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hace casi treinta anos, en el mes de noviembre del ano 1992.

A partir de esa fecha, la AMM ha promovido y divulgado el uso
de la microscopia en sus varios modos de operacion, como una
herramienta en diferentes campos del conocimiento, haciendo én-
fasis en las areas de las Ciencias Biologicas y Médicas y la Ciencia
de los Materiales. En esta ocasion, los miembros de la mesa direc-
tiva nos sentimos honrados en formar parte de la edicion especial
de la revista + Ciencia con motivo de su déecimo aniversario. Esta
revista de divulgacion cientifica, desarrollada principalmente por
estudiantes de la Facultad de Ingenieria, es editada por la Univer-
sidad Anahuac México, Campus Norte. En este volumen especial
de la revista + Ciencia, la AMM ha contribuido con articulos de
divulgacion relacionados con temas de actualidad de la micros-
copia electronica de transmision y de barrido y técnicas analiticas
asociadas. Los temas que se han incluido como parte de esta
colaboracion tienen como objetivo dar a conocer los alcances de
la microscopia electronica a estudiantes, académicos y personas
del sector industrial, interesadas en caracterizar muestras a nivel
micromeétrico y nanométrico. Los articulos forman parte de una se-
rie de seminarios impartidos en las instalaciones de la Universidad
Anahuac México y en formato hibrido, durante el Curso Nacional
“Perspectivas de la Microscopia Moderna en México”. Al mismo
tiempo, aprovechamos la oportunidad para promover la serie de
cursos mensuales que organiza la AMM y para la promocion de la
edicion XVI del Congreso del Comité Interamericano de Socieda-
des de Microscopia (CIASEM) a celebrarse en la Ciudad de Oa-
xaca del 24 al 28 de octubre de 2022 (http://ciasem2022.com/).
Agradecemos a todos los lectores de la revista +Ciencia 'y a la
hospitalidad por parte de la Universidad Anahuac México, Cam-
pus Norte, en particular a la Dra. Maria Elena Sanchez Vergara
y al Dr. Victor Manuel Lépez Sanchez por su apoyo bridado a la
AMM.
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EL MICROSCOPIO ELECTRONICO
DE TRANSMISION

Y LA BIOLOGIA CELULAR
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UNAM, Facultad de Ciencias, Departamento de Biologia Celular
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Microscopio electrénico de transmisién. La columna central contiene len-
tes electromagnéticas y los electrones se producen en la parte superior
del instrumento.

Resumen

Desde su invencion, el microscopio electronico ha sido utilizado en el
estudio de la estructura fina de la materia viva y no viva con un detalle
de dimensiones de micrémetros y nanémetros, es decir, para el es-
tudio de la ultraestructura. Los microscopios electrénicos pueden ser
de barrido o de transmisién. En este trabajo se exponen algunas apli-
caciones del microscopio electronico de transmision en las ciencias
bioldgicas, haciendo énfasis en su papel en estudio de las estructu-
ras de la célula que permitio la consolidacion de la biologia celular.



Introduccion

Los microscopios opticos utilizan luz y len-
tes de vidrio para generar imagenes a partir
de objetos con detalles de hasta 0.2 um. Si
se utilizan electrones en lugar de luz y lentes
electromagnéticas en lugar de las de vidrio,
se pueden obtener imagenes de objetos cu-
yos detalles pueden ser mucho mas peque-
Aos, hasta de unos 0.005 um. Con la idea de
superar la limitacién que impone el uso de la
luz como fuente de energia en un microscopio,
se inventd el microscopio electronico hace 90
anos, en 1932. Gracias a su invento fue posi-
ble pasar de un anélisis en la dimensién de
micrometros a la dimensién de fracciones de
micra e incluso en el nivel de los nandmetros
y angstroms. Al paso de los anos, se desarro-
llaron los dos tipos de microscopios electréni-
cos que conocemos hoy en dia, es decir: 1) el
microscopio electrénico de transmision (TEM,
por sus siglas en inglés) y 2) el microscopio
electronico de barrido (SEM, por sus siglas en
inglés). EI TEM nos permite el estudio de la es-
tructura interna de las muestras, en tanto que
el SEM permite el analisis de la estructura de
la superficie.

LLa capacidad del microscopio electronico para
obtener una resoluciéon muy superior a la del
microscopio éptico o de luz favorecié su utili-
zacion en el estudio de la estructura fina de la
materia, tanto no viva como viva, en particular
el estudio de la organizacion interna de la uni-
dad estructural de los seres vivos, la célula.

Primeros estudios de material biolégico con
el TEM

Desde el siglo xvi, tanto R. Hooke como A.
van Leeuwenhoeck observaron células con
el microscopio optico. Durante el siglo xix, T.
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Schwann y M. Schleiden postularon la Teorfa
Celular proponiendo que todos los seres vivos
estan formados por células. En efecto, esta fue
la primera teoria robusta que fue configurando
a la biologia como una ciencia. Ello promovio
el estudio de la estructura de una gran canti-
dad de especies bioldgicas con el microscopio
Optico, fortaleciendo esa teorfa. Sin embargo,
debido a la limitacién del poder de resolucién
de los microscopios, no fue posible avanzar
en el conocimiento de su estructura fina que
ayudara a comprender su funcién a mayor
profundidad. Ademas, el material tenfa que ser
preparado para obtener rebanadas muy delga-
das, de unas cuantas micras o micrometros de
espesor, por las que pudiera ser transmitida la
luz que irradia a la muestra. Debido a falta de
color en las muestras biolégicas, fue necesario
desarrollar también técnicas de tincion que fa-
cilitaran distinguir entre unos componentes de
la célula y otros. Por ello, cuando se inventa el
microscopio electrénico por Max Knoll 'y Ernst
Ruska, se abre la posibilidad de estudiar a la
célula en su estructura interna fina. En efecto,
poco después de su invencién a principios de
los afios 1930, Marton en Bélgica prepar6 la
primera muestra bioldgica que observd con
el microscopio electronico de transmision. El
profesor Marton utilizé una rebanada de una
hoja de la plata carnivora Drosera intermedia.
Aunque solamente observé con 65 aumentos
del tamano real, la imagen resultante mostra-
ba una resolucién o nitidez muy superior a la
lograda hasta entonces con los microscopios
Opticos mas potentes. En laimagen se observa
una rejilla o soporte de la muestra y una sec-
cion de la hoja en donde se aprecian células
de la epidermis.
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Primera imagen de una muestra bioldgica registrada con el mi-
croscopio electronico de trasmision en 1932. Se trata del corte de
una hoja de una planta colocado sobre una malla de metal.

Durante el siglo xx

La utilizacion del microscopio electronico de
transmision también permitié por primera
vez observar la estructura de los virus, hasta
entonces solamente concebidos como en-
tidades patégenas intangibles relacionados
con la palabra veneno. Una de las primeras
observaciones la realizo el profesor Thomas
Anderson a principios de los anos 1940, con
los virus bacteriéfagos T4. Las imagenes de la
estructura del virus obtenidas con el TEM eran
tan complejas que les sugirieron que parecian
renacuajos. Desde entonces la microscopia
electronica de transmision ha facilitado el es-
tudio de la diversidad morfologica de los virus.

