es
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menor de 50 nm para los e~ secundarios, de 100 nm a 1 pum para los reflejados y
de 500 nm a 5 um para las radiaciones X, es 16gico pensar en la necesidad de
recubrir la superficie a examinar con un elemento metdlico de Z elevado, que sea
buen conductor, pueda emitir gran ndmero de e y que, ademds, sea inoxidable, ya
que los elementos biolégicos (C, N, H, O, P, S, etc.) tienen un Z bajo y no resul-
tan buenos conductores. En la fig. 7 se representa el volumen relativo de la emi-
sién de cada tipo de sefiales de una muestra sin recubrir.

Haz ejectronico

Superficiec de
/ la muestra

1 d l 7
Volumen de la e o Figura 7.-Volumen
emisibn de etectros nes reflejados relativo de los dife-
nes secundarios . ~
rentes tipos de sefia-
Volumen de la e- les procedentes de

misiédn con caracte-

risticas de rayos-X una muestra que no
ha sido previamente
recubierta con un
metal de Z elevado.

3.2. Detectores en SEM.

El detector en el SEM constituye el puente entre el haz electrénico y la pan-
talla donde las interacciones del haz con la muestra dan la informacién deseada.
En principio, un detector debe satisfacer los siguientes requerimientos:

1 Alta sensibilidad. La sefial tipica que debe ser recogida se encuentra entre
1 pA (10' ) y 1 nA (10‘ ), equivalente a 106-109 ¢ por segundo. Cada pixel en
la imagen formada representa la deteccién de solamente 10-1.000 e™.

2) Alta frecuencia. El detector debe ser capaz de responder a cambios arbitra-
rios en la intensidad de sefial, que ocurren en funcién de la velocidad de barrido,
Para observaciones normales, donde la formacién del pixel es del orden de 10
por segundo, el detector requiere una frecuencia de alrededor de 1 MHz, aunque
para registro fotografico se puede trabajar con 100 kHz. Para la formacién de la
imagen de TV, la frecuencia debe ser superior a 30 MHz.

3) Amplitud dindmica. Para una serie de condiciones dadas, la sefial a ser
detectada puede variar entre dos puntos en magnitudes por un factor de 100:1 o
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més. El detector debe ser capaz de trabajar en este rango sin pérdida de linea-
ridad.

4) Eficiencia. La sefial recogida es mds débil en unas zonas de la muestra que
en otras. La eficiencia de] detector constituye el factor limitante del sistema y, por
tanto, de la calidad final de la imagen.

5) Tamario fisico pequerio. Para trabajar en alta resolucién la distancia de tra-
bajo debe ser muy pequeiia, lo que puede condicionar el tipo de detector a utilizar
(seria necesario cambiar el detector en funcién de la distancia).

6) Caracteristicas de la cdmara. En la mayor parte de los SEMs, la cdmara
del portamuestras se suele abrir con frecuencia para cambiar la muestra. Los
detectores deben ser estables a los cambios vacio-aire, oscuridad-luz.

3.3. Detectores de SE.

Como se ha mencionado, los SE se producen como resultado de colisiones
entre los electrones incidentes y los dtomos de 1a muestra. Los SE poseen energias
entre 0 y 50 eV, siendo la mas probable de 4 eV. El ndimero de BE y SE producido
en condiciones normales suele ser similar, aunque la mayoria de las imédgenes que
se utilizan corresponden a la de SE. La principal razén de esta diferencia estriba
en el procedimiento de deteccidén de ambos tipos de electrones. Tanto los SE
como los BE son emitidos desde la superficie de la muestra con una distribucién
cosinusoidal (fig.8). Puesto que los SE poseen poca energia, su deteccion se reali-
za de forma eficaz mediante la aplicacién de un campo magnético o eléctrico
capaz de deflectar los electrones hacia el colector. Los BE, por el contrario, al
poseer mayor energia son més dificiles de deflectar.

