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Resumen

En este documento se consigné la informacién basica sobre la fisica e instrumentacién
involucrada en la microscopia electrénica de transmisién que se considera necesaria
para que el lector se familiarice con los conceptos, con el fin de brindar apoyo
bibliografico a las actividades de operacidn, calibraciéon y mantenimiento del (MET)
JEOL. JEM 1200-EX de la Unidad de Microscopia Electréonica de la Universidad del
Cauca, ademas de proponer nuevos usos para ampliar el campo de accion del

instrumento mencionado teniendo en cuenta sus capacidades.

Durante el desarrollo de la pasantia en la Unidad de Microscopia Electrénica(UME)de
la Universidad del Cauca se presentaron inconvenientes con el funcionamiento del
MET que permitieron participar de forma directa en el trabajo de manipulacién,
correccion de dafios, mantenimiento y operacion, bajo la asesoria y acompafiamiento
de expertos en estos aspectos ademas se consultaron los manuales de funcionamiento

y mantenimiento del MET.

La informacién aqui recopilada se basa en la experiencia adquirida y en la informacién
consultada en los registros escritos de los procedimientos de manutencion a los que el

MET ha sido sometido desde su adquisiciéon hasta la fecha.



INTRODUCCION



El interés por lo invisible es algo que parece permanente en el ser humano, el sentido
de la visién nos brinda informacién morfolégica(de forma) del entorno suficiente para
permitirnos interactuar con él, sin embargo nuestros ojos tienen limitaciones y los
objetos y estructuras a pequefia escala siguen siendo invisibles a simple vista; es donde
se hace necesarios instrumentos dpticos que permitan obtener esta informacion
morfolégica, desde las lupas que se usan para reparacién de los circuitos pequefios
hasta los de interés cientifico como los microscopios que permiten obtener dicha

informacién de objetos mas pequeios como una célula.

Los microscopios opticos usan fotones (luz visible) como fuente de iluminacién para la
muestra pero incluso ellos tienen limitaciones y para obtener parametros morfolégicos
del orden de los nandémetros (10-° m) es necesario unmicroscopio electrénico de
transmision (MET) que utiliza electrones en lugar de fotones para formar imagenes de
objetos a dicha escala. Los MET permiten alcanzar ampliaciones miles de veces
mayores a los microscopios 6pticos, debido a que la longitud de onda de los electrones

es mucho menor que la de los fotones.

La Unidad de Microscopia de la Universidad del Cauca cuenta con un microscopio
electréonico de transmision, MET, JEOL JEM 1200-EX) utilizado frecuentemente por
algunos grupos de investigacion de la universidad y por la Unidad de Patologia del
Hospital Universitario San José, para la adquisicion de imagenes. Estas imagenes son
soporte en las diferentes investigaciones ya que permiten determinar tanto
informaciéon morfolégica de nanoparticulas como informacidon ultraestructural de
muestras organicas. Este microscopio fue adquirido en el afio de 1989, lo que le da a la
fecha alrededor de 24 afios de uso continuo, que lo ha llevado a someterse a diferentes
tipos de reparacién producto de fallas de diferente indole, lo que ha creado una fuerte
dependencia de personal, ya que en la regién se cuenta con escaso personal capacitado
en la tecnologia de este tipo de instrumentacién, dando lugar a la inutilizaciéon del

equipo por largos periodos de tiempo.


http://es.wikipedia.org/wiki/Microscopio
http://es.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Fot%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Microscopio_%C3%B3ptico
http://es.wikipedia.org/wiki/Longitud_de_onda

Como es natural, durante su tiempo de uso el microscopio electronico de transmision
de la universidad ha sufrido una serie de averias y consecuentes reparaciones, ademas,
por su tiempo de existencia su tecnologia es descontinuada y varios de sus
componentes inasequibles. Sumado a lo anterior, el mantenimiento de equipos como
este requiere de conocimientos especializados tanto en la fisica como en la ingenieria

de su funcionamiento.

Con el desarrollo de la pasantia que se registra en este documento, se pretende dotar a
la Unidad de Microscopia de material bibliografico que contenga informaciéon basica
sobre el Microscopio desde el punto de vista fisico, instrumental y funcional que facilite

las labores de operacion y mantenimiento del mismo.

Para tal fin, el documento ha sido estructurado de tal forma que en el capitulo I se
reporta informacion sobre las técnicas de microscopia, tanto dptica como electrdnica.
En el capitulo II se hace una breve descripcion de la optoelectronica de los
microscopios electrénicos. Ya el capitulo III contiene informacién sobre Ilas
caracteristicas del MET de la Universidad del Cauca, JEOL, JEM 1200-EX. Con el fin de
consignar de forma estructurada los diferentes procedimientos, tanto para el buen uso
del microscopio como para su mantenimiento, el capitulo IV contiene informacion
técnica relevante. Finalmente, en el capitulo V se presentan las caracteristicas de
algunos microscopios de laboratorios del pais que fueron visitados durante el tiempo

de la pasantia.

Esta informacién fue adquirida gracias al apoyo y asesoria del ingeniero Jaime Oscar
Diaz, quien hasta la fecha ha asumido la labor de mantenimiento del microscopio.
Ademas, se cont6 con la valiosa colaboracion de la especialista Lyda Patricia Mosquera,

Coordinadora de la Unidad de Microscopia de la Universidad del Cauca.



CAPITULO I: Una Introducciéon a la

Microscopia



Los conceptos de la fisica estan fuertemente determinados por lo que se concluye a
partir de observaciones. Desde el punto de vista histérico, la palabra observacion esta
muy ligada a la experiencia visual, cuyo dispositivo esencial, el ojo, es sensible a la
radiacién en el rango de la luz visible del espectro electromagnético, es decir,

longitudes de onda en el rango comprendido entre 300 y 700 nm.

La luz que entra al globo ocular sufre su primera refraccion al entrar en contacto con la
cornea para luego atravesar un liquido llamado humor acuoso hasta llegar a un lente
deformable llamado cristalino, para después atravesar un segundo liquido conocido
como humor vitreo, formando finalmente una imagen en la retina. Los tres medios
tienen indices de refraccion sustancialmente diferentes al del aire (n =1)[1l. Segun la ley
de Snell, el &ngulo de refraccién de la luz al atravesar la superficie de separacién entre
dos medios, depende de los indices de refracciéon de los medios.Como resultado, gran
parte de los efectos de refraccion de la luz incidente ocurren en la curvatura de la
superficie del ojo, conocida como la cérnea. Para enfocar objetos localizados a
diferentes distancias, el ojo incorpora una lente elasticamente deformable (cristalino)
de indice de refraccion levemente alto (n~1,44) cuya forma y capacidad de enfoque
son controlados por los musculos del ojo (musculos ciliares). Ambos, la cérnea y las
lentes del ojo, se comportan como un sistema de lentes de vidrio simple de distancia
focal variable, formando una imagen real en la curvatura de la retina en la parte
posterior del globo ocular, tal como se observa en la figura 1.1.La retina contiene
células receptoras fotosensibles que mandan sefiales electroquimicas al cerebro,

siendo que la magnitud de cada sefial representa la intensidad local de la imagen.

Sin embargo, los procesos fotoquimicos en las células receptoras operan sobre un
rango limitado de intensidades, por tanto el ojo controla la cantidad de luz que llega a
la retina, variando el diametro d (sobre un rango de 2 mm a 8 mm) de la apertura del
0jo, conocida como la pupila. Esta apertura toma la forma de un hueco circular en el

diafragma (o iris), un disco opaco localizado entre los lentes y la cérnea.



La resolucién espacial de la imagen de la retina, que determina cuan pequefo puede

ser un objeto, y que tan identificable es respecto a otro objeto adyacente y similar, esta

determinada por tres factores:

>
>

El tamafio de las células receptoras;
Las imperfecciones en la imagen (conocidas como aberraciones);

La difraccion de la luz que entra por la pupila del ojo;

iris (diafragma)

Lente
(cristalino)

>

Pupila (abertura) d

Eje optico

(a)

cornea
retina

fin

AO

- S

u (>>f) v ~f

Figura 1.1. (a) Una concepcion fisica del ojo humano, mostrando dos rayos de luz

enfocados en un punto de la retina, donde a es el angulo entre el rayo incidente y el
eje optico, d es el diametro de apertura de la pupila, (b) Diagrama de rayos para un
objeto distante mostrando rayos de luz paralelos que llegan de puntos opuestos del
objeto (linea sdlida y punteada) y forman una imagen (en aire) a una distancia f (la
distancia focal), A@ es el variacion del angulo de incidencia de los rayos con respecto
al eje dptico. (c) Diagrama de rayos para un objeto cercano(distancia objeto u=25 cm,
distancia imagen v levemente menor que f),AR es la diferencia en la posicion relativa

de un punto de un objeto cercano.[2l,



La difracciéon no puede ser explicada usando solo un punto de vista geométrico u
optico; se requiere una interpretacion ondulatoria (fisica 6ptica), de acuerdo con la
cual una imagen es realmente un patrén de interferencia formado por rayos de luz que

toman diferentes caminos para llegar al mismo punto en la imagen.

En la situacion simple que se muestra en la figura 1.2,un haz de luz de rayos paralelos
incide en un diafragma opaco que contiene una abertura circular cuyo radio subtiende
un angulo a respecto a la normal a una pantalla de visualizacién. La luz que atraviesa la
abertura ilumina la pantalla en forma de un patrén circular con limites difusos (disco
de confusién) cuyo didametro Axexcede el de la abertura, de hecho, de acuerdo con el
criterio Rayleigh, cuanto mas pequefia la abertura, mas grande el disco de confusién en
la pantalla, ast:

0,61 1.1
Ax ~ (1.1)

sina

con Asiendo la longitud de onda de la luz difractada. La ecuaciéon (1.1) puede ser
aplicada al ojo humano con la adicién que se muestra en la figura 1.1b, en la cual se
esquematiza una imagen equivalente formada en el aire a una distancia f de una lente
simple. Para longitudes de onda en la region del espectro visible, A = 500 nm, y
tomandod = 4mmy f = 2 cmy de acuerdo con la geometria de la figura 1.1b, se tiene
que tana = d/2f = 0.1, es decir, un valor pequefio de @, lo que permite usar la
aproximacion para angulos pequefios tana = sina. A partir de la ecuacién (1.1) se

obtiene un valor para el didmetro del disco de confusién de

Ax= (0,6)(500 nm)/0,1 = 3 um.
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Figura 1.2. Difraccién de la luz que pasa por una rendija o abertura circular. Las
ondas de luz atraviesan la abertura para producir un disco de confusion (disco de
Airy) cuya distribucién de intensidad I(x) se muestra en el lado derecho de la

grafical2l.

Las aberraciones en el ojo contribuyen con una cantidad aproximadamente igual al
desenfoque de la imagen, que de acuerdo con los calculos anteriores, se toma como
siendo de 3 um. Ademas, las células receptoras de la retina tienen didmetros en el

intervalo de 2 a 6pum(para un valor medio de 4 um).

Para una aproximaciéon razonable, la contribucion de los tres factores que determinan
la resolucion espacial de la imagen (esto es, que contribuyen al desenfoque o
difuminacién de la imagen retinal) pueden ser combinadas en cuadratura
(adicionando cuadrados), y posteriormente aplicarles el proceso similar al analisis de
errores en estadistica. Usando este proceso, el desenfoque o difuminacién total de la

imagen estara dada por:
(8)? = 3pum)? + (3pm)? + (4pm)? (1.2)

Que lleva aA % 6 um como la difuminacién de la imagen retinal. Este valor corresponde

a una difuminacién angular para objetos distantes (ver figura 1.1b) de

(6um) -
20 ~ (B/p) = G~ 310 *rad




1.3
A8 ~ (1/44) = 1 minuto de arco (13)
Los objetos distantes pueden ser distinguidos separadamente si ellos subtienden
angulos mas grandes que este. Para ver con mas detalle el cielo nocturno, como las
estrellas débiles de una galaxia, se requiere un telescopio, el cual provee un aumento

angular.

Con el cambio de la lente en un ojo adulto sélo se altera en un 10% la distancia focal
total, entonces la distancia mas corta a la que la retina puede enfocar un objeto es u=25
cm. A esta distancia una resolucion angular de 3x10-4rad corresponde a una dimension

lateral de:
AR = (AB)u = 0.075 mm = 75um (1.4)

Siendo u = 25 cm la distancia mas corta para una clara visién, AR = 75 um puede ser
tomado como el didmetro del objeto mds pequeiio que puede ser resuelto por el ojo
humano(es decir, se puede distinguir de sus vecinos cercanos). Por lo anterior ARes

conocida como la resolucion objeto o la resolucién espacial en el plano objeto.

Para resolver objetos pequefios de un didametro D se requiere que el diametro de
magnificacion en el plano objeto del ojo sea mayor o igual que la resolucion AR del ojo
( 75 um), en otras palabras se necesita un factor de magnificacion (aumento)

M*(relacién imagen/objeto):
M* = (AR)/D (1.5)

En la tabla 1.1 se observan tamafios aproximados de algunos objetos. Enla columna
derecha se observan valores de la magnificacién minima requerida para distinguir

objetos de diferentes didmetros.