Posteriormente, siguieron estudios de la estruc-
tura de las células y de los tejidos. Muy pronto
se notd que, para estudiar la estructura interna
de las células con el TEM, era necesario llevar
a cabo una preparacion de la muestra que 1)
generara cortes o rebanadas muy delgadas
por las cuales los electrones pudieran ser
transmitidos, que 2) eliminara restos de liquido,

debido a que las muestras se introducen en
una camara de vacio y que 3) fuera resistente
al impacto de un haz de electrones acelerados.
Adicionalmente, las muestras biolégicas con-
tienen mayormente atomos de ndmero atémi-
co bajo, por lo que son casi transparentes a los
electrones, lo que hizo necesario anadirles de
manera selectiva atomos de elevado nimero
atémico, que anadieran contraste adicional a
las muestras. Por lo anterior, se requirieron de
varias décadas para lograr que las muestras
a observar fueran cortadas en rebanadas muy
finas, de unas fracciones de micrémetro de es-
pesor —entre 30 y 90 nanémetros—, que fue-
ran estables al impacto del haz de electrones y
que se extrajera todo el liquido de ellas.

Asi, surgié un procedimiento estandar para la
preparacion de muestras biolégicas para su
observacion con el microscopio electrénico
de transmision. También, a lo largo del tiem-
po, se disenaron variantes a ese procedimien-
to estandar, tanto para la observacion de dife-
rentes tipos de muestra como para el estudio
de la composicion y localizacién de moléculas
especificas.

La microscopia electronica y la biologia
celular

El uso de una técnica estandar para micros-
copia electrénica de transmision en ciencias
biolégicas contribuyd definitivamente a cono-
cer la estructura fina de la célula. Por ejemplo,
se detalld la estructura de la mitocondria y se
descubrié la presencia de las llamadas cres-
tas mitocondriales, esenciales para entender
la respiracion celular. El reticulo endoplasmi-
€O rugoso v el aparato de Golgi que, aunque
fueron observados por primera vez en 1902
y 1898 respectivamente, fue hasta la década
de los afos 1950 que se confirmd su existen-
cia con el uso del microscopio electrénico de
transmision. Asimismo, gracias al uso de este
instrumento se confirmd la presencia de ve-



siculas y microvesiculas relacionadas con el
transporte de moléculas por la ruta secretora,
de la que forman parte esos organelos. Del
mismo modo, fue posible observar las particu-
las nanomeétricas relacionadas con diferentes
eventos del metabolismo como la transcrip-
cion, la cadena respiratoria o el sustrato mor-
folégico de la fotosintesis, i,e, los tilacoides del
cloroplasto. Asimismo, el procedimiento de
observacion de estructuras aisladas como la
ATP sintasa, el DNA y el RNA o las proteinas.
De manera notable, otros hallazgos como el
descubrimiento del ribosoma por G. Palade y
el reticulo endoplasmico por K. Porter, realiza-
dos con el microscopio electréonico de transmi-
sién, permitieron el surgimiento de la biologia
celular como una disciplina encaminada a es-
tudiar la célula normal y la célula patolégica.
También se pudieron describir con este instru-
mento, los lisosomas, los microcuerpos o la
estructura fina del nucléolo, organelo en don-
de se producen los ribosomas citoplasmicos
en eucariontes, esenciales para la produccion
de proteinas en todos los seres vivos.

Micrografia electronica de una célula humana. En el nicleo (N)
y en el citoplasma (C) se observan diferentes estructuras. En el
citoplasma las flechas pequenas senalan a las mitocondrias. La
flecha mas grande sefala el citoesqueleto.
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Ultraestructura a mayor aumento de citoplasma (C) de una célula
humana muestra varios organelos y estructuras submicroscopicas
como el reticulo endoplasmico rugoso, que esté sefalado por la
flecha delgada. También se observan mitocondrias (flecha gruesa)
y endosomas. (e) El citoplasma contiene abundantes particulas
que corresponden a los ribosomas.
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Micrografia electrénica de transmisién de una célula de la hoja de
la planta teocintle (Zea perennis). Se observa la estructura interna
que consta de nucleo (N) y nucléolo (nu), vacuola (V), mitocondria
(m) y pared celular (Pc). La linea indica la escala de 5 um que per-
mite calcular la longitud de la célula en unas 20 um.
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Ultraestructura de una mitocondria (m). Este organelo esta recu-
bierto por dos membranas. La flecha senala una cresta mitocon-
drial en donde ocurre la cadena respiratoria. Fuera de este orga-
nelo hay reticulo endoplasmico rugoso (RER) y ribosomas (r) en
donde se lleva a cabo la sintesis de las proteinas

{Qué contienen las estructuras submicros-
copicas?

Adicionalmente al estudio de la estructura de
las células y de los tejidos, la produccion de
mapas moleculares o quimicos in situ ha sido
un area de desarrollo. Para ello, se han pro-
ducido variantes del procedimiento estandar
de preparacién de muestras. Combinadas
con la utilizacion de marcadores quimicos o
con sondas moleculares como anticuerpos
y secuencias de acidos nucleicos, surgieron
técnicas de localizacion de acidos nucleicos y
proteinas que han contribuido a la generacion
de mapas moleculares relacionados con la
expresion génica. Tal es el caso de la inmuno-

microscopia electrénica y de la hibridacion in
situ ultraestructural de acidos nucleicos. Con
ello, es posible conocer la composicién in situ
de estructuras submicroscoépicas celulares
que contienen genes y los productos de su
expresion, como las nanorribonucleoproteinas
(nanoRNP).

Perspectivas

Las nuevas técnicas como la criomicroscopia
electronica ya sefialan un desarrollo sobre el
conocimiento de las estructuras celulares a ni-
vel de resolucién molecular dentro de la célula,
tanto procarionte como eucarionte. Sin duda,
los avances se encaminan al conocimiento a
nivel molecular de las estructuras celulares,
asf como a su composicién de genes y sus
productos de expresion, lo que permitira el co-
nocimiento de las funciones especificas en la
vida de las células. Hoy en dia el estudio de
los territorios intracelulares relacionados con
la organizacion de los genomas y sus produc-
tos en forma de RNA y/o proteinas son motivo
de analisis.

