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INTRODUCCTION

El presente trabajo, fué realizado con el &nimo de
traducir a un lenguaje detallado, las técnicas mds usadas en
investigaciones en que se emplea el microscopio electrdnico.

La adaptacién de una técnica a los medios disponi—

bles en un determinado laboratorio, es un trabajo que requie~

- re inversién de tiempo, del que en muchas ocasiones no dispo-

ne el investigador, pues implicaria la necesidad de separarse
virtualmente &e la investigacién original. Este hecho hace -
que no se inicien en nuestro medio, invesﬁigaciones en ese ra-
mo, pueé para ello, se tendria que empezar por dominar la téc-
nica a usar y adaptarla a las condicidnes existentgs; y, en -
algunos casos, seria necesaria la construccidn de cierto tipo
de equipo y una gran cantidad de pruebas para obtener un re-
sultado satisfactorio. h

| En la presente tesis, se detallan algunas de las -
principales técnicas de microscopia electrénica, adaptadas en

su totalidad a los medios que hay al alcance, dentro de nues-
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tros laboratorios de investigacién (Capitulos ITI y III).
En el Capitulo I se ofrece una idea general del

funcionamiento y condiciones de operacidn del microscopio,

mientras que en el Capitulo IV, se discute en especial, la

técnica de observacién con campo obscuro.
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' . crPITULO I g SRR ;
INTRODUCCION AL MICROSCOPIO ELECTRONICO'. : S ‘
i) Fuhcionaﬁiento en general.- El microscdéio' -;; ‘
~'eieét26ni¢o fﬁé cteadd como cohéecuencia de la necesidad de '?
investigar'objetos de diﬁénsiones tan pequeﬂas; qﬁe es£aban
por debajo‘del lfmite dé un mictosccpi§ éptico. Usaremos la‘ ' %
. . ) - '
gran éémejanza que existe entre el funcionamienfo de uno y - vg
. dtro,‘Para‘explicar su funcionamiento. Podemos resumir. en - %
j ‘
? tres ioa sistemas del microscopio electrén;qQ;,el s;chya.de '
iluninacién, el de formacién y amplificacién de la, imagen y i
7 élvde deteccién de la misma. ‘ - v:  :f  :ﬂui: ;5;
| ﬁl funcionamiento del sistema de iluminacién»pqe- |

devregumirse de la siguiente manera: dentro de una cavidad f-’<y”

o e e kg e b SR e

’cilin&riqa se encuentra colocado un filamento de tungstepo“- 

)
1
|




en forma de V, con su vértice exactamente enfrente de un ori-

ficio central en una de las bases del cilindro hueco; cilin--

dro que es sometido a un potencial negativo respecto del fila

mento. Al circular una corriente a través de éste, aumenta -

su temperatura, por lo que se libera una gran cantidad de --

electrones, los cuales atraviesan el orificio del cilindro ge

nerdndose as{ un haz,
dedor del agujero por
de pasar a través del
pierde una gran parte
pasar por la apertura
de manera que lo hace

lo una parte de ella.

que en virtud del campo existente alre-~
el que pasa, se hace converger. Después
dnodo (atefrizado), en cuyas paredes se
del haz, éste prosigue su camino hasta -
de un condensador, que afecta al haz, -
incidir sobre la muestra iluminando s86-

Después de que 'los electrones interac-

cionan con la muestra, se dispersan y pasan al sistema de for

macién y amplificacién de la imagen. [ste sistema estd forma

do por una serie de lentes que pueden ser electrostdticos o -

electromagnéticos y que afectan la trayectoria del haz en for-

ma andloga a como actdan los lentes empleados en microscopia -

éptica.

En el caso de lentes electrostéticos, se utilizan

conjuntos de electrodos sometidos a potenciales tales gque pro

- duzcan un campo eléctrico con simetria axial; ejemplos de es-

" tos arreglos pueden apreciarse en la figura No. 1. Si por -

el contrario, se emplean lentes magnéticos, el sistema estard
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constituido por piezas polares de hierrq dulce, las cuales -
producen campos magnéticos con simetria axial y se encuentran
rodeadas por una bobina en la cual la corriente dc que se hace
circular por ella varia la longitud focal de la piezapolar; =-
la ilustracién correspondiente a esta lente se muestra en la -
figura No. I.2.

'Debido a los problemas que presenta la estabili-
zacién de un sistema de lentes electrostdticos y a la disminu-
cién en aberraciones 6épticas al emplear lentes magnéticos, la
utilizacién de este dltimo tipo de lentes es mds comin. La -~
amplificacién que se logra con cada uno, estd en el intervalo
de 100X a 300X, lo que hace necesario que el sistema consista
~ de un mayor nﬁmgro de lentes para el logro de amplificaciones
’del orden de 200 O00X.