El detector de SE m4s comuin fue descrito por Everhartz y Thornley (1960).
Dicho detector puede ser configurado de distintas formas segin su finalidad. Para

Haz
incidente o ~cos@

Esfera de
emision Figura 8.-Ley de distribucion
b del coseno para la emision de
Superﬁcie SE y BE desde una superficie
tras una incidencia normal
del haz.
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SEM convencional se sittia en la cdmara portamuestras, por debajo de las lentes, a
unos 1020 mm de la muestra. En esta posicién, el campo de +10 kV del “scinti-
{lator” puede deflectar o distorsionar el haz incidente, particularmente cuando se
trabaja con un haz de baja energfa. Para evitar esto, el “scintillator” se rodea por
una caja de Faraday o una rejilla metélica con un potencial de +200 V con respec-
to a la muestra. Esto produce un campo de unos 100 V/cm en la muestra, suficien-
te para captar el 60% de la produccién secundaria total generada por la incidencia
normal del haz. Las desventajas de esta configuracién radican en la posicién asi-
métrica del detector, que puede dar como resultado un artefacto de iluminacién,
especialmente a bajos aumentos. [gualmente, esta construccién puede inducir a la
produccién de SE por 1a incidencia de los BE sobre la pieza polar de las lentes
(SE3) (fig.9 y 10).

Un sistema alternativo utiliza el campo magnético de la lente para recoger la
sefial. Este sistema permite eliminar parte de las anteriores dificultades y mejora
la sefial cuando se trabaja en alta resolucidn (fig.11).

3.4. Efecto de iluminacion y de contraste.

Conviene distinguir entre el efecto de iluminacién y el de contraste que se
observan en una imagen del SEM, asi como entre el contraste en la imagen debida
a ¢ reflejados y en el de la debida a e secundarios.

Pared del SEM

Cémara de
Scintillator la muestra

Conducto de luz Fotomultiplicador

Pelicula de metal — |-

NN

Ventana de cuarzo ——

+10 kV bias

Figura 9.- Detector de Everhart-Thornley para SE.
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Pieza
polar

Haz .
incidente Caja Faraday
Caiion de luz
\/
Muestra +10kV
+200 V

Foto-

multiplicador

Figura 10.-Detector de Everhart-Thornley para SE instalado en la cdmara portamuestras del SEM.

Pieza polar

Pieza polar

Intervalo de la lente

Haz incidente

/-’4-10 kV

-] Cafiéndeluz

Electrones SE

de la lente

Eje del haz

Foto-
multiplicador

Figura 11.-Detector de Everhart-Thornley para SE en su configuraciéon de alta resolucion.

84




Para una correcta interpretacion de la imagen es necesario tener presente cudl
es la posicién del foco luminoso y cudl es la del ojo observador. Si consideramos
que el haz ivradia la superficie expuesta y que los e” procedentes de ésta son cap-
tados por un detector es correcto suponer, para aclarar estos conceptos, que el haz
serfa el camino seguido por la luz cuyo origen o foco es el filamento, y que el
detector equivaldria, dentro de esta suposicidn, al ojo del observador, capaz de
captar las sefiales que parten de la superficie de la muestra. Pero esto serfa erré-
neo si no se considerase el tipo de e” emitidos por las muestras. La mayor parte de
los e secundarios procedentes de la muestra son captados por el detector tras
seguir trayectorias curvas. Por tanto, estos e” dardn como resultado una imagen
que apareceria como iluminada desde todos los dngulos. En cambio, debido a que
los ¢~ reflejados siguen trayectorias rectilineas hasta llegar al detector, sélo unos
pocos serdn recogidos y el efecto de iluminacién en este caso serfa como si la
muestra hubiera sido iluminada solamente desde un punto. ’