Agradecemos el apoyo técnico de la Bidloga
Sarai Cruz Gémez y del Bidlogo Diego Garcia
Dimas, por la preparacion de la muestra de
teocintle.
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La aberracion corregida en microscopia electronica de transmision
(Cs-TEM por sus siglas en inglés) ha sido por las Ultimas dos déca-
das y media la tendencia en la microscopia moderna. Las companias
que fabrican microscopios electrénicos han apostado por el camino
de implementar correctores de aberraciones para conseguir reso-
luciones por debajo de 1 Angstrom (<1 A). En este tiempo se han
publicado articulos en revistas de alto prestigio donde la capacidad
de resolver atbmicamente la estructura de materiales ha contribuido
de forma impactante en las ciencias basicas y aplicadas. Ejemplos
como la detecciéon de atomos aislados en capas monoatémicas de
grafeno o la observacién directa de la reconstruccion superficial de
atomos en metales y semiconductores han revelado propiedades
fisicas y quimicas de estos materiales funcionales. A este respecto
podriamos preguntarnos: ¢Donde esta el limite de la resolucion? Una
respuesta asociada con las limitaciones de la deteccion de los elec-
trones podria ser que estaria determinada por el radio del atomo de
Bohr (~0.5 A) donde otros campos fascinantes de la fisica, como
la mecanica cuantica, juegan un papel importante. Sin embargo, en
retrospectiva, los fendbmenos que ocurren en los materiales pueden
ser estudiados a resoluciones de menor escala. Uno de los primeros
ejemplos de observacion a menor escala es el realizado por Robert
Brown, un botanista inglés en el afio 1827, usando un microscopio
optico. Su hallazgo consistié en registrar el movimiento de granos de
polen dispersos en una soluciéon, en donde observé que las particu-
las se movian dinamicamente y el cual es conocido como el movi-
miento Browniano en reconocimiento al Robert Brown. Inicialmente,
el botanista pensé que las particulas deberfan dejar de moverse en
algin momento, pero eso no ocurrio. La explicacion a este fenémeno
no vino sino hasta 1905 cuando Albert Einstein describi¢ de forma
elegante el movimiento Browniano, teoria que contribuyd significati-
vamente para sentar las bases de la teorfa cinética en termodinamica.
Este ejemplo es tan solo un caso donde la capacidad de registrar
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un fendmeno dindmico en un microscopio da
lugar a la formulacion de una teorfa cientifica.
A la escala nanométrica hay una infinidad de
fendbmenos por entender, especialmente en
materiales funcionales, donde la respuesta fi-
sica de los materiales es su propiedad funda-
mental. Algunos ejemplos como la respuesta
magnética en materiales o entender el me-
canismo de transporte de carga en peliculas
delgadas tienen aplicaciones en dispositivos
microelectrénicos. Otros ejemplos como la
transformacion de fases cristalinas en meta-
les variando la temperatura o la medicién de
propiedades mecanicas y eléctricas en ma-
teriales confinados a la nanoescala estan di-
rectamente relacionadas con el desarrollo de
nuevas tecnologias en la era moderna. Para
llevar a cabo estos estudios dinamicos en el
microscopio electrénico de transmision es
necesario usar portamuestras especiales que
permitan estimular a los materiales de forma
externa y registrar su evolucion de forma di-
namica en el microscopio. La realizacién de
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experimentos en tiempo real dentro de la co-
lumna del microscopio electronico de trans-
mision es conocida como in situ TEM. Los
experimentos in situ TEM son un reto debido a
que el ancho permitido de la pieza polar (len-
te objetiva) esta reducido a unos pocos mi-
limetros, especialmente los microscopios de
alta resolucién. Adicionalmente, las muestras
objeto de estudio deben ser “electrén-trans-
parentes” lo cual implica que las muestras de-
ben ser adelgazadas a espesores por debajo
de 100 nm para poder ser atravesadas por los
electrones y colectar las iméagenes. ¢Qué tipo
de experimentos son posibles de realizar den-
tro del microscopio electronico de transmi-
sién? Basicamente podriamos categorizarlos
en cinco tipos de experimentos: mecanicos,
eléctricos, dpticos, magnéticos y a temperatu-
ra variable. La figura 1 muestra una ilustracion
del microscopio electrénico de transmision y
la region donde se insertan los portamuestras,
asi como el tipo de respuesta colectada en las
camaras digitales.

Microscopio electrénico de transmision
=
)

Figura 1. Diagrama esquematico de experimentos in situ TEM.



La alta resolucion espacial que provee el mi-
croscopio electronico de transmision se co-
lecta en el que se conoce como espacio real.
Adicionalmente, se puede registrar el diagrama
de difraccién de electrones, anélogo a los di-
fractogramas que se obtienen por difraccion
de rayos X, conocido como el espacio reci-
proco. Los diagramas de difraccion de elec-
trones, a diferencia de los rayos X, se pue-
den colectar de regiones nanométricas de la
muestra, entonces se graba no solo la imagen
de la muestra sino su estructura en el espacio
reciproco. Ambos espacios, real y reciproco,
estan directamente relacionados con la capa-
cidad de resolucion espacial del instrumento.
Sin embargo, hay otro factor importante ade-
mas del espacial y es el temporal. La resolu-
cion temporal depende de la rapidez con la
que se registra la imagen o el difractograma.
Antiguamente las imagenes eran grabadas en
peliculas de emulsiones fotogréficas en la que
usaban unos pocos segundos de tiempo de
exposicion. Gracias al desarrollo de detecto-
res digitales se ha podido colectar imagenes
con mayor rapidez; sin embargo, sigue siendo
un reto colectar imagenes a velocidades altas
para monitorear por ejemplo la propagacion
de una grieta en un material que esta siendo
deformado mecanicamente. La propagacion
de defectos estructurales se lleva a cabo a ve-
locidades cercanas a la velocidad del sonido
(~ 300 m/s), dependiendo de cual material se
estudie. Haciendo un célculo aproximado, si
uno quiere grabar los eventos que ocurren en
una region de analisis de 300 nm? a la velo-
cidad del sonido, la camara deberia registrar
aproximadamente miles de cuadros por se-
gundo, dicha resolucion temporal es un reto.
Por otro lado, las camaras usadas para detec-
tar electrones son convencionalmente cama-
ras que convierten los electrones en luz a tra-
vés de un dispositivo de centelleo en contraste
con las camaras de luz que son mucho mas
rapidas como son las camaras de balistica. Ac-
tualmente hay cdmara de deteccioén directa de
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electrones, que permite grabar iméagenes en el
rango de milisegundos. La resolucion temporal
es importante en microscopia in situ porque la
respuesta de los materiales al ser estimulados
externamente debe grabarse en tiempo real.
Finalmente, el Ultimo aspecto importante a
considerar en la microscopia in situ es el con-
trol del dafo por radiacién con electrones. Los
electrones son acelerados a energias muy al-
tas, del orden de 200 mil volts, lo cual puede
producir un deterioro en los materiales objeto
de estudio. Por otro lado, los electrones se pue-
den usar como una fuente de radiacion para
generar un efecto en las muestras y hacer mi-
croscopia in situ con el mismo haz de electro-
nes. Entonces la radiacion puede controlarse
reduciendo la densidad de corriente (nUmero
de electrones por area), pero la iluminacion es
pobre y los detectores requieren también una
alta sensibilidad para registrar menores even-
tos de choques de electrones con el detector.

Las descripciones antes dadas, resolucion
espacial y temporal, y limite de detectabilidad
configuran un instrumento sumamente costo-
so y complejo. No obstante, como mencioné
anteriormente, la alta resolucién es un factor
que para la microscopia in situ TEM puede
ser menor. Eso alienta a los microscopistas
a mirar hacia la posibilidad de adquirir por-
tamuestras capaces de realizar experimentos
en los microscopios convencionales y en la
actualizacion de los detectores. La microsco-
pia in situ TEM es un campo abierto a explorar
para el estudio dindmico de materiales. En la
Universidad de Texas en San Antonio hemos
enfocado nuestros esfuerzos en la realizacion
de experimentos in situ para estudiar propie-
dades mecanicas, eléctricas y magnéticas
en materiales fabricados a la nanoescala. La
figura 2 (izquierda) muestra un esquema del
portamuestras usado para los experimentos
mecanicos/eléctricos, el cual consiste en una
punta de microscopia de fuerza atémica (AFM)
acoplada a un circuito eléctrico, esta punta es
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deflectada mecéanicamente y la fuerza se re-
gistra en controlador. La sucesion de image-
nes se colecta en tiempo real y cada imagen
(colectadas a 300 ms) se analiza para estudiar
la deformacion, para finalmente construir la
curva esfuerzo-deformacion. En experimento
que se muestra a la derecha de figura 2 se
combinan las pruebas in situ TEM mecanicas
y eléctricas realizadas en un nanoalambre de
plata. En ese trabajo hemos identificado un
cambio en el compartimento eléctrico del na-
noalambre de plata al mismo tiempo que esta
siendo deformado mecénicamente, hasta al-

canzar su deformacion plastica [1].