Debido a que muchos objetos de interés cientifico tienen un didmetro menor a este AR,

tal como se observa en la tabla 1-1, se hace necesario contar con una herramienta

10



Optica con un factor de magnificacion M* mayor que 1 que posibilite su observacion; en

otras palabras, un microscopio.

A continuacién se expondra informacidon basica sobre el microscopio optico, el

microscopio de rayos X, el microscopio electronico de transmision, el microscopio

electronico de barrido, el microscopio electrénico de transmision-barrido, el

microscopio electronico analitico y el microscopio de sonda de barrido.

Tabla 1-1. Tamaiio aproximado de algunos objetos comunes y la respectiva magnificaciéon M*

requerida para distinguirlos, de acuerdo con la ecuacién (1.5)[21.

Objeto Diametro tipico D M*=75 um/D
Grano de arena 1mm=1000 um Ninguna
Cabello humano 150 pm Ninguna
Globulo rojo 10 um 7.5

Bacteria 1 pum 75

Virus 20 nm 4000
Molécula de ADN 2nm 40000
Atomo de Uranio 0.2 nm = 200pm 400000

11



1.5El Microscopio Optico

Un microscopio Optico es un instrumento basado en lentes 6pticos que permite ver
objetos diminutos; también se le conoce como microscopio de luz, (que utiliza luz o

"fotones") o microscopio de campo claro.

Desde 1590, afio en el que Zacharias Janssen inventd el microscopio compuesto, que
constaba sélo de un tubo con dos lentes convexas, un objetivo (ubicado cerca del objeto
a ser magnificado) y un ocular (localizado muy cerca del ojo) que producia una imagen
aumentada de 3X a 9X[3lse han hecho constantes mejorias en los disefios originales. El
primer avance significativo lo consiguié a mediados del siglo XVII Anton Van
Leeuwenhoke al disefiar un microscopio 6ptico cuyo aumento alcanzé 270X, usando
lentes delgadas ubicadas muy cerca al objeto y al ojo. En la figura 1.5 se observan

detalles del disefio del microscopio van Leeuwenhoek!.

Figura 1.5. El microscopio de Antonvan Leeuwenhoekl2l.

Posteriormente, cientificos alemanes observaron células de sangre, bacterias y
estructuras celulares de tejido animal al incrementar sus dimensiones o empleando un
numero mayor de lentes, la magnificacion M* de un microscopio compuesto puede

aumentarse tedricamente hablando, sin limite.

1Antonvan Leeuwenhoek nacié en Delft, Paises Bajos, el 24 de octubre de 1632 .Construy6 para la observacion de calidad
de las telas lupas de mejor calidad que las que se podian conseguir en ese momento, tras aprender por su cuenta soplado y
pulido de vidrio. Desarroll6 estructuras tipo microscopio en la que se podian fijar tanto las lentes como el objeto a
observar.

12


http://es.wikipedia.org/wiki/Microscopio
http://es.wikipedia.org/wiki/Lente
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Sin embargo, un valor grande de M* no garantiza que los objetos de didmetro
despreciable puedan ser visualizados. Para satisfacer la ecuacion (1.5) se debe
asegurar que las aberraciones y la difraccion internas del microscopio sean

suficientemente pequefias.

En la figura 1.3 se observa un esquema del microscopio 6ptico con sus partes y en la
figura 1.4 se presentan fotografias delos microscopios oOpticos de la Unidad de

Microscopia Electrénica de la Universidad del Cauca.

Figura 1.3 Microscopio éptico. Descripcion: A) Ocular, B) Lente objetivo, C) Portador del

objeto, D) Lentes de la iluminacion, E) Sujecién del objeto, F) Espejo de la iluminacion.

Actualmente el efecto de las aberraciones en instrumentos Opticos puede ser
despreciable puliendo la superficie de las lentes para corregir la forma o espaciando las
lentes de modo que sus aberraciones sean compensadas. Sin embargo, incluso con tales
correcciones de aberraciones, la resolucion espacial de un microscopio compuesto esta
limitada por la difraccién en la lente del objetivo. Este efecto depende del diametro
(apertura) de las lentes, tal como sucede con la difraccion de la pupila del ojo. Con una

lente de apertura grande (sin «@ = 1), la ecuacién (1.1) predice una resolucion limite de

13



un poco mas de la mitad de la longitud de onda de la luz, lo que fue deducido por Abbé

en 18732,

(c) (d)

Figura 1.4 Microscopios 6pticos en la unidad de microscopia electrénica de la
Universidad del Cauca. Descripcion: A) estereoscopio, B) microscopio éptico, C)

microscopio uv, D) microscopio dptico de alta resolucion.

2En 1872, Abbe formuld su teoria de ondas de la imagen microscdpica y definio, lo que se conoce, como la condicién del
seno de Abbe, la cual establece las condiciones que deben satisfacer las lentes, de un sistema dptico centrado para generar
imagenes nitidas y libres de aberracién esférica.

14



Para luz en la mitad del espectro visible (A = 0,55um), se tiene la mejor resolucion
posible es de aproximadamente 0.3 um. Esto representa un sustancial aumento de la
resolucién (= 75 um) respecto al ojo. Pero para alcanzar esta resolucion, el microscopio
debe magnificar el objeto hasta un didmetro al menos igual a AR, ya que la resolucion

global es determinada por la difraccién del microscopio mas que por las limitaciones

. . . pn . s . . 75um
del ojo, lo que requiere una magnificaciéon del microscopio de M * = (o 3tm

) = 250X.

Este instrumento ha sido de gran utilidad, sobre todo en los campos de la ciencia en
donde la estructura y la organizacién microscépica es importante, incorporandose con
éxito a investigaciones dentro del drea de la quimica (en el estudio de cristales), la
fisica (en la investigacion de las propiedades fisicas de los materiales), la geologia (en
el analisis de la composicién mineraldgica y textural de las rocas) y, por supuesto, en el
campo de la biologia (en el estudio de estructuras microscépicas de la materia viva),

por citar algunas disciplinas de la ciencia.

Los microscopios épticos son ampliamente usados en investigacion y en general son
clasificados en dos lineas: los microscopios biolégicos y los microscopios metalurgicos.
Los microscopios biolégicos requieren una muestra dpticamente transparente, tal
como un corte delgado animal o vegetal. La imagen formada por la luz transmitida
puede revelar componentes individuales (organelos) en el interior de cada célula
biolégica. Los microscopios metaliirgicos son usados para examinar metales y otros
materiales que no pueden ser facilmente cortados en laminas lo suficientemente
delgadas para ser Opticamente transparentes. Asi, la imagen sera formada por la luz
reflejada por la superficie de la muestra, revelando la microestructura de superficies,
ademas de brindar la posibilidad de identificar cambios de fases presentes en una

aleacion metalica y determinar fronteras de grano.
1.6 El Microscopio de Rayos-X

La denominacidn rayos-X designa a una radiacion electromagnética, capaz de atravesar
cuerpos opacos y de imprimir peliculas fotograficas. Los actuales sistemas digitales

permiten la obtencién y visualizacién de la imagen radiografica directamente en un

15
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computador sin necesidad de imprimirla. El motivo por el cual los rayos-x son
considerados como posible iluminacién para una muestra microscopica es que la

longitud de onda de los rayos-x comprende un rango de 10 nm a 0,01 nm.

El fisico Wilhelm Conrad Rontgen descubri6o los rayos-x en 1895, mientras
experimentaba con los tubos de Hittorff-Crookes y la bobina de Ruhmkorff para
investigar la fluorescencia violeta que producian los rayos catddicos. Tras cubrir el
tubo con un cartén negro para eliminar la luz visible, observé un débil resplandor
amarillo-verdoso proveniente de una pantalla con una capa de platino-cianuro de
bario, que desaparecia al apagar el tubo. Determiné que los rayos creaban una
radiacién muy penetrante, pero invisible, que atravesaba grandes espesores de papel e
incluso metales poco densos. Us6 placas fotograficas, para demostrar que los objetos
eran mas o menos transparentes a los rayos X dependiendo de su espesor. Los llamé
"rayos incognita”, o "rayos X" porque no sabia qué eran, solo que eran generados por
los rayos catddicos al chocar contra ciertos materiales, descubrimiento que le dio el
premio Nobel de Fisica en 1901. En la figura 1.6 se muestra una “fotografia” de rayos-x

tomada por Wilhelm Réntgen en enero de 1896.

Figura 1.6. Primera imagen de rayos X(radiografias)tomada en una conferencia
publicapor Wilhelm Rontgen(1845-1923) dela mano izquierda de Albert von Koélliker. El
23 enero de 189614,
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La resolucion de la microscopia de rayos X se ubica entre la microscopia 6ptica y la
electronica. Su ventaja sobre los microscopios electrénicos convencionales es que
permite observar muestras bioldgicas en su estado natural. Como se vera en el capitulo
II, 1a microscopia electrénica es ampliamente usada para obtener imagenes con nivel
de resolucion nanométrica, pero las relativamente gruesas células vivas no pueden ser
observadas, por lo que es necesario que las muestras sean quimicamente tratadas, para
fijarlas, deshidratarlas, e incrustarlas en resina para luego ser cortadas en ldminas muy

finas.

Adicionalmente, los rayos X causan fluorescencia en muchos materiales, y esta emision
puede ser analizada para determinar los elementos quimicos que los componen. Otro
uso tiene que ver con el patrén de difraccion, proceso usado en la cristalografia de
rayos X. Analizando la reflexién interna en un patrén de difraccién pueden ser

determinas caracteristicas morfolégicas y estructurales de un cristal.
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1.3. Microscopia electronica

A inicios del siglo XX, los fisicos descubrieron que particulas tales como electrones
poseen un caracter ondulatorio. Inspirado por la descripcion de Einstein del fotdn,
Louis de Broglie propuso que todas las particulas tienen una longitud de onda

asociada, vinculada a su impulso:

h (1.6)

donde m y v son la masa relativista y la velocidad de la particula, respectivamente, y h
la constante de Plank.Para electrones emitidos por un filamento caliente en el vacio
que atraviesan un potencial de aceleracion de 50 V, la velocidad es aproximadamente
igual a 4,2x10% m/sy la longitud de onda A = 0,17 nm. Debido a que esta longitud de
onda es comparable a las dimensiones atémicas, los electrones “lentos” son
fuertemente difractados por un arreglo regular de 4tomos como en la superficie de un
cristal, esto fue observado por primera vez por Davisson 'y
Grermer(1927)[51.Aumentando el potencial de aceleracién hasta 50 kV, la longitud de
onda alcanza alrededor de 5pm (A= 0,005nm) con lo cual estos electrones de
altaenergia son capaces de penetrar varios micrometros (mm) en el sélido. Si el sélido
es cristalino, los electrones son difractados por los planos atdmicos del material, como
en el caso de los rayos-X. Es posible entonces formar un patron de difraccion de los
electrones que logran atravesar la muestra, como fue demostrado por primea vez por
G.P. Thomson (1927). Posteriormente se conjeturo que si estos electrones transmitidos
podian ser enfocados, su longitud de onda muy corta permitiria que la imagen formada

tuviera una resolucién espacial mucho mejor que la de un microscopio 6ptico.

El enfoque del haz de electrones se basa en que, sumado a su caracter de onda, ellos
son particulas cargadas negativamente, por lo cual pueden ser desviados por la accién
de campos eléctricos y magnéticos. Este principio fue usado en los tubos de rayos
catodicos, en las pantallas de TV y en las de los computadores, de hecho, el primer
microscopio electronico basado en esta tecnologia fue desarrollado para aplicaciones

de radar de tubo de rayos catodicos
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1.3.1. El Microscopio Electronico de Transmision (MET).

En un microscopio electronico de transmisiéon (MET), los electrones penetran en una
muestra delgada y luego de atravesarla son enfocados para formar una imagen,

guardando estrecha analogia con los microscopios de luz.

Aunque compaififas en Estados Unidos, Holanda, el Reino Unido, Alemania, Japodn,
China, la antigua Unioén Soviética, y Checoslovaquia alguna vez fabricaron METs,
actualmente esta competencia se ha reducido a 4 paises: el laboratorio de Optica
electronica de Japdén (JEOL), Hitachi, también de Japén, Phillips y FEI en Holanda y

Estados Unidos respectivamente y ZEISS en Alemania.

El MET ha probado ser invaluable para examinar la microestructura de los metales.
Defectos en una red cristalina, mas conocidos como dislocaciones, fueron predichos
por tedricos al estudiar el hecho de que los metales se deforman bajo fuerzas inferiores
a las calculadas para un arreglo cristalino perfecto de atomos, prediccion que fue

comprobada por una imagen de una muestra de aluminio en un MET.