Finalmente, en lo que se refiere al contraste ya se ha indicado que en SEM no
es quimico, no se utilizan sales de metales pesados (citrato de plomo, acetato de
uranilo, ...) para contrastar las muestras como ocurre en el TEM. En el SEM, los
factores que pueden influir en el contraste que presenta la imagen son muchos y
sus orfgenes son también variados. Aqui solamente se distinguird entre el contras-
te de la imagen debida a e” reflejados y el de la formada por €™ secundarios:

a) Contraste de la imagen debida a e reflejados. Dos son los factores pri-
mordiales que intervienen en este caso. En primer lugar, el Z promedio de la
muestra y en segundo, el dngulo de incidencia del haz electrénico con la superfi-
cie o, dicho de otro modo, la irregularidad de la superficie.

b) Contraste de la imagen producida por e secundarios. En este caso son
muchos mds los factores a tener en cuenta, y de ellos los principales son los
siguientes: primero, la topografia de la muestra, es decir, la irregularidad de la
superficie expuesta al barrido del haz; segundo, el Z promedio de la muestra; ter-
cero, “contaminacién” debida a la presencia de e~ reflejados. Es decir, siempre
existe un pequefio ndmero de e” reflejados o de e” secundarios con informacién de
reflejados. Por ejemplo, un e” reflejado puede, al salir de la muestra, incidir sobre
un 4tomo de la misma induciendo a éste a una emisién de e~ secundarios. [El tipo
de sefial contenido en este €™ no puede considerarse como de e~ secundario puro].
Cuarto, cargas eléctricas distribuidas irregularmente en la superficie del material
que dificultardn (si son positivas) o facilitaran (si son negativas) la emisién de e”
secundarios por parte de la muestra.

4.- Poder de resolucién en SEM.

Los SEM actuales, equipados con emisién de campo y lentes de inversién de
alta excitacién, son capaces de generar un “probe” con un didmetro de pocos
nanémetros. La resolucion de la imagen SE, estd determinada por dos factores: la
distribucion espacial de los SE generados y la subsecuente salida de estos electro-
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nes hacia la superficie. Se ha mencionado la existencia de dos tipos de SE: los
SE1 que se generan por el haz electrénico incidente y los SE2 que se originan a
partir de los BE. Mientras que la sefial SE1 se genera dentro de un circulo de
pocos nm formado alrededor del punto de impacto del haz, la sefial SE2 se produ-
ce dentro del volumen total de interaccién del haz con la muestra. Sin embargo,
cuando el SEM trabaja con suficiente energia, la contribucién de los SE2 es inde-
pendiente de la posicion del haz incidente y la imagen se forma de la variacién
espacial de los SE1. Mientras que la visibilidad (o contraste) de esta variacién se
puede ver afectada por la presencia de la sefial de SE2, su resolucién espacial no
se ve afectada.

En estas condiciones la resolucién espacial estd determinada por la capacidad
de salida de los SE. Un concepto importante es que cada eje de un detalle en una
imagen producida por los SE es “brillante” debido a que los SE tienen dos super-
ficies, a través de las cuales se liberan (fig.12 ). El ancho de esta regién brillante
es del orden del didmetro del “probe” (aproximadamente 1 nm) mds la distancia

(a)
= 20nm ™ [anchura de la linea| Perfil SE
brillante= tamarfio
probe + distancia
de escape
(b)
Perfil SE
-
10nm .
(©
Perfil SE
-
Snm