Semaw climent

Current (nA)

Eias (k)

Figura 2. Experimento in situ TEM mecénico-eléctrico en nanoa-

lambres de plata [1].

Otro campo que hemos estudiado desde hace
unos anos es el nanomagnetismo en materia-
les. Los materiales con propiedades magnéti-
cas estudiados de forma tradicional de la tabla
periddica son el hierro, el cobalto y el niquel.
Pero al confinarlos a la nanoescala sus esta-
dos magnéticos dependen del tamafo y la for-
ma de los objetos. Las aplicaciones son muy
diversas, desde la fabricacién de dispositivos
de almacenamiento de memoria hasta el uso
de nanoparticulas en aplicaciones biomédicas.
Describir el comportamiento magnético de di-
chos materiales se realiza con magnetometria
in situ TEM. En esta técnica usamos un bipris-
ma de electrones para obtener hologramas,
las muestras son estimuladas magnéticamente
con las bobinas magnéticas del lente objetivo
hasta alcanzar su saturacion magnética. La
holografia con electrones permite registrar los
potenciales magnetostéaticos y electrostaticos
de materiales a través de la recuperacion de la
fase de los electrones. Dicha fase recuperada
permite visualizar los campos y dominios mag-
néticos a esta escala. El conjunto de imagenes
de la figura 3 muestra los comportamientos
magnéticos de diferentes materiales a la na-

Figura 3. Micrografias de campo brillante tomadas por TEM: (a)
nanoplato de permaloy (FeNi), (b) microestructura de material
cerédmico Ni2MnGa, (c) arreglo bidimensional de alambres de
niquel. Respectivos comportamientos magnéticos registrados
por holograffa con electrones después de alcanzar la saturacion
magnética con el lente objetivo del microscopio: (d) estado de
vortice del nanoplato de permaloy, (e) dominios magnéticos en
la microestructura y (f) contorno magnético en la direccién de los
alambres de plata [2, 3].



noescala [2, 3]. Por ejemplo, el estado del dis-
co de permaloy (FeNi) es un estado de vortice,
donde el campo se encuentra encerrado en el
disco y no hay lineas de campo fuera de él.

En resumen, en este articulo he pretendido
mostrar el panorama de experimentos que se
pueden realizar dentro de la columna de un
microscopio electrénico de transmision con la
idea de despertar el interés en estudiantes in-
teresados en materiales funcionales y sus po-
tenciales aplicaciones tecnolégicas. Los avan-
ces en esta direccion, in situ TEM, seguiran
siendo sin duda una tendencia en la microsco-
pia electronica de transmision de la presente
década y seguiré teniendo relevancia a futu-
ro al mismo tiempo que se hacen desarrollos
modernos respecto a la resolucion espacial
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y temporal, asi como en los limites de detec-
cion de electrones. Finalmente, regresando al
ejemplo observado por Robert Brown, la ob-
servaciéon en tiempo real de fenémenos a la
nanoescala nos ayudara a entender y describir
propiedades fisicas de los materiales funcio-
nales y tener impacto en las nanociencias y
nanotecnologia.

Referencias
[1] Ochoa et al. (2019). Nanopart. Res., 21 (1).
[2] Ortega et al. (2018). Microsc. Microanal, S1, 24, 952.
[3] Ortega et al. (2018). AIP Advances 8. 056813.

A continuacion, presentamos algunas foto-
graffas del Dr. Arturo Ponce, con sus brillantes
estudiantes trabajando en el microscopio elec-
trénico de transmision de su institucion.
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Resumen

En el presente ensayo se exploran algunas aplicaciones del
Microscopio Electrénico de Barrido (MEB) en la investigacion
agricola y pecuaria, dejando evidencia de la gran utilidad de
esta técnica en la solucion de problemas en el campo para la
produccién de alimentos inocuos y de calidad, de origen vege-
tal y animal. La aplicacién de esta técnica se extiende a los es-
tudios de poscosecha para el manejo, transporte y exportacion
de productos horticolas. El potencial del MEB para el campo
mexicano es enorme y prometedor.

Introduccién

&Qué es un microscopio?

Alguna vez hemos usado una lupa para observar cosas mas
pequenas de lo que el ojo humano (< 0.2 mm) puede perci-
bir. Asi los microscopios foténicos usan lentes de vidrio y la luz
como fuente de iluminacién. En contraste, los microscopios
electrénicos usan lentes electromagnéticas y electrones (€)
como fuente de iluminacion, los cuales pueden observar obje-
tos mas pequenos que las bacterias (1 um), como los virus (100
nm) y nanoparticulas. Recordemos que un nanémetro es unas
mil millonésimas (0.000000001 m) parte del metro (1 x 10 9).

¢Qué es un Microscopio Electronico de Barrido?

El Microscopio Electrénico de Barrido (MEB) ilumina o bom-
bardea la muestra con un haz de € que la recorre de un lado a
otro, y laimagen se genera cuando los € secundarios, emitidos
de la muestra, son captados por un detector y convertidos en
una imagen analdgica o virtual con una gran profundidad de
campo que da impresion de ser 3D sin serlo (Figura 1).
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Figura 1. Microscopio Electrénico de Barrido convencional JSM 5690 (JEOL, Japén), alto vacio, con EDS (INCAx-act, Oxford Instrument)
acoplado. Resolucion 3 nm. Ay B (MEB de la Unidad de Microscopia Electrénica, COLPOS, Montecillo); C. Formacién de la imagen en
un MEB por é secundarios (imagen C tomada de https://myscope-explore.org/2_9 howistheimagemade.html).

i{Por qué el MEB es una herramienta en la
investigacion agricola y pecuaria?

El MEB aporta informacioén valiosa sobre la mi-
cromorfologia externa e interna de estructuras
vegetales y animales, lo cual puede impactar
en el estudio de plagas y enfermedades agro-
pecuarias, hasta la tecnologia poscosecha
como se revisara a continuacion.

Caracteres estructurales
La estructura del polen puede ser usada para
la identificacion de plantas. Es conocido que el
polen es fuente comun de alergias causadas
por proteinas que se ubican en la pared del
grano de polen (Figura 2).

OkV X750  20pm

X2,700  5pm

Figura 2. Microestructura de granos de polen. A. Grano de polen
de nopal (Opuntia spp.); B. Grano de polen del arbol de Colorin
(Erythrina coralloides) con Microscopia Electronica de Barrido
(JEM-6390) resolucién de 3 nm. Imagen generada en el Labora-
torio de Microscopia Electrénica del Colegio de Postgraduados
(COLPQOS).