El MET ha sido igualmente usado en ciencias bioldgicas, por ejemplo en la observacion
de muestras vegetales y animales, bacterias y virus. La figura 1.7 muestra imagenes de
una muestra de células de ratén obtenidas por microscopia 6ptica y microscopia
electronica, las membranas celulares y algunos organelos internos son visibles en el
microscopio optico, pero la imagen del MET revela muchas mas estructuras en los

organelos gracias a su mayor resolucion espacial.

Aunque la mayoria de los MET modernos usan voltajes de aceleraciéon que oscilan
entre 100kV y 300kV, existen algunos llamados Microscopios Electronicos de Alto
Voltaje (HVEM), que usan voltajes de aceleracion de hasta 3MV. La principal
motivacion para los fabricantes es la reduccion en la longitud de onda de Broglie de los
electrones como consecuencia del alto potencial de aceleracién y que, por supuesto,
ofrecen una mayor resolucion espacial de la imagen. Sin embargo, los problemas con la
estabilizacion de estos instrumentos han impedido alcanzar la resolucién espacial

tedrica. Algunos pocos siguen en servicio activo ofreciendo la ventaja de observar

19



muestras mas “gruesas” ya que los electrones de tan alta energia pueden penetrar en

los sélidos un poco mas de 1 um sin sufrir dispersiones significativas.

Organelos -2
f A . 4
= 7" Contenidos en

Figura 1.7. En el analisis de células de higado de ratén, la imagen del MET (b) corresponde

aproximadamente al area rectangular marcada en la imagen del microscopio 6ptico (a)[2l.
1.3.2 Microscopio Electronico de Barrido (MEB)

Una de las limitaciones del MET es que aunque la muestra sea muy delgada, los
electrones son fuertemente dispersados por esta, o incluso absorbidos antes de ser
transmitidos. Esta dificultad llevd a la necesidad de desarrollar un microscopio
electronico capaz de examinar muestras relativamente gruesas, en otras palabras era
necesario un microscopio semejante al 6ptico metalirgico pero con una fuente de

radiacion de alta energia como un haz de electrones.

Los electrones en el MEB son “reflejados” (retrodispersados) por la muestra gruesa
como en el experimento original de Davidson y Gerner (1927). Los electrones que

inciden sobre la muestra (electrones primarios), transmiten su energia a los electrones
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atomicos presentes en la muestra, que a su vez pueden ser expulsados de esta como
electrones secundarios. Estos electrones son emitidos en un rango de energias, lo que
hace muy dificil enfocarlos para lograr una imagen, sin embargo hay un modo
alternativo de formaciéon de la imagen que utiliza un principio de barrido sobre la
muestra. Los electrones primarios son enfocados en una regiéon con un diametro muy
pequefio que hace un barrido por toda la muestra, usando el hecho de que los campos
electrostaticos y magnéticos, aplicados en el angulo correcto, pueden cambiar la
trayectoria del haz. Puede ser cubierta un area cuadrada o rectangular de la muestra
por barrido simultaneo en dos direcciones perpendiculares, y se puede formar una
imagen de esta area recolectando los electrones secundarios emitidos en cada punto de

la muestra.

En los laboratorios RCA en New Jersey fue desarrollado un microscopio electrénico de
barrido basado en la emisiéon de electrones secundarioslél.Algunos de los primeros
prototipos empleaban una fuente de emision de campo3 (FEG) mientras que los
modelos siguientes usaron filamentos calientes para emitir electrones que a su vez
eran enfocados y direccionados hacia la muestra usando lentes electromagnéticas. Una
primera version de lo que ahora conocemos como FAX era usado para imprimir una
imagen, la resolucién espacial estimada fue de 50 nm, cerca de diez veces mayor que

los microscopios 6pticos de la época.

Otros desarrollos del MEB ocurrieron después de la segunda guerra mundial cuando
Charles Oatley y algunos de sus colegas iniciaron un programa de investigacion y
construccion en el Departamento de ingenieria de la Universidad de Cambridge. Sus
primeras imagenes provenientes del MEB fueron obtenidas en 1951 y un modelo
comercial de MEB (construido por la compafiia AEI) fue entregado al instituto de
investigacion de pulpa y papel de Canada en 1958. Un microscopio electréonico de

barrido moderno brinda una imagen con una resolucidn tipica de entre 1 nmy 10 nm.

Los emisores de campo (FEG por sus siglas en ingles) son componentes electrénicos capaces de arrancar electrones de un sélido
por la accidn exclusiva de un campo eléctrico fuerte.
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1.3.3Microscopio Electronico de transmision-barrido (STEM).

Es posible emplear la técnica de escaneo con una sonda fina en una muestra delgada y
recoger, mas que electrones secundarios, electrones que emergen del lado opuesto de
la muestra en una direccion en particular. El resultado es un microscopio electrénico
de transmision-barrido (STEM). El primer STEM fue construido por Von Ardenne en
1938. Hoy en dia muchos microscopios electrénicos de transmision tienen

herramientas de barrido que los hacen funcionales como microscopios MET y STEM.
1.3.4Microscopio Electréonico Analitico

Todos los microscopios expuestos hasta ahora producen imagenes que dan
informacion sobre la microestructura de la muestra, en algunos casos hasta en escala
atoémica. Pero a menudo es necesaria informaciéon quimica, como la composiciéon
quimica local. Para este propoésito, se requiere de algunas respuestas de la muestra
relacionadas con el numero exacto Z de electrones. Si el numero Z se incrementa la
carga nuclear se incrementa, afectando los electrones que viajan cerca del ntcleo y

cambiando su energia.

Los electrones que son importantes para el estudio de las propiedades y composicion
son los electrones mas internos, no los de valencia, esto debido a que los electrones
internos no hacen parte del enlace quimico, por lo que sus energias no son afectadas
por los atomos vecinos, permitiéndoles ser un indicativo de la carga nuclear y por

tanto, del nimero atémico.

Cuando un electrén de una capa interna sufre una transicién de un estado mas alto a un
estado mas bajo de energia, emite un fotén de rayos X, cuya energia (hf = hc/A) es
igual a la diferencia entre los dos niveles cuanticos. Esta propiedad es empleada en un
tubo de rayos X, donde electrones primarios bombardean un blanco sélido (el anodo) y
excita los electrones de la capa interna hacia un nivel de energia mayor. En el proceso
de desexitacion se generan rayos X caracteristicos. Similarmente, los electrones
primarios que entran una muestra para MET, MEB o STEM causan emisién de rayos X

y, por la identificacion de la longitud de onda o la energia de los fotones, es posible
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hacer el analisis quimico. Hoy en dia, un espectrometro de emision de rayos X es una
herramienta adicional en los MET, MEB y STEM convirtiendo el instrumento en un

microscopio electrénico analitico (AEM).
1.4. Microscopio de Barrido por Sonda (AFM)

El método de formacién de imagen por barrido es también empleado en un
Microscopio de barrido por sonda (o microscopio de fuerza atéomica, AFM por sus
siglas en inglés),donde una sonda con una punta muy delgada es mecanicamente
acercada a la muestra haciendo un barrido sobre la superficie con el fin de determinar
algunas propiedades locales. El primero de estos tipos de dispositivo que alcanzé una
buena resolucién espacial fue el microscopio de barrido por tunelamiento (STM) el
cual usa una delgada punta conductora de aproximadamente 1 nm de didametro con
una pequefna diferencia de potencial aplicado (1V). Si la muestra y la sonda son
conductores eléctricos los electrones se mueven entre la sonda y la muestra por el
proceso que en mecanica cuantica es conocido como tunelamiento. Este fendmeno es el
resultado del caracter ondulatorio del electrén, y es analogo a la filtracion de luz visible
entre las superficies internas de dos espejos (llamada a veces, reflexiéon interna

frustrada).

Acercar la punta de la sonda a 1 nm de distancia de una superficie (sin tocarla)
requiere de gran precision mecanica, de la ausencia de vibracién y de la presencia de
un mecanismo de retroalimentaciéon. Debido a que las corrientes de tunelamiento
aumentan dramaticamente con la disminucién de la separaciéon sonda-muestra, se
calibra un sistema de motores para mover la sonda a lo largo de la muestra,
acercandola (en la direcciéon z) hasta un valor predeterminado de corriente de
tunelamiento (por ejemplo, 1 nA). Como consecuencia, la distancia sonda-muestra es
alrededor de 1 nm y es posible medir ajustes precisos en el eje z con un material
piezoeléctrico(cristal ceramico que cambia sus dimensiones cuando se le aplica una
diferencia de potencial). Si la distancia disminuye, debido por ejemplo a la expansion o
contraccién térmica, la corriente de tunelamiento debe empezar a incrementar,

aumentando el voltaje a través de una resistencia en serie. Este cambio de voltaje es
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amplificado y aplicado al piezoeléctrico disminuyendo la distancia punta-superficie
hasta llevar la corriente a su valor original. Tal arreglo es llamado retroalimentacion
negativa debido a que la informacién acerca de la distancia es enviada de regreso al
sistema electromecanico, que actia para mantener la distancia constante. Para el
funcionamiento del microscopio de barrido, la sonda barre la superficie de la muestra
en las direcciones x y y, usando dispositivos piezoeléctricos. Si el mecanismo de
retroalimentacion negativa se mantiene activo, la distancia entre la punta y la muestra
se mantendra constante en sincronismo exacto con la topografia de la superficie. En la
figura 1.8 se presenta una imagen de una pelicula de semiconductor organico obtenida

con un AFM.

r50 nm

Figura 1.8. Imagen obtenida con un microscopio de barrido por sonda de la superficie de una
pelicula delgada de un semiconductor organico (a) la modulacién del brillo en cada cambio
brusco se representa por una grafica de niveles(trazas), (b)Imagen de la superficie de la
pelicula. Imagen de Hui Qian, University of Albertal?l.
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Capitulo II: Optica Electrénica
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El inicio de la fisica que soporta la ingenieria de la microscopia electronica es, tal vez, el
descubrimiento hecho a principios del siglo XX de que las particulas materiales como el

electrdn tienen un caracter ondulatorio.

En 1923, Louis de Broglie mostro, basado en la descripcion de Einstein del foton, que
todas las particulas tienen una longitud de onda asociada (1), vinculada a su impulso

(P = mv).

h (2.1)

donde m y v son la masa y la velocidad de la particula, respectivamente, y h
laconstante de Plank.Mediante el uso de electrones de alta energia, en la microscopia
electronica son posibles longitudes de onda de Broglie mucho mas cortas que las

longitudes de onda épticas, lo que posibilita resoluciones hasta el nivel de los A.

Existe una estrecha relaciéon entre el funcionamiento de un microscopio 6ptico y un
microscopio electronico, tal como se observa en la figura 2.1.La “Optica” de los
electrones tiene mucho en comun con la éptica de la luz (de fotones), por lo que es
posible imaginar electrones individuales partiendo de un objeto y siendo enfocados
para formar una imagen, analogamente como sucede con los fotones en la formacidn de
imagenes con lentes. Como resultado de esta analogia la trayectoria de los electrones

puede ser representada por un diagrama de rayos.

La fuente de “iluminaciéon” del microscopio electrénico (primera pieza clave) es la
fuente de electrones: un filamento de tungsteno que al ser calentado forma una nube
de electrones por el efecto termoidnico, luego la nube de electrones es sometida a un
voltaje que los acelera permitiéndoles ganar cierta energia cinética que esta
directamente relacionada con la longitud de onda y por lo tanto con la resolucién
espacial del instrumento. Puesto que los electrones alcanzan velocidades comparables
a la de la luz, hay que hacer consideraciones relativistas para llegar a la expresién de la

relacion entre el voltajeV, de aceleracion y la longitud de onda alcanzada:
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h (2.2)
[2mV e] (1 4 o d
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dondem es la masa en reposo del electrén, c la velocidad de laluz y e es la carga del electrén.

Remplazando los valores constantes que se conocen la expresion se reduce a:

1,2261 (2.3)
A= [nm]
JVar/1+9,880 %1077 x 1,

Aunque esta longitud de onda es el limite de resolucién del microscopio electrénico, la
resolucion de las micrografias es inferior y se debe a las caracteristicas de la muestra,
la operacion del microscopio y a las condiciones de adquisicion de la imagen. El haz de
electrones emitido por el filamento caliente de tungsteno, (o filamento de LaB6 -
hexaboruro de lantano) es colimado y posteriormente pasa a través de un sistema de
lentes condensadores para después incidir sobre la muestra. La lente objetivo, situada
inmediatamente debajo de la muestra, produce la imagen ampliada que finalmente se
proyecta en una pantalla fluorescente o sobre una placa fotografica. El tamafio del haz
puede ser variado pero es tipicamente de una micra de didmetro, por lo tanto se

pueden analizar pequefas areas seleccionadas de la muestra.