Figura 12.-Origen del limite “cldsico” de resolucion en la imagen por SE.
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media de escape de los SE (normalmente 3-4 nm). Si dicha regién es bastante
ancha (aprox. 20 nm) es posible resolver el detalle de la imagen (fig.12). Sin
embargo, cuando las dos zonas de escape de los SE se van aproximando, la capa-
cidad de resolver los detalles se va perdiendo, de forma que si el detalle estd por
debajo de 5 nm ambas zonas se solapan y no es posible distinguirlo. Esta limita-
cién puede resolverse cubriendo la muestra con una capa uniforme de metal
(fig.13). En esta situacién la magnitud de la sefial SE depende del grosor de la
capa metalica (fig.13) por lo que la utilizacién de film ultrafino durante la metali-
zacién es un factor importante para la obtencién de una buena resolucion. Asf, en
teorfa, el recubrimiento homogéneo de la superficie con una monocapa de metal
permitirfa llegar a resoluciones del orden de ("4 nm. Sin embargo, no resulta sen-
cillo depositar una monocapa uniforme de metal sobre una superficie rugosa, pro-
duciéndose zonas donde el sombreado metélico puede variar en grosor. En segun-
do lugar, el transporte de la muestra desde el metalizador hasta el SEM puede
hacer que se oxide el film, parcial o totalmente, produciéndose como consecuen-
cia variaciones en la produccién local de SE. Por dltimo, la emisién de SE se
puede ver afectada en gran manera por la existencia de “micro-patchs”, que se
producen por diferencias de tiempo en el examen de la muestra. Por ejemplo, una

S _
Caracteristica
Recubrimiento de 1 nm
Sustrato
Con recubrimiento
Sin recubrir
Seilal SE \
Anchura= didmetro probe
+ grosor del film
.
Posicién

Figura 13.-Utilizacidn de recubrimiento metdlico para mejorar el limite de resolucién en el SEM.
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diferencia de potencial de 0’1V entre dos puntos distantes en 5 nm produce un
campo superior a 106 V/cm, lo que modifica drasticamente el proceso normal de
captura de los SE.

Por tltimo, sefialar que el desarrollo de los SEM de bajo voltaje (LVSEM) y
alta resolucién, asi como de las técnicas de crio-SEM, podrian permitir mejorar
considerablemente la resolucién del SEM.

5.- Artefactos.

Cuando se trabaja en SEM es facil encontrarse con una serie de posibles arte-
factos que dardn como resultado una alteracion de la imagen final. Estos artefac-
tos pueden ser originados bien por los métodos de preparacién de las muestras,
bien por las caracteristicas del equipo, o finalmente, por el manejo del mismo. En
este apartado se pretende revisar brevemente las principales fuentes de artefactos
y las consecuencias de las mismas sobre la imagen.

5.1-Artefactos debidos a la preparacién de la muestra.

Durante el proceso de preparacién de las muestras para SEM existen varios
pasos particularmente criticos que es necesario controlar o conocer a la hora de la
posterior obtencién e interpretacién de las imdgenes. El primero de ellos es la
temperatura de lavado y de fijacién, sobre todo cuando se pretende analizar
estructuras como son los microvilli, capaces de variar en nimero y tamafio. En
estas circunstancias es conveniente iniciar la fijacién a 37°C, y, al cabo de unos 15
min, continuarla a 4°C. Durante este proceso tiene especial importancia la presién
osmética de los tampones y fijadores, que debe ser de 270-300 mOsm. Variacio-
nes en este pardmetro conducen a graves alteraciones tanto en la arquitectura de
superficie como en el volumen de las muestras.

Un tercer aspecto es el que corresponde al secado de la muestra. Dicho seca-
do, que se produce inmeditamente realizada la deshidratacién y antes que el recu-
brimiento metélico convencional puede realizarse seglin varios procedimientos.
El primero, conocido como secado al aire (“air drying”), producen roturas en la
superficie a observar asi como el colapsamiento de distintas estructuras, por lo
que su uso queda muy restringido. El segundo y més universal es el secado por
punto critico (“critical point drying”) donde el fluido utilizado durante el dltimo
paso de la deshidratacién es sustituido por otro (p.e. CO5) que puede ser transfor-
mado, bajo determinadas condiciones de temperatura y presion y de una manera
muy paulatina, de liquido a gas. En el caso del CO, dicho secado se produce a
una temperatura de 31°04°C y P= 73 Atm. Sin embargo, debido a la presién a que
se someten las muestras, se suelen producir procesos de miniaturizacién de la
misma que pueden ser del orden del 55% del didmetro original. Esta reduccién
del tamafio, no obstante, no altera la morfologia original de la muestra. Un tercer
procedimiento es el conocido como “freeze drying” consistente en la sublimacién
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del hielo en vapor de agua en una muestra recién congelada. Mientras que este
procedimiento respeta en gran medida las dimensiones originales, puede introdu-
cir alteraciones de la superficie a examinar, producidas por los cristales de hielo
formados.