Enfermedades en cultivos

El MEB es una herramienta valiosa para la
observacion, caracterizacion e identificacion
de los agentes causales de enfermedades en
cultivos que ocasionan grandes pérdidas en el
campo. Por ejemplo, México es el 2.° produc-
tor mundial de chile verde (Capsicum annum)
con 3,324,260 ton anuales y hoy es el 1.° ex-
portador mundial (1). El tipo de chile de mayor
produccién en el pals es el jalapefio, seguido
por el morron y el poblano. Por ejemplo, con
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técnicas moleculares y microscoépicas se iden-
tificaron dos hongos que causan la pudricion
en plantulas de chile poblano representando
grandes pérdidas econdmicas (2) (Figura 3).

10kV  X4,000  Spm CP-UME

Figura. 3 Micrografia electronica de barrido de macroconidias de
Fusarium oxysporumy F. solani hongos causantes de la pudri-
cién de plantulas de chile poblano. (Cortesia: Hilda Victoria Silva
Rojas y Mally N. Rivera-Jiménez, COLPOS, Montecillo).

Plagas y parasitos de cultivos

Un insecto plaga que dana las plantaciones
comerciales de soya (Glycine max L. Merr.) es
el picudo de la soya, Rhyssomatus nigerrimus
Fahraeus, un curculiénido que posee en sus
antenas una diversidad de sensilas que le sir-
ven para localizar a la pareja, alimento y sitios
de ovoposicion (3) (Figura 4).

CP-UME

Figura 4. Antenas y sensilas de R. nigerrimus, observadas con
Microscopfa Electrénica de Barrido. Estas estructuras estan
formadas por un escapo, un pedicelo y un flagelo de nueve
segmentos. Cortesia: Juan Cibrian-Tovar y Elsy Maria Delgado-
Garcfa, COLPOS, Montecillo.

Los &caros son aracnidos extremadamente
pequefos (< 1 mm) que son parasitos y pla-
gas de muchas plantas y cultivos como los Te-
franychus spp que succionan los contenidos
celulares de méas de 1000 especies de plantas
cultivadas y no cultivadas (Figura 5).

X550  20pm

Figura 5. Larva del acaro Tetranychus urticae de tamafio de 1/10 de
mm. Con el MEB pueden distinguirse los pliegues en su cuerpo. Cor-
tesfa: Dr. Gabriel Otero Colina, Entomologia, COLPOS, Montecillo.

Enfermedades poscosecha

Un fruto mexicano de gran potencial es el ma-
mey (Pouteria sapota), pero este requiere re-
frigerarse (13.°C) para su exportacién debido
a que presenta susceptibilidad a pudriciones
internas inducidas por hongos. Con base en
caracteristicas morfoldgicas y moleculares, los
hongos asociados a la pudricion del fruto se
identificaron como Pestalotiopsis paeoniicola
y Lasiodiplodia theobromae (4) (Figura 6).



Figura 6. Fotografia MEB, de conidios y conidiéforos de Pesta-
lotiopsis paeoniicola causantes de pudriciones poscosecha en
mamey. Cortesia: Daniel Nieto-Angel y Rafael Gomez-Jaimes,
COLPOS, Montecillo.

Tecnologia poscosecha de carne

La tecnologia poscosecha tiene la finalidad
de mejorar la calidad y vida en anaquel de
la carne. El efecto de tratamientos fisicos en
la microestructura de carne (bovino). El ultra-
sénico de alta intensidad (HIU) modifica las
propiedades fisicoquimicas y funcionales de
los productos céarnicos, donde la capacidad
de retencién de agua y la textura muscular
son los més relevantes, propiedades relacio-
nadas con el rendimiento, jugosidad y sua-
vidad de la carne (5). El tratamiento con HIU
desorganiza los arreglos fibrilares y miofibri-
lares e inhibe o mata microorganismos; este
ultrasonido ablanda la carne y alarga su vida
en anaquel (Figura 7A, 7B). Estas modifica-
ciones estructurales pueden evaluarse con
detalle en un MEB.

Nutricién de rumiantes

La calidad nutricional de los pastos forrajeros
disminuye con la edad. Es importante conocer la
estructura vegetal de los pastos, asi como los mi-
croorganismos ruminales que degradan la pared
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Figura 7. Efecto de ultrasonido en la microestructura de carne de
bovino. A. Corte transversal mostrando fibras y espacios interfi-
brilares; B. Miofibrillas dentro de la fibra muscular. Cortesfa: Luis
Manuel Carrillo-Lopez y Alma Delia Alarcén-Rojo, Universidad
Auténoma de Chihuahua.

celular, afectando la digestibilidad y el potencial
nutricional del pasto para el ganado. Con ayuda
del MEB se ha caracterizado la degradacion de
estos pastos en el rumen de las vacas (in situ), lo
que permite entender la interaccion del microbio-
ta bajo diversos tratamientos (6) (Figura 8).

Figura 8. Imagen de MEB. Degradacién de Festulolium por bacte-
rias y levaduras después (48 h) de la ingesta por una vaca.
Cortesfa: Sergio S. Gonzélez-Munoz e Isaac Almaraz-Buendia,
COLPOS, Montecillo y Universidad Auténoma de Hidalgo.
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Tecnologia de alimentos: también se han
caracterizado encapsulados de proteinas,
probidticos y diferentes compuestos que se
emplean en la industria alimenticia humana y
de rumiantes. Por ejemplo, la caracterizacion
con MEB fue esencial para conocer el diseno
y evaluacion in vitro de microcapsulas aca-
rreadoras de urea para mejorar la liberacion
y disponibilidad en el rumen de bovinos (7)

(Figura 9).

CP-UME

10kY X400 5EI|.|::1

Figura 9. Micrografias obtenidas en MEB de microcépsulas aca-
rreadoras de urea, encapsuladas con carboén activado y eudragit.
Cortesfa: J. Efrén Ramirez-Bribiesca y Raymundo Lira-Casas,

COLPOS, Montecillo.
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IMPORTANCIA DE LA CARACTERIZACION
MICROESTRUCTURAL

POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
EN LOS MATERIALES DE CONSTRUCCION
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Los materiales de construccion son materias primas, productos
y subproductos que sirven para la creaciéon de obras civiles y
edificaciones, sus caracteristicas fisicas y mecanicas son de gran
importancia para garantizar el buen funcionamiento de la obra en
cuestion a lo largo de su vida Util, sin generar costos extraordinarios
de mantenimiento.

En anos recientes se han probado con nuevas composiciones,
aditivos, adiciones o sustituciones con el objetivo de desarrollar
materiales de construccion mas resistentes, durables y con menor
impacto ambiental (1); estos nuevos materiales son rigurosamente
ensayados para comprobar sus cualidades fisicas y mecanicas,
por tal motivo son sometidos a pruebas de compresion, tension,
flexion, resistencia a penetracion de agentes externos, entre otros
igual de importantes; sin embargo, este tipo de ensayos no aportan
informacion sobre la morfologia microestructural resultado de las
modificaciones que se han realizado; siendo la microestructura la que
proporciona las propiedades a la macroestructura (y no al revés), es
importante conocerla, estudiarla y entenderla con el fin de tomarla en
cuenta en las decisiones de disefio y aplicaciéon de materiales.

Un instrumento que puede ser de gran utilidad para cumplir con este
propdsito es el Microscopio Electrénico de Barrido (SEM, por sus siglas
en inglés, Scanning Electron Microscope), que por su configuracion
(figura 1) puede detectar senales que nos permiten observar y
caracterizar la superficie de los materiales estudiados, proporcionando
informacion de la morfologia y composicion quimica (2).
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Figura 1. Esquema de un Microscopio Electrénico de Barrido.