Una de las caracteristicas mas relevantes de los microscopios electrénicos de
transmision es su capacidad para mostrar patrones de difraccion. En este caso, el haz
incidente es difractado por la estructura atémica de la muestra como resultado de la
naturaleza ondulatoria de los electrones. El patron de difracciéon puede proporcionar
informacién sobre la estructura cristalina de la muestra y es particularmente util

cuando la disposicion atémica es regular y peridédica, como en un cristal.
2.1 Formacion de la Imagen

Es claro que una imagen debe ser completamente equivalente al objeto al que

corresponde. Esta equivalencia fue determinada por James Clark Maxwell, quien llegé a
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establecer principios y condiciones necesarias para considerarla que una imagen

equivalente es ideal, asi:

v Por cada punto en el objeto, debe existir un punto equivalente en la imagen;
v El objeto y la imagen deben ser geométricamente similares;
v Si el objeto es planar y perpendicular al eje 6ptico también debe serlo la imagen;

En la formacién de imagenes en los microscopios optico y electrénico figura 2.1se
deben cumplir estos principios y son considerados para determinar la calidad de la

imagen formada.

Fuente de iluminacién

Figura2.1.Comparaciénentre el funcionamiento de un microscopio 6ptico y los microscopios

electronicos 71,

Los principios de Maxwell también son usados para categorizar los defectos en

imagenes formadas. A continuacion se analiza cada uno de los principios;

Regla 1-Para un punto en el objeto se debe definir un punto equivalente en la imagen.
En muchos tipos de microscopia, la conexién entre estos dos puntos es hecha por algin
tipo de particula (ej: electron o fotén) que sale del objeto y llega al punto
correspondiente en la imagen. El recorrido lo hace mediante dispositivos de
enfoque(lentes) y su trayectoria puede ser descrita por el camino de un rayo. Un
camino en particular es llamado eje dptico. Si no hay espejos involucrados, el eje 6ptico

es una linea recta que pasa a través del centro dela lente (lentes).
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Esta regla se satisface dependiendo de las propiedades de las lentes. Por ejemplo, si la
intensidad de enfoque es incorrecta, la imagen formada en un plano en particular
estara fuera de foco. Las particulas que parten de un punto del objeto llegaran a algin
lugar dentro de un circulo que rodea la posicion ideal del punto en la imagen, circulo
llamado disco de confusidn. Pero incluso si la capacidad de enfoque es apropiada, una
lente real puede producir un disco de confusiéon como resultado de aberraciones en su
interior: las particulas que tengan energia diferente o que tomen diferentes caminos
después de partir del objeto, llegaran desplazados respecto a la posicion ideal del
punto en la imagen. La imagen entonces aparece borrosa, con pérdida de detalles finos,

justo como en el caso de una imagen fuera de foco.

Regla 2:Si se consideran puntos en el objeto que forman un patrén, los puntos
equivalentes en la imagen tendran que formar un patrén similar en lugar de ser
distribuidos al azar como se muestra en la figura 2.2. Donde se muestra tres puntos de
un objeto que definen un tridngulo y sus tres puntos equivalente en la imagen.,
entonces sus posiciones en la imagen deberan representar un triangulo similar en el

sentido geométrico (es decir, contendra los mismos angulos).

Imagen

Figura 2.2. Rotacién de un patrén geométrico por magnificacion en una lente o sistema de

lentes magnéticasl2l,
Los puntos en el tridngulo de la imagen pueden tener una orientacion diferente a la que
tienen los puntos que definen el tridngulo en el objeto; por ejemplo podrian estar
invertidos (respecto al eje 6ptico) sin violar la regla 2 (tal como se observa en la figura
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2.2). Ademas la separacion de los tres puntos en la imagen puede diferir de la
separacion de los tres puntos en el objeto por un factor de magnificacion M*, en cuyo

caso la imagen es magnificada (si M*>1) o reducida (si M*<1).

Aunque la imagen formada por una lente de vidrio puede parecer similar al objeto, una
inspeccion detallada puede revelar la presencia de distorsiones. Este efecto es mas
pronunciado si el objeto contiene lineas rectas, las cuales apareceran como lineas

curvas en la imagen distorsionada.

La presencia de distorsiones en la imagen es el resultado de una variacién del factor de
magnificacion respecto a la posicion del objeto o de la imagen. Se pueden presentar

tres casos de distorsién dependiendo de la distancia de los rayos al eje 6ptico, asi:

> La distorsién pincushion (de almohada), que corresponde al incremento de M*
con la distancia radial (ver figura 2.3a).

> La distorsion de barril, que se presenta porque M* disminuye con la distancia al
eje optico (ver figura 2.3b).

> La distorsidn espiral, es un tipo de distorsidon que se incrementa con la distancia
al eje como resultado de rotacion de la imagen, causada por algunas lentes electronicas.

(ver figura 2.3c).

Q

(a) (b) (c)

Figura 2.3. Distorsion en la imagen: (a) distorsién pincushion, (b) distorsion de barril, (c)

distorsion espirall?]
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Regla 3: Usualmente las imagenes existen en dos dimensiones y ocupan una superficie
plana. Aun si el objeto correspondiente es tridimensional, solo un plano objeto en
particular se podra enfocar en la imagen, de hecho las pruebas a las lentes se hacen con
un objeto plano y la imagen se forma también en una pantalla plana. Pero si el poder de
enfoque de las lentes depende de la distancia de un punto en el objeto respecto al eje
optico, regiones diferentes en la imagen estaran siendo enfocadas en diferentes puntos
por las lentes. El sistema Optico entonces sufre curvatura de campo: la imagen se
formara en una superficie curva y no en una plana. Las cAmaras comunes corrigen este
defecto curvando la pelicula fotografica. El telescopio astronémico Schmit, ubicado en
el observatorio Monte Palomar en San Diego California. EE.UU., fue disefiado para
registrar una imagen bien enfocada de una gran seccion del cielo en placas cuadradas

de vidrio ubicadas en una seccidén de una esfera.

En resumen, las aberraciones ocurren cuando se rompe la regla 1 de Maxwell: la
imagen aparece borrosa debido a que los rayos que vienen de un punto en el objeto
estan siendo enfocados en un disco en lugar de en un punto en la imagen. La
distorsion ocurre cuando la regla 2 se rompe como resultado de un cambio en la
magnificacion de la imagen(o rotacién) con su posicion en el plano objeto. Si la regla 3
se rompe hay un cambio en la capacidad de enfoque con la posiciéon del punto en el

plano objeto, produciéndose una curvatura de campo.

Siendo que en un microscopio electrénico la iluminaciéon es del tipo electrénica

(electrones), es necesario el uso de “lentes” capaces de afectar este tipo de radiacion.

Para obtener el equivalente de una lente para electrones hay que tener en cuenta que
lo que se quiere es desviar el rayo de electrones con respecto al eje dptico. Los
electrones son fuertemente esparcidos y absorbidos tan pronto entran en un sélido, lo
que no es posible usar las lentes de vidrio usadas en los microscopios 6pticos; para
enfocar los electrones hay que valerse de algunas de sus propiedades intrinsecas, por
ejemplo el hecho de que el electrén es una carga electrostatica y como consecuencia
puede ser desviado por la presencia de campos eléctricos: El haz de electrones puede

ser analizado de forma analoga a la corriente que fluye por un circuito, afectada o
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desviada por campos magnéticos. Teniendo en cuenta lo anterior, un haz de electrones
puede ser enfocado implementado lentes electrostaticas, magnéticas y

electromagnéticas.
2.2. Lentes Electrostaticas.

Una lente electrostatica es un dispositivo utilizado para direccionar particulas
cargadas. Por ejemplo, se puede guiar electrones emitidos a partir de una muestra
hasta un analizador de electrones, de forma analoga a la funcién de una lente dptica
durante el transporte de la luz en un instrumento 6éptico. En la figura 2.4. se observa el

efecto de un campo eléctrico en la trayectoria de un electrén moviéndose a través del

eje x y entrando con velocidad v, a la zona de aplicaciéon del campo eléctrico E.

Para entender el funcionamiento de una lente electrostatica es util partir del andlisis de
un campo eléctrico uniforme producido entre dos placas conductoras paralelas. Tal
como se observa en la figura 2.4, un electrén en este campo eléctrico experimentara

una fuerza constante independientemente de su trayectoria.

Figura 2.4. Trayectoria de un electron bajo la influencia de un campo eléctrico. El electrén que

R
ingresa en la zona de influencia del campo eléctrico E con velocidad inicial v, a través del eje

X.

Esta disposicion del campo es adecuada para desviar el haz, tal como sucede en un tubo
de rayos catddicos, pero no sirve para enfocarlos, por lo que las lentes electrostaticas
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mas simples consisten en un electrodo circular (disco o tubo), con su centro alineado

con el eje dptico, conectado a un potencial negativo.

Debido a la simetria del dispositivo, un electrén que pase por el eje dptico se vera
afectado en del mismo modo por todos los puntos del electrodo y entonces no sufrira
desviacidn, por cuanto las fuerzas se anularan entre ellas. En cambio un electréon que
no se mueva a lo largo del eje 6ptico sera repelido por la carga negativa del electrodo

hacia el eje Optico, tal como se observa en la figura 2.5.

1
U i U

Camino del haz
de electrones

Fuente de

Eje Optico
Electrones

Anodo

-Voe

Figura 2.5. Configuracion estdndar de una lente electrostatica [21.

Debido a que el campo generado puede afectar por su rango de accién a los electrones
mas de lo deseado, se usan electrodos adicionales ubicados antes y después de la lente

para delimitar la accién del campo producido por

el electrodo central. Estos electrodos, y en consecuencia el campo producido por ellos,
son cilindricos, o eje-simétricos, lo cual asegura que la fuerza de enfoque dependa solo
de la distancia radial de un electrén al eje dptico y sea independiente de su direccion

acimutal a través del eje.
2.3 Lentes Magnéticas

Una lente magnética consiste en una bobina a través de la cual pasa una corriente
directa produciendo un campo magnético. Analogamente a lo que se discuti6 para las
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lentes electrostaticas, un campo uniforme (aplicado perpendicularmente al haz)
produciria un cambio de direccién pero no necesariamente un enfoque del haz, para

enfocarlo entonces se requiere que el campo magnético producido tenga simetria axial.

De acuerdo con la teoria electromagnética, la fuerza Fque actiia sobre un electron de

carga —e moviéndose con velocidad v bajo la acciéon de un campo magnético B esta

dada por:
F = —e(¥xB) (2.2)

La direccion de F es perpendicular a v y a B, por lo tanto F no tiene componentes en la
direcciéon del movimiento, manteniéndose la velocidad del electrén constante, sin
embargo, debido a que B (y posiblemente v) cambian continuamente, también lo hace

la magnitud de la fuerza.De acuerdo con (2.2), la magnitud de la fuerza esta dada por:
F = —evBsen(0) (2.3)

donde0 es el angulo entre v y B en cualquier punto de la trayectoria del electron. Al
pasar por el campo magnético de las bobinas los electrones se desvian (enfocan) sin
ningun cambio en su energia cinética, sin embargo giran alrededor del eje 6ptico por la
fuerza magneética actuante sobre ellos. Para los rayos que no pasan por el eje optico el
movimiento es un poco mas complicado, pudiendo ser analizado usando la ecuacién

(2.2) en combinacion con la segunda ley de Newton.

Tomando v y B en términos de sus componentes vectoriales, y recordando la simetria
axial del campo: z, r (distancia radial respecto del eje dptico ) y (angulo acimutal que
representa la direccion del vector radial r relativa al plano de la trayectoria inicial), tal
como se muestra en la figura 2.6., V,, V;, y Vseran las componentes axial, radial y
tangencial respectivamente de la velocidad del electrén, a su vez, B; y B: seran las

componentes axial y radial del campo magnético.

Con lo anterior la ecuacion (2.2) puede ser reescrita en términos de Fz, Fry Fy, ast:
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Fy = _e(szr) + e(Bzvr) (2.4)
F = —e(vgB,) (25)
Fz = e(v(bBr) + e(Bzvr) (26)

El efecto de este campo magnético no uniforme sobre la trayectoria del electrén es
analogo al efecto de una lente convexa sobre un haz de fotones, tal como se observa en

la figura 2.7.

@ X ?lano I

7/

|
B ’ /
X A3, IP [ Pianoo

(a)

Figura 2.6.(a)Componentes vectoriales de la velocidad del electrén que parte de un
punto O en el objeto y es afectado por el campo magnético de la lente. (b) inclinaciéon

del plano de vibracién del electrén luego de pasar por la lente.

Angulo de
Defleccion

Trayectoria

Lineasde _ - del Haz

Campo Magnético

Figura 2.7.Lente magnética actuando sobre el haz de electrones.
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Por cuestiones de disefio, en una lente magnética el campo se concentra en regiones
muy pequefias (figura 2.8), ya que un alto gradiente de campo magnético reduce la

longitud focal de la lente y asi los defectos de la misma.

Eje optico
Zona de
aplicacion™ |
del campo | am Lf‘g;_»Bobina

hierro suave

Figura 2.8. Corte transversal de una lente magnética

En una lente 6ptica la longitud focal estd determinada por el espesor de la lente y los
radios de curvatura, en una lente magnética el parametro analogo al espesor es el

tamafio de la region afectada por el campo magnético.
2.4. Formacion de la imagen por lentes sin aberraciones.