Por tltimo, el sombreado metélico, al que se debe someter las muestras para
su examen convencional, es fuente de distintos tipos de artefactos tal como se ha
mencionado con anterioridad (ver aptdo.4). El artefacto més frecuente es el de
recubrimiento irregular de la superficie, que se traduce en distintas intensidades
de emisién de SE1 y BE y, por tanto, en zonas de brillo o de carga que dificultan
en gran medida la observacién de la muestra. Una alternativa al sombreado
mediante evaporadores consiste en el recubrimiento quimico, que se realiza tras la
fijacion y utilizando como agente el OsOy4. Este sombreado se basa en la propie-
dad del Os de ser, ademds de fijador, un metal capaz de emitir SE1.

Entre las principales causas de artefactos debidas a la manipulacién del equi-
po, destacan la distancia de trabajo y apertura, la distorsién de la imagen debida a
la inclinacién de la muestra (“tilt”), el efecto de contraste por el kV y la contami-
nacién de la columna. Todas estas variables inciden fundamentalmente en tres
aspectos: definicién de la imagen, profundidad de campo y contraste. Sin embar-
g0, la causa mds frecuente es el astigmatismo, defecto del campo magnético que
da como resultado distintas intensidades en las dos direcciones que conforman un
dngulo recto, de forma que, mientras una direccién se ve bien definida, la contra-
ria (90°) aparece desenfocada. El astigmatismo en el SEM suele producirse con
frecuencia aunque no es dificil corregirlo mediante la utilizacién de un campo de
lente cilindrica o compensadora. En todos los casos citados debidos al manejo del
equipo los artefactos son corregibles, por lo que es importante, antes del examen
de una muestra, establecer las condiciones de trabajo éptimas (kV, distancia de
trabajo, aperturas, “tilting”, etc.).

6.- Aplicaciones del SEM.

Ademads del examen de muestras convencionalmente preparadas para el estu-
dio de su superficie (SEM convencional), 1a microscopia de barrido tiene en la
actualidad otras aplicaciones que resultan de gran interés tanto en el campo biols-
gico como en el de materiales. La primera aplicacién en importancia consiste en
la posibilidad de hacer andlisis cuantitativos de los componentes de la muestra, lo
que se realiza mediante el andlisis de los rayos X emitidos por la muestra tras su
irradiacién con el haz electrénico. Una segunda aplicacién en el campo biolégico
es el andlisis inmunocitoquimico de los componentes de la superficie de la mues-
tra. Esta posibilidad de reciente desarrollo se basa en el mismo principio de la téc-
nica inmunocitoquimica con oro coloidal. Es decir, las muestras, fijadas o no, se
incuban con un primer anticuerpo capaz de reconocer algiin tipo de antigeno de
superficie, tras lo cual se procede a una segunda incubacién con un segundo anti-
cuerpo conjugado con particulas de oro coloidal. Mediante las sefiales BE se
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puede visualizar las particulas de oro en los lugares de reaccién y, mediante las
sefiales de SEI, se analiza la topografia de la superficie. Esta técnica se est4 utili-
zando con bastante éxito para el andlisis de los antigenos de superficie linfocita-
rios, asf como para los lugares de unién del virus del SIDA.

Por tltimo, existe la posibilidad de congelar 1a muestra, fracturarla mecéanica-
mente y, tras los procesos de preparacion habituales, examinar el interior de las
células. Esta técnica, aunque dificil, permite el examen tridimensional de los com-
ponentes intracelulares.
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