Un ejemplo de la aplicacion de este tipo de
andlisis en materiales de construccion se
presenta en la figura 2; las micrografias corres-
ponden a mortero base cemento portland (CP)
con una edad de siete dias, los cuales fueron
elaborados segun como lo sefala el Ing. Fidel
Bautista en su investigacion “Evaluacion de la
durabilidad de matrices de cemento portland,
con adicién de mucilago de nopal”. La dife-
rencia significativa entre la composicion de
cada una de las muestras que se presentan en
las micrografias es que la etiquetada como (a)
corresponde a una mezcla testigo que tiene los
componentes tipicos de un mortero (agua, CPy
arena); en cambio, alas muestras (b) y (c) se les
anadié mucilago (baba) de nopal como liquido
de mezclado (3), esto con el fin de aumentar la
resistencia a la infiltracion de agentes agresivos
externos y por ende aumentar su durabilidad.

La presencia de mucilago en las mezclas de
mortero retrasa el proceso de endurecimiento
y por ende aumentan los tiempos de fraguado
(4); en las micrograflas de la figura 2 es
posible observar este fendbmeno. En la figura
2a, correspondiente a la mezcla de mortero sin
adiciones de mucilago, se puede apreciar la
presencia de cristales con forma de “agujas”

alargadas que emergen de un nlcleo més
consolidado; estas formas son caracteristicas
del proceso de hidratacién del CP. Por otro
lado, en la figura 2b que corresponde a
una mezcla con cierta adicién de mucilago
de nopal, los cristales con forma de agujas
que se presentan son de menor tamano vy
espesor; para el caso de la figura 2c¢, donde
la mezcla tiene un porcentaje de mucilago
mayor que en la muestra b, la formacion de
estas geometrias apenas es perceptible.

Figura 2. Micrografias de morteros base CP con edades de sie-
te dias, utilizando detector de electrones retrodispersados. a)
mezcla de cemento, arena y agua; b) y ¢) mezclas de cemento,
arena y mucilago de nopal, en donde b) tiene menor adicién de
mucilago que c).
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Adicionalmente con la ayuda de un andlisis
elemental EDS (por sus siglas en inglés,
Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy) es
posible verificar cuales elementos quimicos
se encuentran presentes en las geometrias
identificadas y mediante un anélisis semi-
cuantitativo conocer su porcentaje de pre-
sencia; de esta manera es posible corroborar
que los cristales que se van formando tienen
la misma composicion en los tres casos. En
la figura 3 se muestra un ejemplo de este tipo
de analisis, en donde se observa la presencia
de los elementos Ca, O, Si, C, Al entre otros,
propios del CP y del agregado pétreo que se
utilizo.

Energia (keV)

Figura 3. Espectro EDS de la muestra b (con adicion de mucilago
de nopal) a una edad de siete dias.

Esta informacion es de gran importancia, ya
que nos confirma que, aunque los tiempos de
endurecimiento son mas largos, la formacion
de las estructuras que dan las propiedades
mecanicas Y fisicas deseables en los morteros
base CP se siguen llevando a cabo, de igual
manera nos indica que, debido al incremento en
lostiempos de fraguado, se debentomar medidas
extraordinarias en los procesos constructivos
tales como periodos mas prolongados en el uso
de moldes para garantizar el endurecimiento con
la forma deseada.

Ciencia en las fronteras

El seguimiento en la evolucion de la formacion
de las diferentes fases, resultado de la
hidratacién del CPR concluira si la adicion
de mucflago es beneficioso para la mezcla
de mortero o no; sin embargo, con este
ejemplo podemos observar la importancia
de la caracterizacion por medio de SEM en
el disefio de materiales de construccion. Este
tipo de anélisis nos permite conocer de qué
manera el cambio de composicion, uso de
aditivos o adiciones afectan la microestructura,
modificando el comportamiento fisico y la
resistencia mecéanica del material en general.
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Figura 1. Configuracion de un SEM.
Tomada de referencia 2.

La ciencia del siglo xxi requiere de un mayor conocimiento de los ma-
teriales tanto de nivel morfolégico, como de la composicidon quimica
de los mismos, y méas auln, no solo de la composicion quimica de los
materiales, sino también de la distribuciéon de los elementos. Por otro
lado, los desarrollos tecnoldgicos modernos requieren el estudio de
todos esos detalles en muestras de dimensiones cada vez menores.
Un instrumento que nos ayuda a contestar todas esas preguntas es
el microscopio electrénico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés
de Scanning Electron Microscope).



Este instrumento cuenta con una fuente de
iluminacion de electrones, en lugar de fotones
(luz) y de lentes electromagnéticas en lugar de
lentes de vidrio' (Figura 12). Con estas modi-
ficaciones se logran amplificaciones mucho
mayores que con un microscopio optico. Por
ejemplo, la figura 2 presenta una imagen de la
traza de un indentador de dureza en el orden
de micrémetros, en una muestra que contiene
Ta, W, Cy O. Podemos ver claramente la mor-
fologia de la muestra y la huella dejada por el
indentador de diamante sobre esta, pero no
conocemos ni la composicion quimica ni la
distribucion de los elementos en la muestra.

Figura 2. Huella de indentacion de muestra de TaC.

En la figura 1 podemos observar la configura-
cién de un SEM. En el microscopio se pueden
detectar distintas senales que nos permiten
determinar la morfologia y la composicion qui-
mica de la muestra. Para elucidar la composi-
cion quimica se utiliza la Energia de Dispersion
de rayos X (EDS, por sus siglas en inglés), en
la cual se aprovechan los rayos X generados
por el haz de electrones cuando interaccionan
con la muestra (Figura 3).
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Figura 3. Generacién de rayos X caracteristicos de un elemento.

Dichos rayos X son caracteristicos de cada
elemento, porque dependen de la diferencia
energética de los niveles electronicos de los
elementos de la tabla periédica y, por lo tanto,
se pueden usar para hacer analisis quimico.
El analisis quimico se realiza colectando to-
dos los rayos X producidos por la muestra y
graficandolos en funcion de la energia, como
se muestra en la figura 4. La identificacion de
los elementos se lleva a cabo porque cada
vez que un electrdn incidente saca un electrén
de un atomo de la muestra deja un hueco vy
dicho hueco (conocido como nivel atémico
excitado), se desexcita cuando un electron de
un nivel superior baja a llenar el hueco referido
y la diferencia de energia la descarga como
un fotén de rayos X (Figura 4). Por ejemplo, si
el hueco se realizé en el nivel mas profundo
del aomo (nivel K) y el electrén que llega a
ocupar ese nivel proviene del nivel L, el rayo X
emitido se etiquetara como Ka (Figura 5). Ana-
logamente, si el hueco se hizo en el nivel Ly el
electron que llena el hueco bajo del nivel N, el
fotéon emitido se llamara LB4.
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Figura 4. Espectro EDS de la muestra de la Figura 2.