Como ya fue mencionado, para enfocar el haz de electrones la lente magnética emplea
el campo magnético producido por una bobina a través de la cual pasa una corriente
directa. No obstante esta corriente directa puede presentar inestabilidades debidas a
problemas en la instrumentacion, generando alteraciones en la uniformidad del campo.
Como es claro, los electrones no estaran sometidos a una interaccién uniforme con el
campo, por lo que responderan tal como fotones atravesando lentes con diferentes
distancias focales y, como consecuencia, habra un desenfoque de la imagen formada.
Una forma de minimizar este tipo de defecto es reducir la regiéon de accién del campo
magnético con una configuracién de las lentes tal como se observa en la figura 2.8.0tra
posibilidad es controlar las inestabilidades de la corriente por medio de circuitos

dispuestos para tal fin.
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Si se supone un campo uniforme en una lente magnética, la interaccién de este campo
con los electrones que lo atraviesan dependera de la velocidad individual de estos
electrones. Luego de ser acelerado desde la fuente, el haz de electrones es considerado
como un conjunto de electrones con la misma velocidad, puesto que fueron acelerados

por un mismo campo eléctrico.

En condiciones practicas no se puede alcanzar un vacio absoluto en la columna del
microscopio, por lo que algunos electrones pueden perder energia durante el trayecto
y por consiguiente cambiar su velocidad, este inconveniente se minimiza entonces
aumentando el vacio. La pérdida de energia de los electrones por interaccién con la

muestra es inevitable e indispensable para formar una imagen reconocible.
2.5 Defectos de las Lentes

Las aberraciones en las lentes de vidrio actdan deformando las ondas
electromagnéticas. Como ya fue mencionado, en el caso de un haz de electrones lo que
se busca es desviarlo con respecto al eje 6ptico. En las lentes electrostaticas y
magnéticas las aberraciones axiales (que dependen de la trayectoria del haz con
respecto al eje 6ptico) que afectan el haz de electrones son, las aberraciones esférica y

cromdtica, astigmatismo y la comal2l,
> Aberracion esférica

El propésito de enfocar es que un electron que sale de un punto particular de la
muestra llegue exactamente a su punto correspondiente en la imagen a formar. Lo
anterior es el comportamiento ideal. La aberracion esférica altera este
comportamiento ideal: Si el campo magnético no es homogéneo, los electrones que
viajan mas alejados del eje Optico sienten una mayor fuerza que aquellos que pasan
mas cerca del eje. La longitud focal entonces es diferente para cada electrén y en
consecuencia un electréon que parte de un punto en particular del objeto no es enfocado
en un punto particular de la imagen sino en un circulo de radio Ars que rodea la

posicion ideal del punto en la imagen formada, tal como se muestra en la figura 2.9.
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En la figura, o es la apertura de y Ars es el radio del circulo de enfoque debido a la

aberracion, también conocido como “disco de confusiéon”.

Plano
Objeto
—_—X
Plano
—> Disco:de imagen
e o minima 1\
\\\\\\\\\\ confusion
____________________ I
< . <t S e W, SN E Z
< I~ S
—— -
_________ I
,,,,,,,,,,,,,, ! y
—>}- >
1
| 4 |
1 I
— k% : s
< £ L > i
. < Af >

Figura 2.9. Trayectoria de los rayos en una lente con aberracion esférica, los rayos cercanos al
eje optico se enfocan en el punto F pero cuanto mas lejos del eje se muevan otros electrones,
estos seran enfocados cerca del punto F1, formando un disco de minima confusién en el punto

indicado.
Estos parametros estan relacionados por medio de la constante de aberracion esférica
Cs, de la forma

Ary = a3C, (2.5)

Tipicamente esta constante tiene un valor entre Imm y 2mm.

Cuando la imagen no esta enfocada, los “rayos” o particulas que salen de un punto en
particular del objeto llegan a cualquier punto dentro de un circulo que rodea el punto

equivalente de la imagen ideal, este circulo es llamado disco de confusién.
> Aberracion Cromatica

La aberraciéon cromatica se produce debido a que no todos los electrones se mueven

con la misma energia debido a pérdida inelasticas en su trayecto o por inestabilidad en
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el campo eléctrico o magnético. En consecuencia, la longitud focal de la lente varia con
la energia de cada electrén,dando nuevamente como resultado un efecto de aberraciéon
que se manifiesta con la apariciéon de un disco de confucion de radio Ar, tal como se

observa en la figura 2.10.

energia (E)

H Camino de los rayos con

B
r———

——. -
—.. T

ce—rt

e

Camino de los rayos con

energia (E -AE) Imagen I Imagen II

Lente

Figura 2.10. Formaci6n de un disco de confusién: La longitud focal de la lente varia con la
energia de cada electrdn, el efecto esuna aberracién que se manifiesta con la aparicién de un

disco de confucion de radio Ar. en el plano de la imagen.

En este caso, el radio del disco de confusion y la apertura de la lente estan relacionadas

con el cambio de energia de los electrones por medio de la siguiente expresion,

AE (2.6)

> Astigmatismo.

Este defecto en la lente se presenta cuando la lente tiene diferentes distancias focales
dependiendo del plano de la trayectoria de los electrones. En el caso del microscopio
electronico el astigmatismo se manifiesta diferente en la imagen dependiendo de la
lente en la que se esta presentando, asi, si el astigmatismo esta en la lente
condensadora el haz perdera coherencia, si esta en la lente objetivo se reduce la
resolucion de la imagen drasticamente. El fendmeno se puede observar en la figura

2.11.
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Figura 2.11. Astigmatismo, la distancia focal cambia con respecto al plano de vibracion de la
iluminacion.
> Coma.
Finalmente, la aberracién conocida como “coma” (comaticaberration o aberracion
comatica)se produce cuando diferentes zonas circulares concéntricas de la superficie
de la lente proporcionan aumentos diferentes de una imagen causando desplazamiento

respecto al eje. El resultado es que el enfoque ya no se hara dentro de un circulo de

confusion sino en una zona con forma de cometa.
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CAPITULO Il

El JEOL JEM 1200-EX

Parte I: Descripcidon General



Como fué dicho en la introducciéon de este documento, la Unidad de Microscopia
Electronica de la Universidad del Cauca cuenta con un microscopio electrénico de
transmisién JEOL JEM 1200-EX fabricado por el Laboratorio de Optica Electrénica de
Japon (JEOL) y adquirido en el afio 1989. Desde entonces ha brindado apoyo a
diferentes grupos de investigacion de la Universidad del Caucaha sido una
herramienta util en el diagndstico de enfermedades tratadas en la Unidad de patologia
del Hospital Universitario San José y ha prestado servicios a grupos de otras
universidades del pais (Universidad de Antioquia, Universidad de Caldas, Centro de

investigacion del café -Cenicafé, entre otros).

En este capitulo se describira en detalle las principales caracteristicas técnicas del MET

JEOL JEM 1200-EX, (MET).
3.1 Descripcion del MET

El MET, ubicado en la unidad de microscopia electrénica de la Universidad del Cauca
(UME)posibilita obtener imagenes con resoluciéon miles de veces mayor que un
microscopio Optico, permitiendo revelar caracteristicas morfologicas de la muestra con
resolucién nanométrica. El funcionamiento de un microscopio se fundamenta en una
fuente de iluminacién, un sistema de manipulaciéon de la muestra, y un sistema de
formacién de la imagen obtenida de la muestra, por tanto el funcionamiento de este
instrumento esta fuertemente ligado al de los dispositivos y sistemas que lo componen.
Cada una de las partes del MET juega un papel importante en su funcionamiento y es
absolutamente indispensable que todos los sistemas trabajen de forma sincronizada.

En la figura 3.1 se presenta una fotografia de este microscopio.

Para facilitar la comprensiéon del funcionamiento del MET, la columna se analizara en
tres secciones sobre las que se hara el primer estudio: la estacion del cafiéon de
electrones, la estacion de la muestra y la estacidon de la camara de visualizacidn, tal

como se observa en la figura 3.2.

Unido a lo anterior, el funcionamiento del MET también depende de ciertas

condiciones instrumentales y por tal motivo los sistemas se pueden analizar de forma
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separada como sigue, Sistema de Iluminacién, Sistema de Vacio, Sistema Optico, Sistema

de Refrigeracion y Sistema de Aire Comprimido.

Figura 3.1. Microscopio Electrénico de Transmisién JEOL JEM 1200-EX de la Unidad de

Microscopia electrénica de la Universidad del Cauca.
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Figura 3.2 Vista transversal de la columna del MET dividida en estaciones



3.3.1 Configuracion del MET.

Segun el principio fisico de funcionamiento, el MET usa un filamento de tungsteno para
producir un haz de electrones que luego es enfocado por lentes electromagnéticas
haciendo que los electrones interactien con una muestra para producir una imagen de
la misma sobre una pantalla de fésforo, ubicada en la base de la columna, asi pues, debe
garantizarse que el proceso ocurra de la forma descrita o al menos de la forma mas fiel

posible. A continuacidn se describen las secciones y los sistemas que componen el MET.
» Seccidén Uno: Estacién del Caiion de Electrones.

La primera estacion alberga al cafién de electrones que consta de un filamento de
tungsteno que al ser calentado produce a su alrededor una nube de electrones que
luego es acelerada para producir el haz de electrones usado como iluminacién del MET.
En la figura 3.3 se muestra la ubicacién de sistema de iluminacién en la columna, y
fotografias del cafién de electrones y del filamento mencionado. El proceso de producir
la iluminacién comienza al aplicar un voltaje al filamento de tungsteno que provoca su
calentamiento y, como consecuencia, la produccién de una nube de electrones por
efecto termoidnico. El filamento se ubica dentro de una estructura metalica llamada
unidad Wehnelt* conectada a un potencial negativo (la configuracion eléctrica del
cafién se muestra en la figura 3.8). Antes de salir de la estacion del cafién el haz de
electrones impulsado por el campo eléctrico pasa por un dnodo ubicado en la base de
la estaciéon donde se encuentra el orificio de salida del haz, bajo el anodo el cafnon
cuenta con dos bobinas que sirven para corregir posibles desviaciones o inclinaciones

del haz producido.

4 Una unidad (cilindro) Wehnelt es un electrodo en El montaje de cafiones de electrones de algunos dispositivos termoiénicos,
usados para enfocar y controlar el haz de electrones. Su nombre se debe a Arthur Rudolph Berthold Wehnelt, fisico aleman que lo
invento durante los afios 1902 y 1903.
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Figura 3.3. Seccidén 1. Estacion del cafién de electrones del MET. (a) Ubicacion de la estacién en

la columna; (b) fotografia del cafién de electrones; (c) Filamento de tungsteno.
» Seccién Dos: Estacion de la muestra.

En seccion dos de la columna se ubica la muestra y los dispositivos necesarios para su
manipulacién tal como se muestra en la figura 3.5, en caso de ser necesario girarla el
MET cuenta un goniémetro al que se le pueden acoplar un motor. La muestra es
montada en una rejilla metalica de 3 mm de didmetro que se asegura a un brazo porta

muestras que luego es introducido a la columna para atravesar la rejilla en el camino

del haz de electrones.
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Figura 3.5. Seccidén 2. Estacion de la muestra. (a) Ubicacion en la columna; (b) fotografia de la

entrada del gonidémetro; (c) Brazo portamuestras.

En general este brazo tiene capacidad para introducir dos muestras y la eleccion de la
muestra que es analizada puede hacerse manipulando el selector de muestra del MET
(descrito en el anexo 1).Las rejillas circulares sobre las que se deposita la muestra son
de Niquel o Cobre y previamente son sometidas a un proceso para cubrirlas con una
membrana de material electrénicamente transparente (Formvar) sobre la que se
sostiene la muestra. En la figura 3.5 se presentan fotografias de: la rejilla 3.6a y de la

membrana con las rejillas, 3.6b
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(a) (b)

Figura 3.6. Rejillas porta-muestras: (a) Rejillas de cobre y niquel, (b) Rejilla con membrana.

» Seccion tres: Estacién de la cdmara de visualizacion.