Finalmente, se tiene el sistema.detector de la -
imagen, el cual consiste de una pantalla fluorescente coloca-
da en el plano focal del idltimo lente del sistema proyector;
la imagen también puede ser registrada en la pelicula fotogrd-
fica de una cdmara adaptada al microscopio, presentada en una
televisién, etc,

Para el funcionamiento adecuado de los sistemas -
descriﬁos anteriormente,‘es imprescindible gue sean evacuados,
pues la presencia de moléculas de aire en ellos introduciria

errores o variaciones en la operacién de los lentes asi como -
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Fig. I.1. Ejemplos de sistemas de electroios que producen campos
electrostiticos con simetriu axial.
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también obstaculizaria a los electrones en su trayectoria ha-
cia la pantalla,

Las dimensiones convencionales en un aparato como
el va mencionado son las siguientes:

distancia filamento-lente condensador = 15 cm

didmetro de la abertura del condensador = 0.25 a 0.50 mm
distancia condensador-lente objetivo = 15 em
didmetro de la abertura del objetivo = 25 a 100 micras

distancia objetivo~pantalla fluorescente = 100 cm

4mm de -~

vacio que se logra en el sistema es del orden de 10~
Hg. En la figura No. I.3 se muestra un esquema del micros-
copio elec£t6nico del tipo magnético {(que fué utilizado en el
~presente trabajo).

2) .~ Poder de Resolucidén.- Entre las principales -
aberraciones que presentan los lentes del microscopio elecgré
nico, destaca la aberracién esférica. Esta aberracién también
se llama defecto de abertura y su importancia radica en el he-
cho de que es uno de los principales factores gue limitan e; -
poder de resolucién de los microscopios electrdnicos. El efec
to de esta aberracién en la imagen de un punto axial préximo -
él primer punto focal del lente objetivo se muestra en la figu
ra No. I.4. El poder del lente es mayor para los rayos, mien-
£ras,mayor sea la distancia ry a la cual pasan por el lente.

Los rayos contenidos dentro de un dnculo de abertura o son -
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esparcidos sobre un disco de radio A r; en el plano ima-

3

gen, donde A r; es proporcional a o

El punto P ten
dr& un di&metro aparente Z}hri/M, donde M es la amplifica-
¢cién. Si & es pequefia, como ocurre en los objetivos de mi
croscopios electrénicos, y si £ (distancia focal) es fija, -
ry es proporcional a & y por lo tanto [& r es proporcio

nal a d.3. Si llamamos a la constante de proporcionali

dad Cg, se tiene la siguiente relacién:
Ar=csd3 e . . (1)

Ademds de esta aberracién,se presenta el efecto
producido por la naturaleza ondulatoria de los electrones, -
los cuales se difractan al pasar por la abertura del objeti-
vo dando lugar al patrén conocido y que se puede ver en la -

figura No. I.5.

Lente ' Plano dg Gauss|

Mg, # 1.4, Aberracibn esférica



Lente

At %

Fig. # 1.5. Difraccidén en la abertura de una lente

El valor del radio para el cual se presenta el pri-

mer minimo estd dado por la siguiente relacién:

0.61 %

A

oo (2

Ar =

siendo el &ngulo bajo el cual el punto objeto colocado -
sobre el eje del lente subtiende a la semiabertura de la misma;
A\ es el valor de la longitud de onda asociada al electrén -
por la relacidén de De Broglie.
En resumen, tenemos dos aberraciones importantes ~-
que afectan notablemente la imagen de puntos muy cercanos. -~ -

Mientras que la aberracién esférica aumenta con el valor de la

semiabertura o\ , la aberracidn debida a la difraccidén dismi-

nuye; luego entonces existe un valor o  6ptimo que dd lugar



a una aberracién total minima, las cuales tienen como expre-

siones respectivas:

1
*  aalMel) F C e (3
Spt

1
JANEIPN = Bs )4 ... (4)

dependiendo los valores de A y B de la forma como se calcule
la aberracién total, es decir, zonsiderarla como la suma de =~
las dos aberraciones o como la raiz cuadrada de la suma de los
cuadrados de ellas. Las expresiones ( 3 ) y ( 4 ) pueden con-
siderarse éomo las definiciones de dngulo Sptimo y poder de -
resolucidn respectivamente. Si seguimos el criterio de Ray-
lbleighl para definir cudndo dos puntos estdn resueltos en la -
imagen, debemos hacer referencia a la figura No. I.6 en la
que se presentan las distribuciones de intensidad de las imd-
genes de dos puntos muy cercanos en el espacio objeto. La --
suma de las dos intensidades presentard una depresidn, la éual
serd menor mientras mds préximos se encuentren los méximos. -
Rayleigh define como puntos resueltos aguéllos para los cuales
se cumple que la distancia entre los mdximos es igual o mayor
que el ancho de la curva en forma de campana en el valor co--

rrespondiente a la mitad de la intensidad maxima.