Para ilustrar lo antes mencionado, la diferen-
cia de energia entre los niveles L y K del car-
bon (C) es de 277 electrén volts (0.277 keV),
el carbén tiene 6 electrones, por lo que solo
habra transicién Ka y aparecera a 0.277 keV
en la grafica de la figura 4 (llamado también
espectro). Para el caso del oxigeno (O), dicha
diferencia de energias es del orden de 0.515
keV y para el Tantalio (Ta) la transicion Ka co-
rresponde a 57.450 keV, la cual esta fuera del
intervalo del espectro, sin embargo, podemos
observar que aparecen transiciones de menor
energfa como las L y M, esto ocurre debido
a que los atomos de los elementos mas pe-
sados tienen muchos subniveles, por lo cual
aparecen varias transiciones del tipo “Ta I’ o
‘WL (Figura 4).

Principales lineas de emisién de rayos X
Ly Ma Mp

Nivel N
*
Nivel M
%
Nivel L
!

— Nivel K

Figura 5. Principales lineas de emision de rayos X.

Como cada elemento tiene diferente nimero de
fotones en el espectro de la figura 4, puede, en
principio, suponerse que a mayor nimero de
cuentas, correspondera una mayor cantidad
de atomos de dicho elemento. En teorfa eso es

cierto, excepto por varios detalles, entre ellos,
que la sensibilidad a fotones de baja energia se
ve muy disminuida ya que dichos fotones tie-
nen que atravesar algunas ventanas para llegar
al detector y ser contados, por lo tanto, un pico
pequeno en las bajas energias en realidad co-
rresponde a una cantidad considerable de ma-
terial. A partir de energfas del orden de 1 keV
este efecto no es tan importante. En la préctica,
para hacer una cuantificaciéon mas precisa hay
que tomar en cuenta la correcciéon ZAF, que tie-
ne que ver con el numero atémico (Z), la absor-
cién de rayos X por el mismo material (A) y la
fluorescencia (F). Por ejemplo, para el caso de
la muestra a la que nos referimos, la cuantifica-
cion de los elementos C, O, Ta y tungsteno (W)
se muestra en la figura 6, en la cual podemos
observar el porcentaje atémico y el peso de
cada elemento presente en la muestra.

CK 10.24 61.92
OK 0.59 2.68
Ta L 26.15 10.50
WL 63.01 24.89

Figura 6. Andlisis cuantitativo de la muestra de la figura 2 consi-
derando ZAF.

En los microscopios modernos, ademas de la
morfologia y el analisis quimico cualitativo y
cuantitativo, también se pueden tener iméage-
nes que den una idea clara de la distribucion
de los elementos en la superficie de la mues-
tra. Cuando el detector recibe senal de alguno
de los elementos de interés se marca un punto
en la pantalla de un color caracteristico. Por
ejemplo, en la figura 7b el equipo marca con
un puntito blanco cada vez que el haz de elec-
trones, en su viaje por la muestra, se encuen-
tra con la presencia de carbono.

En la figura 7c marca con un punto rojo cada
vez que encuentra oxigeno, y analogamente



marca en las figuras 7e y 7f la presencia de
tantalo (puntos azules) y tungsteno (puntos
verdes). Estos se conocen en el campo como
los “mapas” de los elementos correspondien-
tes, en este caso: C, O, Tay W. La figura 7d
sobrepone todas las imagenes en una sola,
esto es que presenta los mapas quimicos de
los 4 elementos en cuestion de una sola ima-
gen. Con esto nos damos cuenta claramente
de la distribuciéon quimica de los elementos,
que en este caso en particular resalta la in-
homogeneidad de la distribucién del Ta en la
muestra. Ademas, podemos observar que en
las zonas donde se acumula el Ta, el W se
percibe en menor cantidad. De esta manera,
utilizando SEM y EDS podemos realizar una
caracterizacion completa de los materiales
que incluye: morfologia, composicidon quimi-
ca cuantitativa y semicuantitativa y distribu-
cion espacial de los elementos en la superfi-
cie de la muestra.
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¢PREPARAR 0 NO A LOS ESPECIMENES
BIOLOGICOS PARA ESTUDIARLOS
CON EL MICROSCOPIO ELECTRONICO
DE BARRIDO?

ARMANDO ZEPEDA RODRIGUEZ

La microscopia electrénica revela maravillas ocultas a simple vista,
con electrones se crean imagenes magnificadas a partir de estruc-
turas mili, micro y nanomeétricas, mostrando espectaculares detalles
de la morfologia celular y sobre todo de la textura de las superficies
vistas a través del SEM.

Con el advenimiento del microscopio electronico de barrido (SEM)
en la segunda mitad del siglo xx, cientificos de diversas disciplinas
contribuyeron tanto al desarrollo de los mismos microscopios como
a la busqueda de métodos eficientes para resolver los inconvenien-
tes que presentaban organismos y células para poder ser analiza-
dos en las exigentes condiciones de vacio de las columnas de los
microscopios electrénicos. El estado de hidratacién y el bajo nimero
atémico de la composicion quimica de la materia viva fueron, en un
principio, grandes inconvenientes. En esa época, ambas configura-
ciones de los microscopios electronicos de transmisiéon (TEM) y SEM
se utilizaron como fuente de iluminacién termo-electrones originados
en un filamento de tungsteno (W) calentado y sometido a una dife-
rencia de potencial eléctrico para emitir electrones acelerados que,
en algln momento de su trayectoria, entrarian en interaccién con el
material organico.



Algunas de las caracteristicas que hacen dife-
rente al SEM respecto del TEM en su disefo
son: 1. Tiene una columna con lentes electro-
magnéticas, generalmente mas corta y care-
ce de lentes proyectoras; 2.La diferencia de
potencial eléctrico tiene un maximo de 30 kilo
electrén volts; 3. Una de las lentes esta disefia-
da especialmente para producir que el haz de
electrones se mueva con un desplazamiento
ciclico y repetitivo, que recorre una superficie
determinada linea por linea en un sistema de
coordenadas (X, Y, Z).

La interaccién entre el haz de electrones y la
superficie del espécimen genera una zona de
inestabilidad por colisiones llamada volumen
de interaccion de la que emergen dos tipos de
senales: electrones y rayos X. La informacion
que brindan esas senales es colectada por de-
tectores especificos para cada sefal produci-
da (Reyes, 2019).

Si la muestra por analizar esta libre de agua y
su composicion quimica esta conformada por
elementos de medio o alto nimero atémico, en-
tonces quedarfa libre de dafo al interactuar con
los electrones del haz principal. En otro caso, si
la muestra es organica y sin preparacion previa,
al serimpactada por el haz de electrones se pre-
sentarfan danos irreversibles en el espécimen,
sin la posibilidad de obtener informacién morfo-
l6gica ni de su composicion quimica (figura 1).

Por todo lo expuesto anteriormente, la materia
organica requiere de un intenso y minucioso
protocolo para conferirle al espécimen esta-
bilidad mediante la fijacién, eliminar el estado
liquido y conferirle conductividad eléctrica. To-
das estas medidas estan dirigidas a preservar
sin alteraciones la morfologfa integral de los
especimenes bioldgicos ante el impacto de
los electrones, ademas de optimizar todos los
beneficios que la microscopia electrénica de
barrido ofrece (figura 2).
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Figura 1. Imagen en que se observa el dafio causado
a un espécimen mal preparado para SEM.

L

Figura 2. Esporas de Cdndida sp. observada en SEM.
Morfologia caracteristica de las esporas sin alteraciones morfo-

lbgicas.
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Actualmente es posible poner bajo el haz de
electrones de un SEM todo tipo de material
organico como son pequefias muestras de
animales, vegetales u 6rganos; tejidos, células
y organelos celulares; hongos e incluso bacte-
rias y virus, todos ellos con proporciones im-
portantes de agua en su estructura.