En la tercera estacién se encuentra el sistema de formacion de la imagen que incluye la
pantalla fluorescente de fosforo sobre la que se proyecta la imagen obtenida, y los
negativos usados para registrar las imagenes. La pantalla de fésforo es sensible a la luz
visible y debe mantenerse cubierta manteniendo tapada la ventana de visualizacién
para disminuir el desgate y prolongar su vida util ya que la pantalla es el dispositivo
que usa el operario para observar directamente la imagen formada y prepararla para
ser registrada en los negativos. El MET cuenta con un sistema automatico de
adquisicion y registro de las imagenes que puede ser programado con tiempos de
exposicion de las peliculas determinados por el operario. Las cajas metalicas que
contienen los negativos deben ser sometidas a un proceso minucioso de limpieza y el
operario debe asegurarse de que no tengan rastros de humedad puesto que cualquier
contaminacion provoca alteraciones en las condiciones de vacio. Una de las cajas que
se insertan en el MET se llena con negativos sin usar y es de donde el sistema extrae el
negativo sin usar para ser expuesto al haz mientras que la segunda caja recibe del
sistema los negativos usados. La figura 3.7 muestra la ubicacién de la estacién en la
columna y fotografias de la pantalla de fosforo y las cajas donde se introducen los

negativos
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Figura 3.7. Seccidn 3. Estacion de visualizacidn. (a) Ubicacién en la columna; (b) fotografia de

la pantalla de Fosforo; (c) Ubicacion de las cajas de los negativos

Como se mencion6 anteriormente deben cumplirse condiciones instrumentales
especificas para que el MET tenga buen funcionamiento y los resultados obtenidos
tengan la mayor calidad posible. El MET implementa sistemas integrados que
permiten cumplir con dichas condiciones, los sistemas que hacen posible el

funcionamiento del MET se describen a continuacion.
> Sistema de Iluminacion.

El sistema de iluminacion del MET esta compuesto por el cafién de electrones y las

lentes condensadoras encargados de producir y corregir el haz respectivamente. El

48



cafidn de electrones, ubicado en la parte mas alta de la columna, consta de un filamento
de tungsteno, una estructura metalica conocida cilindro Wehnelt, el anodo, dos bobinas
que corrigen desplazamiento e inclinacién del haz y las lentes condensadoras. En el
interior del cafion el un filamento en forma de V de tungsteno es usado como fuente de
electrones puesto que al ser un metal el tungsteno contiene iones positivos y
electrones libres que pueden ser extraidos del metal en un espacio vacio por la
aplicacion de corriente directa, que provoca calentamiento del filamento hasta que los
electrones ganan la suficiente energia para separarse del filamento y formar una nube
alrededor del material en un proceso conocido como efecto termoiénico®. La cantidad
de energia necesaria para provocar que los electrones abandonen el material se
denomina funcién trabajo del material y aunque la del tungsteno es relativamente alta
respecto de otros materiales presenta una buena produccién de electrones por debajo
de su temperatura de fusién (3,653 K).Tal como se muestra en la figura 3.8 el cilindro
Wehnelt que cubre el filamento esta conectado a un potencial levemente menor y tiene
un orificio circular que permite que los electrones salgan de forma adecuada antes de

atravesar el anodo influenciados por el voltaje de aceleracién aplicado.

Filamento

Cilindro
Wehnelt

Haz de |
electrones |/

\

\

Anodo N O o

Figura 3.8. Configuracion eléctrica del cafién de electrones!7l.

5A temperaturas elevadas, la energia cinética de los electrones libres aumenta y muchos superan la atraccién de los
nucleos y atraviesan la superficie del metal pasando al espacio circundante. Este tipo de liberacion de electrones de
un metal se conoce con el nombre de "emisién termoiénica” 0" efecto termoiénico”
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La velocidad de los electrones, y por consiguiente su longitud de onda, varia en funcién

del voltaje aplicado para acelerarlos y determina el limite de resolucién del MET.

(a) (b)

Figura 3.11. (a) Ubicacién del sistema de [luminacionl’! (b) entrada del cable de alto

Voltaje,(la regién en azul corresponde a la posicién del filamento)

El tiempo de vida del filamento oscila entre 25 horas y 200 horas aunque depende de

las condiciones de trabajo y puede verse afectado por

-Sobre-saturacion.

-Descargas de alto voltaje causadas por contaminacién en las estacion del cafién,
-Fallas en el sistema de vacio

-Fugas de aire desde el exterior de la estacion del cafién.

El MET cuenta con dos lentes condensadoras, la primera define el tamafio del punto mas
pequefio de iluminacién sobre la muestra reduciendo el didmetro del haz que proviene
del cafién de electrones de aproximadamente 50 micras a un rango variable entre 20
micras al micra. La segunda lente condensadora regula la cantidad de iluminacién que

cae sobre la muestra ampliando o disminuyendo el didmetro del haz (dispersandolo o
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concentrandolo respectivamente) durante la operacion del MET. La funcién principal
de las lentes condensadoras es controlar de forma precisa la cantidad de radiaciéon que

interactia con la muestra.
> Sistema de vacio

Puesto que los electrones deben desplazarse con la menor pérdida de energia posible
(para evitar aberracién cromatica en las lentes), el MET contiene un sistema de vacio
que cuenta con un conjunto de valvulas electroneumaticas, que separan las estaciones
de la columna, para realizar la evacuacién de aire y asegurarle al haz de electrones un
camino libre de contaminacién. Estas valvulas son controladas automaticamente por
sistemas de control incluidos en el MET usando como variable de realimentacién la
medida de sensores de presion ubicados en las estaciones a evacuar. El vacio necesario
para el funcionamiento del MET se hace a través de una bomba rotatoria y dos bombas
difusoras que terminan su trabajo principal al llevar la columna a una presién de
trabajo de aproximadamente 0.5 x10-> Pa y se encargan de mantenerla alrededor de

ese valor. En la figura 3.8 se presenta el esquema del sistema de vacio del MET.

>4
xv? Vid
IVZ X\'s
| “\'4
»<'? | pg
Vi
‘ - |BOMBA
DIFUSORA
V3
x Véa
>4
XVIZ
vo Véb
>« Lo
‘ BOMBA
o vis DIFUSORA
>4
. Bomba
] _Rotatoria

Figura 3.8. Configuracion del sistema de vacio del MET JEOL, JEM 1200-EX. Las estructuras en
forma de corbatin representan valvulas que aislan las estaciones entre ellas y del ambiente.

51



El suministro de aire comprimido al sistema de vacio del MET es usado entre otras
cosas para cambiar el estado de las valvulas de cerrada a abiertas y viceversa. El alto
vacio producido es necesario para evitar el desgaste del filamento durante su uso
ademas de permitir un camino libre al haz de electrones. Durante el proceso de cambio
de filamento, el MET imprimira aire a la estacion que contiene al cafion aislando las
otras estaciones. Las bombas difusoras evaporan aceite que luego se condensa en la
parte superior de la bomba que se mantiene fria gracias a la circulaciéon continua de

agua fresca proveniente del recirculador de agua con el que cuenta el MET.

> Sistema Optico.
El MET cuenta con 13 bobinas para corregir defectos del haz y8 lentes
electromagnéticas ubicadas a lo largo de la columna entre las que se encuentran las ya
mencionadas lentes condensadoras cuyo propdsito es asegurar que sobre la muestra
caiga un haz alineado y coherente. Luego de atravesar la muestra el haz dispersado
ingresa a las lentes objetivo que producen la primera imagen del espécimen y después
la imagen mencionada pasa por lentes intermedias para finalmente ser proyectada
sobre la pantalla de fosforo por la lente proyectora ubicada en la parte baja de la
columna. En la figura 3.9 se presenta un esquema de la ubicacién de las lentes

electromagnéticas y bobinas en la columna del MET JEM 1200-EX.

Las bobinas usadas para corregir el haz de electrones en el MET se usan para contra
restar aberraciones como el astigmatismo posibles desvios de la trayectoria del haz
respecto al eje dptico. El control de la intensidad del campo aplicado sobre el haz se
hace mediante la manipulacién de las corrientes que alimentan a las bobinas, esto
gracias a potencidometros ubicados en el panel de control del instrumento. El paso de
corriente a través de las lentes y bobinas provocan calentamiento de las mismas por lo
que el recirculador de agua mencionado anteriormente también provee un flujo

constante de agua alrededor de las lentes que reduce su temperatura.
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Figura 3.9. Sistema éptico del MET JEOL JEM 1200 EX.

» Sistema de refrigeracion

El MET dispone de un sistema de recirculaciéon de agua que mantiene algunos de los

componentes dentro de la temperatura de trabajo. Las bombas difusoras del sistema
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de vacio necesitan un suministro de agua fria y las lentes electromagnéticas se
calientan debido al flujo de corriente eléctrica que pasa a través de ellas, por lo que el
recirculador del MET suministra un flujo constante de agua fresca como sistema de
refrigeracion. Para ello, una manguera inyecta el agua al MET por medio de una

entrada ubicada en la parte trasera del instrumento.

El agua fresca pasa por mangueras que la distribuyen para la refrigeracion de las
lentes, la refrigeracion de la unidad de alimentacion de las lentes y suministrando el
resto a las bombas difusoras que funcionan con procesos de evaporacién y

condensacion de aceite.

El agua dentro del MET se mueve a través de mangueras y tubos metdalicos que estan
en contacto directo rodeando los componentes de los que el agua absorbe calor. El
agua caliente es llevada a un intercambiador térmico ubicado en la parte exterior de la
habitacién y que consiste en un tanque de agua fria en el que estd sumergido un
serpentin metalico conectado a un radiador que disipa el calor, tal como en un

refrigerador.

El sistema de recirculacion de agua solo se desconecta del MET durante un proceso
conocido como BAKE OUT en el que la columna se deja calentar para eliminar

contaminacion en las paredes internas.

» Sistema de Aire comprimido
El MET cuenta con un compresor que suministra aire con una presion de
aproximadamente 4.5 kg/cm?2.El aire comprimido cumple funciones especificas en los
sistemas de vacio y refrigeracion; En el sistema de vacio se encarga de cerrar y abrir las
valvulas que separan las estaciones a evacuar. En el sistema de refrigeracion el aire del
compresor se encarga de evitar la acumulacién de agua residual en el sistema de

refrigeracion de las lentes.
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3.3.2 Componentes externos.

Ademas de las partes mencionadas, externamente el MET cuenta con varios
componentes: el tanque de alto voltaje, la fuente de alimentacién, el compresor, la
bomba rotatoria, todos conectados directamente al MET. Hay otro elemento que, a
pesar de no necesariamente estar conectado, desempefia un papel importante en el
proceso de funcionamiento: el desecador, en el que se depositan las peliculas
fotograficas antes de introducirlas al MET con el fin de eliminar al maximo
contaminantes que puedan afectar el vacio de la columna. En la figura 3.10 se observa

una fotografia de estos componentes.

(b)

() (d)

Figura 3.10. Componentes externos al MET: (a) Fuente de poder, (b) Tanque de alto voltaje, (c)

Compresor, (d) Bomba rotatoria.
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3.3.3 Adquisicion de la imagen.

El MET cuenta con un compartimiento ubicado justo debajo de la pantalla de fésforo
(figura 3.7) cuya funcion es albergar cajas metalicas que contienen los negativos en los
que se imprime la imagen. Estas cajas tiene una capacidad de hasta 25 negativos que
son utilizados uno a uno, para lo cual el MET usa un sistema de exposicion automatica
con tiempos de exposicion fijos o variables. En el proceso de adquisicion de la imagen
la pantalla de fésforo se levanta automaticamente dejando expuesta el negativo que
contiene una emulsién de bromuro de plata que reacciona a los electrones
provenientes de la muestra. Una vez impresa la imagen en el negativo, pasa dentro de
la misma recdmara a otra caja que contiene los negativos usados. Es recomendable
extraer la caja de negativos solo cuando todos hayan sido usados, ya que el proceso

provoca una pérdida de vacio que tarda varias horas en recuperarse.
v" Revelado

El proceso de revelado comienza con la extraccién de las cajas contenedoras de las
peliculas del MET para ser llevadas a un cuarto oscuro en el que sufren el tratamiento
de revelado de la imagen, cuyo primer paso consiste en sumergir la pelicula en un
agente quimico revelador que desprende del negativo el bromuro de plata que no
reacciond (no fue expuesto), proceso que lleva de 3 a 5 minutos. Después se sumerge
en agua para detener el proceso de revelado y posteriormente se sumerge en una
sustancia que sirve como fijador de la imagen obtenida. Por dltimo se hace pasar la
pelicula por agua corriente para eliminar el exceso de las sustancias involucradas en el

proceso; el resultado es un negativo de la micrografia obtenida en el MET.

3.1.4 Preparacion de las muestras

Las muestras para el MET sufren diferentes procesos de preparacion que dependen de
su naturaleza. En principio, como se trata de una interaccién con electrones, la muestra
debe ser de caracter conductor. No obstante, es posible analizar muestras no

conductoras mediante preparaciones especificas, asi:
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v Muestras bioldgicas:

No son conductoras, por lo que no presentan interaccion con el haz de electrones. Se
hace necesario entonces someterlas a un tratamiento que comienza por la inmersion
de la muestra en glutaraldehido® para detener el proceso natural de degradacion
celular, este paso es hecho por el especialista encargado de la extraccion de la muestra.
Cuando la muestra llega a la unidad de microscopia electronica se deshidrata
gradualmente sumergiéndola en alcohol con diferentes concentraciones.
Posteriormente se le aplica tetréxido de osmio? como posfijador y como primer agente
que aporta contraste a la muestra. Para mayor “tincién” se fijan a la muestra metales
pesados con acetato de uranilo y citrato de plomo. La ultima parte del proceso de
preparacion para la muestra biolégica es colocar la muestra en una resina que funciona
como matriz de soporte para llevar a la muestra a un ultramicrétomo con el que se
hacen cortes ultrafinos (40 nm-80 nm). Los cortes se colocan sobre la rejilla

portamuestras y la muestra bioldgica esta lista para ser llevada al MET.
v’ Materiales en polvo:

Debe hacerse una molienda previa que disminuya al maximo el tamafo de particula del
polvo para luego disolverlo en etanol y aplicar la muestra como gotas sobre rejillas, tal
como se observa en la figura 3.6b. Luego de la evaporacion del etanol se obtienen
particulas del polvo adheridas a la membrana que recubre la rejilla. Ya que el proceso
de evaporacion del etanol es muy rapido (10 min - 15 min), el tiempo de preparacion
de esta muestra depende casi en su totalidad del tiempo que lleve el proceso de

molienda.

6El Glutaraldehido es un compuesto quimico de la familia de los aldehidos que se usa principalmente como
desinfectante de equipos médicos y odontolégicos asi como de laboratorio. Al sumergir la muestra en una solucién
de Glutaraldehido se detiene el proceso de descomposicién celular.

7El tetréxido de osmio, OsOses un agente de tincién ampliamente usado para proveer contraste a la imagen
observada en el MET.

57


http://es.wikipedia.org/wiki/Aldehido
http://es.wikipedia.org/wiki/Desinfectante
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9dico
http://es.wikipedia.org/wiki/Odontolog%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Tinci%C3%B3n

CAPITULO IV
El JEOL JEM 1200-EX

Parte Il: Bitacora de
Mantenimiento



El microscopio electréonico de transmision JEOL-JEM 1200EX fue adquirido por la
Universidad del Cauca en el afio de 1989, por lo que ha estado en continuo
funcionamiento por 23 anos. Como es de esperar, a pesar de ser un instrumento
robusto, durante este periodo de tiempo el MET ha sufrido una serie de averias y
consecuentes reparaciones. Estas reparaciones han estado a cargo del ingeniero
electrénico Jaime Diaz, quién tuvo el cuidado de registrar los detalles de las averias y
del proceso de reparacion. Las fallas han estado concentradas especialmente en el
sistema de vacio, en el tanque de alto voltaje, en el sistema de refrigeracion, en el
cafién de electrones y en algunos componentes circuitales.

Las actividades de mantenimiento en la actualidad no son programadas y no son
periddicas, siendo que se hacen si es necesario y solo si el equipo presenta anomalias
en su funcionamiento. El MET es un instrumento de uso diario y constante, lo que
supone también un diario y constante desgaste de sus componentes. Las operaciones
de mantenimiento son necesarias e indispensables para un correcto funcionamiento
del equipo y para identificar posibles dafios degenerativos de los sistemas

Aunque algunas partes del MET no son sometidas a esfuerzos durante su operacion,
existen otras que son objeto de manipulacién diaria y por lo tanto son susceptibles a
presentar averias por desgaste o mal manejo. Los cuidados son diferentes dependiendo
de la ubicacién del componente ya que cualquier manipulacién inadecuada de
componentes en contacto con la columna puede alterar las condiciones del vacio. Asi
pues, para el mantenimiento de los componentes que hacen parte de la columna se
debe tener especial cuidado con la limpieza y la manipulacion, a diferencia de los
componentes externos, para los que la limpieza no es la accion mas relevante. Los
componentes externos conllevan otros riesgos y condiciones que también deben
seguirse al pie de la letra segiin los manuales, ya que todos los componentes forman
parte de un sistema integrado en la operaciéon del MET y por lo tanto un dafio
irreparable en uno de sus componentes significaria que el resto del equipo tampoco
pueda funcionar, por lo que no se le debe restar importancia a las labores de
mantenimiento de los componentes externos.

Dependiendo del componente que sea objeto de mantenimiento los cuidados deben ser
especificos:

v la manipulacion de la fuente de alimentacién conlleva riesgo de descargas
eléctricas.

v' El tanque de alto voltaje tiene componentes aislados herméticamente e
inmersos en gas freon para evitar descargas eléctricas, evitar las fugas de gas es
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indispensable puesto que dicho gas es perjudicial para la salud y el medio
ambiente.

v" El nivel de aceite de la bomba rotatoria encargada de iniciar el vacio debe ser
revisado constantemente, pues tiene un nivel minimo para que el
funcionamiento sea adecuado.

v' El sistema de recirculacion de agua también debe ser monitoreado
constantemente para identificar potenciales dafios degenerativos (como
corrosiéon) puesto que se encuentra a la intemperie.

El mantenimiento de componentes externos depende de las condiciones de
funcionamiento del componente y para algunos deben realizarse solo por personal
certificado y experimentado en tal labor. Las actividades correspondientes a las
principales labores de mantenimiento se consignan en el anexo Al: Rutinas de
Mantenimiento.

En este capitulo se consignan los aspectos relevantes del proceso de mantenimiento al
que ha sido sometido el MET con el fin de contar con un documento que sirva de apoyo
a futuros miembros de personal de mantenimiento del microscopio electrénico de
transmision de la Unidad de Microscopia Electrénica de la Universidad del Cauca. La
informacién fue obtenida durante el proceso de pasantia en el que se tuvo tanto la
oportunidad de trabajar al lado del experto en este tema, el ingeniero Jaime Diaz en las
diferentes reparaciones, como estudiar los manuales del instrumento.

4.1. Apuntes de Mantenimiento
4.1.1. Sistema de Vacio

El sistema de vacio del MET consta de un conjunto de componentes dispuestos para
evacuar el aire de la columna y asi asegurar un camino libre al haz de electrones.
Aunque el sistema es robusto y ha funcionado bien desde la fabricacién del
instrumento, es necesario establecer un cronograma de mantenimiento periodico de
sus componentes con el fin de asegurar una mayor vida util al mismo.

El sistema consta de tres bombas de vacio, a saber, una rotatoria, y dos bombas
difusoras, encargadas de evacuar estaciones separadas por un total de 17 valvulas que
sellan el paso de aire y mantienen separadas las estaciones y las bombas de vacio a
demas de aislar el sistema del ambiente. El estado de las valvulas es normalmente
cerradas y son abiertas automaticamente segun la secuencia de vacio valiéndose de
aire comprimido.
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El sistema contiene empaques en las uniones entre componentes llamados O-RINGs
(anillos de goma) que tiene como objetivo aislar el ambiente interno del externo, no
obstante en necesario tener cuidado durante su manipulacién y limpieza ya que
alteraciones en su forma o rayones pueden ser causantes de fugas. Esta limpieza
debera hacerse con un tipo de tejido que no contamine y embebido en acetona. Algunos
O-ring como el de la puerta de la recaAmara de las peliculas fotograficas y los del
sistema de portamuestras son sometidos a mayor esfuerzo durante las actividades de
operacion del MET por lo que se recomienda una limpieza constante y periddica, Para
los demas O-Rings la limpieza se hara en caso de detectar fuga, ya que por su ubicacion
son de dificil acceso.

También las bombas de vacio deben ser objeto de constante revisién por parte del
personal para garantizar las condiciones necesarias para su buen funcionamiento. El
nivel de aceite de la bomba rotatoria debe estar por encima de un minimo nivel
establecido y las bombas difusoras del MET han tenido que ser reparadas al
presentarse fallas en la resistencia que calienta el aceite del que hacen uso.

4.1. 2. Tanque de alto voltaje

El tanque de alto voltaje recibe de la fuente de alimentacién una tensiéon de 120 V;
mediante el uso de transformadores y circuitos resonantes la amplitud de este voltaje
es elevada hasta el valor deseado (del orden de los kV).

Los circuitos encargados de elevar el voltaje se encuentran inmersos en un gas freén
para reducir la posibilidad de descargas eléctricas entre sus componentes. Este gas
debe ser reemplazado en caso de que la presion indicada en el medidor del tanque esté
por debajo de su valor de trabajo. La figura 4.1 muestra el contenedor del gas y la
herramienta usada para su rellenado. Es importante tener en cuenta que la fuga del gas
puede causar efectos adversos en la salud de las personas expuestas y contaminacion
ambiental.
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Figura 4.1 contenedor de gas freén y herramienta de cambio del gas.

Una interferencia en el tanque de alto voltaje puede ocasionar defectos en la imagen
adquirida y cualquier manipulacién del tanque y sus componentes debe ser hecha por
personal certificado para tal fin.

4.1.3. Sistema de refrigeracion

El sistema de refrigeracion mantiene a los componentes susceptibles de calentarse en
temperaturas dentro de sus rangos de trabajo. La refrigeraciéon se hace mediante el
flujo constante de agua impulsada por un recirculador que mantiene el agua en un ciclo
en el que, después de pasar por los componentes calientes, es llevada a un
intercambiador térmico, que cuenta con un radiador que disipa al el calor absorbido al
ambiente.

Aunque el sistema de refrigeracion es externo al MET, como medida de autoprotecciéon
los sistemas de control del instrumento no permiten que se encienda si los sensores
encargados no detectan la presencia del flujo de agua, por lo tanto es necesario
garantizar el correcto funcionamiento del sistema de refrigeracion.

Ya que el mecanismo principal del sistema de refrigeracién esta a la intemperie,
acumula polvo y material biolégico (insectos), ademas de sufrir procesos de corrosion
en algunos de sus componentes. Por lo anterior, se requiere de un monitoreo constante
y un mantenimiento periédico, en lo posible, cada tres meses.

4.1.4 Proceso de cambio de filamento

Como ya se menciono, la fuente de iluminacién del MET es un filamento de tungsteno
ubicado en la parte superior de la columna. Su estructura sufre un continuo desgaste
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que se traduce en una vida media util de aproximadamente 200 horas si su uso es
continuo y en condiciones de minima saturacidn.

Con el uso continuo el filamento sufre un proceso de desgaste que lo lleva a romperse
y es indispensable reemplazarlo. El cambio de filamento es el unico procedimiento
invasivo absolutamente necesario puesto que el filamento estd ubicado en el interior
de la columna, razén por la cual debe hacerse en condiciones de extrema limpieza. El
procedimiento para su reemplazo (detallado en el Anexo A1) debe ser seguido al pie de
la letra puesto que el mal manejo de los componentes puede generar dafios
irreparables en piezas cuyo repuesto puede ser costoso o dificil de conseguir en el
mercado.

4.1.5 Componentes Circuitales

Gran parte del espacio en el cuerpo del MET es dedicado a las tarjetas y circuitos
encargados del control de los procesos, la manipulacién de dichos circuitos debe
hacerse con el mayor cuidado (tomando las tarjetas por los bordes, evitando tocar los
circuitos y de ser posible con guantes antiestatica); su limpieza peridédica es necesaria
para asegurar el correcto funcionamiento y reducir el riesgo de descargas eléctricas.

Cabe resaltar que muchas de las tarjetas estan disefiadas para fines especificos, asi que
la falla en un sistema en particular también se puede asociar al posible fallo de la
tarjeta encargada del sistema en cuestion y debido a que muchas de las conexiones de
las tarjetas son similares hay que poner especial atenciéon durante su manipulacién
para evitar una mala conexion, que se traduciria en el mal funcionamiento del equipo.

4.1.6 Manipulacion de Peliculas Fotograficas

Para la adquisicion de una buena imagen ante todo es necesario una correcta
manipulacion de la pelicula fotografica, lo que implica una limpieza del contenedor de
las peliculas, que posteriormente sera llevado a un desecador por alrededor de 24
horas para eliminar humedad. Para ubicar el contenedor en el MET es necesario abrir
la puerta de la recamara correspondiente, proceso que hace que el vacio se pierda, lo
que obliga a someter el MET al correspondiente proceso de vacio por varias horas
(alrededor de 15).

Para obtener una buena imagen hay que tener en cuenta que su enfoque puede sufrir
alteraciones significativas con cambios en la posicion de la muestra. Para corregir este
inconveniente es necesario previamente manipular los componentes (brazo
portamuestras, lente objetivo y condiciones de brillo y contraste) buscando primero
que la muestra quede fija con el haz alineado en la zona de interés, y segundo,
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buscando una buena relacién iluminacién-contraste, ambas condiciones son clave para
la adquisicion de una buena imagen.

Luego de tener la imagen impresa en el negativo, este se lleva consecutivamente a un
fijador, un revelador y luego es lavada con agua. En el pasado la micrografia se obtenia
en papel fotografico, lo que se hacia en un laboratorio fotografico comercial, dando
como consecuencia que en repetidas ocasiones las fotos sufrieran dafos, ademas de
involucrar gastos extras. En la actualidad la unidad de microscopia cuenta con un
escaner de negativos.

4.2. Funcionamiento y calibracion.

El MET JEOL JEM 1200EX ha estado a cargo de la especialista en microscopia Patricia
Mosquera, con un protocolo adecuado tanto a los requerimientos de la
instrumentacién como de las necesidades de los usuarios. Esto ha permitido que el
instrumento haya estado sometido a un minimo desgaste, alargando su vida util.