El protocolo general a partir del cual se pue-
den procesar cualquiera de los materiales or-
ganicos antes mencionados es el siguiente:

Tabla 1. Protocolo de preparacion para espe-
cimenes bioldgicos

PROCESO

Seleccion y limpieza

Lavado

Fijacion

Lavado

Posfijacion

Lavado

Deshidratacion

Desecacion

O O I NI o |~ wiN | =

Montaje

—
o

Recubrimiento por evaporacion

—
—

Recubrimiento por ionizacién

Todos y cada uno de los procesos menciona-
dos en la tabla anterior son esenciales y de-
terminantes para conseguir el objetivo de pre-
parar especimenes bioldgicos con alto grado
de calidad sin alterar la forma y las caracte-
risticas propias de cada ejemplar procesado.

Antes de iniciar cualquier proyecto debemos
recabar informacién fundamental respecto del
material biolégico con el que trabajaremos,
como son las condiciones fisiolégicas del en-
torno de ese material, pHy osmolaridad, entre
otros, que serviran de referencia para prepa-
rar los reactivos que se utilizaran durante la

Temperatura de la solién
Tempo defacen

Figura 3. Representacion de los factores méas importantes para
preservar el estado nativo de un espécimen biolégico

Vobumen muss
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\

&

'

técnica (figura 3) con caracteristicas semejan-
tes a las de su entorno (Echlin, 2009).

Ahora revisaremos los puntos del proceso.
En el punto nimero uno, se refiere a la se-
leccion del método de obtencion de la mues-
tra y eliminar todo aquello que esté sobre su
superficie y que impida el contacto con los
reactivos, mediante lavados, agitacion ama-
ble o bien por sonicacién e incluso por mé-
todos enzimaticos. El punto nimero dos del
procedimiento, se aplica para eliminan todas
las particulas y residuos de soluciones que
quedaron del proceso anterior, utilizando un
buffer o amortiguador isoténico con las ca-
racteristicas fisiolégicas de la muestra. Punto
tres, la fijacion primaria es un proceso en el
que se presenta una amplia gama de carac-
terfsticas y de variantes. Lo primero que hay
que considerar como prioridad es que debe
realizarse en el menor tiempo posible, debi-
do a que cuando el espécimen vivo se aisla
de sus condiciones vitales, se desencadenan
procesos de autdlisis. Los fijadores suspen-
den esos procesos autoliticos inmovilizando



los componentes celulares para preservar el
estado nativo de ese sistema biolégico, ade-
mas participan otros factores que determi-
nan la eficiencia del fijador. En la figura 3 se
ejemplifica la participacion de esos factores
(Bozzola, 1999). Punto cuatro, para eliminar
los residuos de fijador se repite el lavado con
solucién amortiguadora como en el punto nu-
mero dos.

Punto cinco, de la posfijacion, también cono-
cida como fijacién secundaria. El propdsito
de este proceso es estabilizar las membranas
bioldgicas con tetra oxido de Osmio que tie-
ne alta reactividad y afinidad por sus lipidos,
después de cumplirse el tiempo de accién
del segundo fijador, se pasa al punto nime-
ro seis en el que se eliminan los residuos del
osmio con lavados con el amortiguador ini-
cial. Dada su alta volatilidad se recomienda
utilizarlo bajo condiciones extremas de bio-
seguridad con equipo de proteccién como
mascarillas de media cara o cara completa
con cartuchos que filtren vapores orgénicos.
Respecto del punto siete, la deshidratacion,
el objetivo de este proceso es reducir la ten-
sién superficial mediante el reemplazo del
agua de la estructura bioldgica por un agente
deshidratante como el etanol, cuando el agua
haya sido sustituida por etanol absoluto, in-
mediatamente se pasa al siguiente proceso;
punto ocho desecado por la técnica de Punto
critico, cuyo objetivo es reemplazar el etanol
absoluto por bioxido de carbono (CO,) en
estado liquido en condiciones controladas
de temperatura y presién en un desecador
de Punto critico, en este equipo el CO, es lle-
vado a sus constantes criticas (32 °C y 1072
PSI) en las que el CO, cambia de su estado
liquido a su estado gaseoso sin cambiar su
densidad (Douglas, 2001). En una siguiente
etapa, el gas contenido tanto en la muestra
como en su entorno se liberara lentamente,
cumpliendo el objetivo de eliminar todo ves-
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tigio de agua (tensién superficial cero) de la
materia organica. Este método fue introduci-
do por Anderson en 1970.

Para el punto nueve, los especimenes deseca-
dos se colocan sobre una platina de material
no magnetizable (aluminio, bronce o carbono)
adheridos con pegamento conductivo a base
de carbono o plata. Finalmente, los puntos
diez y once se refieren al proceso de recubrir la
superficie de los especimenes con elementos
quimicos que sean buenos conductores eléc-
tricos como el carbono, oro o bien aleaciones
de oro-paladio u oro-platino.

Las evidencias de haber utilizado este proto-
colo a lo largo de la historia demuestran que
es altamente confiable y, sobre todo, eficiente,
conservando la morfologia nativa de todo tipo
de especimenes biolégicos.

El desarrollo de técnicas de preparacion
evoluciond paralelamente con los avances
tecnoldgicos de los microscopios, el tipo de
filamentos, las mejoras en las lentes electro-
magnéticas vy el tipo de detectores dieron re-
sultados muy importantes en la magnificacion
y resolucién, particularmente en los microsco-
pios electrénicos de alto vacio (HVSEM).

El siguiente reto fue observar en los microsco-
pios de barrido especimenes biolégicos con
cada vez menos preparacion al material or-
ganico. A partir de la Ultima década del siglo
xx las companias fabricantes de microsco-
pios electrénicos hicieron modificaciones en
los sistemas de vacio, asf conocimos los mi-
croscopios de bajo vacio (LVSEM) y después
lanzaron al mercado los microscopios cono-
cidos como ambientales (ESEM), con presién
en la camara del espécimen muy cercana a
la ambiental. Con todos estos esfuerzos, se
han logrado observaciones de especimenes
vivos y en medios liquidos, aunque sélo por
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tiempos cortos y con resoluciones por debajo

de las expectativas (Schatten, 2008).

Ya iniciado el siglo xxi, los fabricantes incor-
poraron nuevas tecnologias en las camaras
del espécimen de los microscopios como
nuevos y multiples detectores y micro mani-
puladores, ademas de un canén de iones de
Galio para manipular materiales no biolégicos
(microscopios de doble haz); sin embargo,
cada vez se realizan més esfuerzos por apro-
vechar esos recursos en el trabajo con espe-
cimenes biolégicos hidratados aunque hasta
el momento los tiempos de observacion en la
cémara del espécimen son muy cortos, por lo
que debemos esperar a que esta restriccion
pueda ser superada hasta obtener mejores

resultados.

Por otro lado, para TEM se han desarrollado
importantes avances tecnoldgicos para obser-
var experimentos en material bioldgico in vivo
y en tiempo real, expuestos al haz de elec-
trones. Sin duda, en afios proximos veremos
importantes aplicaciones en los microscopios

electronicos de barrido.
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