Luego de realizar actividades de mantenimiento del MET es posible que el instrumento
requiera pasar por un proceso de calibracion en el que se alinea el haz de electrones
con el eje 6ptico y se tratan de minimizar el efecto de las aberraciones en el sistema
optico.

v" Calibracion

Posterior al cambio de filamento es necesario re-alinear el haz de electrones para
corregir los defectos que se puedan presentar en las lentes. Como primer paso se
genera la iluminacion y se observa en la pantalla el punto de iluminacién que, de no
requerirse la calibracién, debe verse como se presenta en la figura 4.2e. Si lo que se
observa en la pantalla es una imagen diferente (figura 4.2a-4.2c), se requiere de
correcciones en las lentes. Para ello se manipulan los potencidmetros encargados de
regular las corrientes eléctricas en las lentes hasta llevar la iluminaciéon a las
condiciones de formacion de la imagen del punto. En el anexo Al se presentan los
detalles del proceso de alineacion.
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(a) (b) (c) (d) (e)

Figura 4.2. [luminacidn en la pantalla de fosforo del MET (a)Desenfocada, (b)Completamente
enfocada, (c)Sobre enfocada. También se muestra el efecto de astigmador del condensador
(d)Problema de orientacién (e) orientaciéon y foco corregidos, (note que el punto con las
correcciones es mas pequefio que sin la correcciéon del astigmatismo).
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CAPITULO V:
OTROS MICROSCOPIOS



Durante el desarrollo de la pasantia se visitaron algunos laboratorios de microscopia
electronica de las que se obtuvo informacién técnica sobre los equipos disponibles en
otros centros de investigaciéon del pais, asi como detalles de sus practicas para
preparar las muestras y de las aplicaciones que actualmente se les da a estos equipos.

A continuacién se presenta la informacién obtenida a partir de las visitas al
Laboratorio de Fisica del Plasma de la Universidad Nacional sede Manizales, al
Laboratorio de Microscopia Avanzada de la Universidad Nacional sede Medellin, y al
laboratorio de Microscopia Electrénica de la Universidad Nacional, sede Palmira.

5.1. Microscopio de barrido por Sonda, Laboratorio de Fisica del Plasma de la
Universidad Nacional, sede Manizales

La figura 5.1. presenta una fotografia del edificio de laboratorio del plasma de la
Universidad Nacional, sede Manizales. Este laboratorio cuenta con un microscopio de
barrido por sonda similar al que se describe en la secciéon 1.4. El microscopio
electronico de barrido por sonda es un instrumento que tiene una resolucién
comparable a la del MET. El laboratorio lo utiliza especialmente en la caracterizaciéon
morfoldogica de superficies. Gracias a la manipulacién mecénica precisa de una sonda
de diametro del orden de las micras, es posible hacer un rastreo (barrido) que brinda
un analisis detallado de un area seleccionada de la muestra. El tipo de analisis
dependera del tipo de sonda instalada, lo que ofrece la posibilidad de medir
propiedades fisicas locales de la muestra, tales como campos magnéticos, modulos de
elasticidad, dureza y distribucion de carga. En la figura 5.2 se muestra una imagen de
este microscopio.

Figura 5.1 Laboratorio de Fisica del Plasma.
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Figura 5.2Microscopio de Barrido por sonda del laboratorio de Fisica del Plasma de la
Universidad Nacional sede Manizales

A pesar de las diferencias, tanto en instrumentacion como en funcionalidad entre los
microscopios electrénicos de transmisién y los de barrido por sonda, su poder de
resolucion es comparable, de hecho la primera imagen obtenida de atomos
individuales fue obtenida con un microscopio de barrido por sonda. Hay que tener en
cuenta que, debido a que este tipo de microscopios tienen la posibilidad de adaptar el
tipo de sonda requerido, su resolucién esta determinada por el didametro de la punta
instalada, siendo que los equipos modernos cuentan con puntas que pueden llegar a
ser nanotubos de carbono. La informacién que se extraiga de la muestra depende de las
propiedades especificas de la sonda, que puede ser sensible mecanica, eléctrica, o
magnéticamente, lo que convierte a este microscopio en una herramienta
complementaria al andlisis morfolégico obtenido con el microscopio de transmision.

5.2. Microscopio Electronico de Barrido, Laboratorio de Microscopia de la
Universidad Nacional sede Medellin

El laboratorio de Microscopia Avanzada de la Universidad Nacional sede en Medellin
tiene a su disposiciéon un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM 5910 LV, con
detectores BES(detector de electrones secundarios) y SEI para la formaciéon de
imagenes y detectores EDS y WDS para andlisis quimico cuantitativo y cualitativo de
muestras conductoras y no conductoras. La figura 5.3 muestra el SEM. Una de las
ventajas que ofrece este equipo es que trabaja con un vacio menor al del MET, lo que
permite un gasto menor de tiempo y energia en generar el vacio de trabajo, en
comparaciéon con el MET al que le toma alrededor de 50 minutos alcanzar el vacio de
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trabajo el JSM 59 LV tarda solo 10 minutos en esta tarea, a partir de este tiempo el
operario puede usar el instrumento usando voltajes de aceleraciéon de hasta 30 kV
alcanzando aumentos de hasta 300.000X.

Figura 5.3. Microscopio electrénico de barrido JEOL JSM 5910 LV del laboratorio de
microscopia avanzada de la Universidad Nacional sede Medellin

El didmetro minimo del haz en un microscopio de este tipo oscila entre 10 y 20 um, lo
que significa una resolucién menor a la del MET (aproximadamente 1 pm), sin
embargo es util en el estudio detallado de la microestructura superficial y en la
caracterizacién y determinaciéon de componentes quimicos presentes en la muestra,
para lo cual hace uso de un detector de rayos X que indica la composiciéon quimica local
de la muestra. En la figura 5.4 se muestra una fotografia de la recamara donde se ubica
la muestra en este equipo, ademas de algunos portamuestras utilizados en el mismo.

Figura 5.4. (a)Recamara del portamuestras del Microscopio electronico de barrido JEOL JSM
5910, (b) Portamuestras usadas para este SEM
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Puesto que en el MET, la muestra que esta siendo observada tiene varias formas de
respuesta al estimulo de la iluminacién, como por ejemplo la emisién de rayos X
caracteristicos, existen aditamentos disponibles en el mercado que permitirian
equiparlo con una mayor cantidad de sensores, aumentando su funcionalidad y
potenciando su uso, de hecho, algunos microscopios modernos brindan la posibilidad
de ser operados como instrumentos multifuncionales MET, SEM, STEM, ademas de
incorporar sensores para varios tipos de sefial que extraen informacion simultanea de
la muestra.

5.3. Microscopio Electrénico de transmision Laboratorio de Microscopia de la
Universidad Nacional, sede Palmira.

La unidad de microscopia electréonica de la Universidad Nacional sede Palmira esta
equipada con un microscopio electrénico de transmision JEOL JEM 1011, similar al de
la Universidad del Cauca (ver figura 5.5.), aunque mas moderno ya que el MET de la
Unal de Palmira posee un sistema automatico de adquisicién de imagenes digitales y la
capacidad de albergar en memoria gran numero de estas imagenes sin mayor gasto de
recursos lo que permite realizar ensayos para sacar mas provecho de los resultados
obtenidos. El moderno disefio de este instrumento se traduce en una mayor facilidad
de operacion con respecto a disefios anteriores y una reduccién considerable de los
defectos “Opticos” tipo aberraciones, gracias a que tiene un mayor control sobre las
condiciones de trabajo de las lentes electromagnéticas; ademas permite una
calibracién menos complicada y tiene automatizadas algunas funciones (como la toma
de imagenes) y guarda en su memoria interna informacién sobre coordenadas de un
punto especifico de la muestra.

Figura 5.5. Microscopio Electrénico de Transmision JEOL JEM 1011
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La Unidad de Microscopia electrénica de la Unal sede Palmira ofrece servicios a los
grupos de investigaciéon en otras universidades y a instituciones de salud e
investigacion ambiental. Cuando se requiere una resolucién mayor en el estudio de las
muestras son enviadas a la unidad de microscopia de la Unicauca, ya que las imagenes
analdgicas obtenidas con la impresion de peliculas fotograficas pueden revelar detalles
que las imagenes digitales no. Mientras el valor del voltaje de aceleracién en este
equipo puede llegar hasta los 110 kV el MET con el que cuenta Unicauca llega hasta los
120 kV, lo que significa una mayor resolucién (valor menor de limite de resolucién).

71



Conclusionesy
Recomendaciones
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La pasantia que dio como resultado el presente documento fue realizada durante el afio
2013 en la unidad de microscopia de la Universidad del Cauca, bajo la asesoria del
Ingeniero electrénico, Jaime Diaz, quien se encarg6 el mantenimiento del microscopio
durante mas de veinte afios y de la especialista Patricia Mosquera, actual coordinadora
de la Unidad de Microscopia Electrénica de la Universidad del Cauca.

A continuacion se exponen conclusiones que surgieron durante el tiempo de la
pasantia, basadas tanto en lo aprendido con el estudio de la naturaleza de la técnica
como con la experiencia practica adquirida durante el tiempo de trabajo con el MET.

v

El microscopio electrénico de transmisién JEOL, JEM 1200-EX, de la Unidad de
Microscopia de la Universidad del Cauca, sigue siendo un instrumento de
invaluable utilidad en el proceso de caracterizacién morfoldgica de materiales y
en la deteccidn de alteraciones en la morfologia de células de tejidos biolégicos,
principales campos de accién en los que ha sido explotado su uso durante sus
22 afios de servicios.

A pesar de la antigiiedad de su fabricacion sigue siendo un instrumento robusto
y comparable con sus similares mas modernos, en especial en lo que se refiere a
su poder de resolucion.

Muchos de los dafos sufridos por el MET han sido de tipo degenerativo, por
citar un ejemplo, procesos de corrosion que al inicio pueden no representar
inconvenientes para el uso, con el tiempo adquieren un caracter de dafio
irreparable que podria haber sido evitado con un mantenimiento preventivo.

La instrumentacion especialidad requiere de constante supervision por
personal capacitado. Esto no s6lo aumenta la vida util del instrumento sino que
permite potenciar su funcionalidad.

Una de las razones por las que los equipos y centros de investigacién en la
region son subutilizados es el desconocimiento de otras entidades sobre las
capacidades de dichos centros, por lo que se recomienda hacer una divulgacion
a la comunidad del impacto del MET en los diferentes campos de investigacion.
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ApéndiceAl : Trabajos Futuros

v La implementacién de sistemas automaticos de monitoreo de condiciones de
trabajo, ya que la informacién entregada por los sensores y medidores en el
MET pueden ser de gran utilidad para detectar inconsistencias en el
funcionamiento. Asi pueden implementarse en el equipo instrumentos que
generen alarmas en caso de cambios considerables en las condiciones normales
de trabajo del MET.

v' Implementacion de un sistema integrado de adquisicion de imagenes: La
implementaciéon de un sistema de adquisicién y procesamiento de imagenes es
posible y se traduciria en un ahorro de recursos y tiempo durante el trabajo a
realizar ademas de garantizar una mejora en los resultados obtenidos.

v' Implementaciéon de detectores y sensores que existen en el mercado y que
ampliarian el uso del MET, ya que existe informaciéon que se extrae de la
muestra que no se estd aprovechando y que puede brindar informacién sobre su
composicion quimica.

v" Dentro de las capacidades del MET est4 la de extraer patrones de difraccién de
muestras cristalinas con los que se puede concluir parametros cristalograficos
de dicha muestra, lo cual puede significar de gran ayuda en el estudio de
materiales en los trabajos del programa de ingenieria fisica.
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Apéndice A2: Presentacion en eventos

Durante el tiempo de la pasantia se participdé en el XII Congreso Interamericano de
Microscopia Electrénica celebrado en la ciudad de Cartagena entre el 24 y el 29 de
septiembre de 2013, con el trabajo titulado “Fisica e Ingenieria en la Microscopia
Electrénica de Transmision Aplicada al JEOL JEM 1200”. El resumen presentado fue el
siguiente.

Fisica e Ingenieria en la Microscopia Electronica de Transmision Aplicada al JEOL
JEM 1200

NUMERO / CATEGORIA DEL RESUMEN
PI- 012 / Microscopia I6nica y Electrénica

El aprovechamiento de la instrumentacién de la que dispone un investigador, es mayor
cuanto mayor sea su conocimiento de los principios fisicos en los que se basa su
funcionamiento y construccion, asi que es indispensable contar con apoyo bibliografico
en el que se registren tales detalles. El resultado del presente trabajo es la
documentacion mencionada. La propuesta, es elaborada en la Unidad de Microscopia
Electrénica de la Universidad Del Cauca y para su desarrollo se realizan actividades de
campo, discusiones con los expertos en el mantenimiento y la operacion del MET, asi
como seminarios continuos para la discusién de los resultados con la directora del
trabajo. Sistematizacion de informacion concerniente a los principios fisicos y la
ingenieria involucrada en el funcionamiento del MET.
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