10

Fig. # 1.6. Ejenplo idealinado que muestra la distridbuecién
de intensidad de las imigeres de dos objetos pequeiios, que
ogtén en ol limite para considerarse resueltos.

El poder de resolucién es entonces una medida de la calidad del
sistema 6éptico con que se trabaja. Para un objetivo de cons-
tante Cg; = 0.045 cm y trabajando con una longitud de onda de -
o
0.05 A se tendrd un valor de d.épt del orden de 9x10~> radianes
y una resolucidén igual a 5 g.
En la prictica, el valor de Cg varia de 0.2 a 2 cm
Y ok épt queda comprendido entre los valores de 5x10~3 a 1072
radianes, lo que implica la necesidad de que el haz electréni-
co que forma la imagen sea de un didmetro sumamente pequeflo,
Respecto a la lonuitud de onda de los electrones,
estd determinada por el valor del voltaje de aceleracién que -
se apligue y su dependencia estd dada por la siguiente rela--

cién:

o h )
N& = T e i (5)
[Emoev (1 + oV/2mee )]" ,
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donde mo es 1la masa del electrdén en reposo; ¢ su carga eléctri
ca; h la constante de Planck; V el voltaje acelerador (en volts)
y ¢ es la velocidad de la luz en el vacio. Substituyendo los -

valores en la ecuacidn anterior. tenemos:

12.2€

YOK:

7 __6 o 00.(6)
V(1 + 0.9788x107°V)*

en esta relacidn puede apreciarse que el factor de correccidén -
relativista tiene importancia para voltajes mayores de 10° --
volts.

Entre los microscopios electrénicos modernos, exis--
ten algunos que llegan a tener un poder de resolucién de 2 ; .

3) Amplificacidén.- Como se discutié anteriormente, -
los electrones durante su viaje del filamento a la pantalla su-~
fren la accién de varios lentes magnéticos, sin embargo; el po-
der de resolucién estd determinado por el lente objetivo, mien-
tras que los demds sélo afectan el tamafio o amplificacién de -
la imagen. Los valores de amplificacién que se consiguen con -~
un sistema de lentes son variados y dependiendo de las combina-
ciones que se hagan con ellos serd la amplificacién final en la
imagen{ asi por ejemplo, en el microscopio Phillips E M 100 el
sistema de lentes magnéticos (indpendientementé del condensador
L) que dirige el haz hacia la muestra) consiste de cuatro pie-

zas (L. L3, Ly y Lg): cuando el sistema utiliza los lentes Ly,
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Lys Ly ¥ Lgo sea}qanza una amplificacién total que va de - -

4 000X a 60 000X, mientras que cuando se emplean Lj, Ly, L3 ¥
Lg, la amplificacién estd en el rango de 1 OOOX a 4 O0OX. Am-
bos casos pueden observarée en las figuras No. I.7 a} y No. I.7
b), respectivamente.

Cuando se estudia una muestra cristalina con el mi-
croscopio electrénico, es posible obtener informacidén de ella -
en relacifén a su patrén de difraccién caracteristico; para la -
obtencién de éste, se emplea un lente adicional a los ya mos--
trados y que no interviene en la formacién de la imagen cuando
se trabaja con altas amplificaciones, este lente de difraccién
solamente actia para estudios de tales patrones y ademds existe
una modificacidén en el lente proyector, el cual consiste de dos
embobinados, uno para la proyeccién normal o de alta amplifica-
cién y otro que disminuye el poder del lente y que se emplea pa

ra un enfoque correcto del patrén de difraccidn.

4) calibracién.- La utilidad del microscopio elec-
trénico nos lleva a considerar la importancia de que se encuen-
tre en buenas condiciongs y surge asi la necesidad de tener un
control de calidad sobre los resultados que se obtienen. ' Es -

- pues indispensable que el microscopio esté calibrado y dado que
todas las medidas realizadas con el aparato dependen del cono-
cimiento de la amplificacidn, es necesario .asegurar gue el va-

lor de ésta no presente un error mayor que el 5-10% ‘del valor -

1
!
i
1
‘:
,
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reél.
Entre los métodos que permiten determinar el va--
lor de la amplificacién pueden citarse los siguientes:
a) Método de las particulas de poliestireno latex
b) Método de rejilla

c) Resolucidén de redes cristalinas de separacidn conocida,

a).- La primera de estas técnicas tuvo su érigen
en 1949, cuando Backus y williams? reportaron la existencia -

de una muestra de poliestireno latex No. 580-G de la compafiia

‘Dow, que contenia una gran cantidad de pequefias particulas es-

féricas de di&metro marcadamente uniforme y la propusieron pa-

‘ra calibracién del microscopio electrénico. Este método puede

" introducir errores considerables si las particulas no estdn su

ficientemente esparcidas en un plané fijo en el microscopio --
electrénico.

La compafiia Dow distribuyd paquetes de esta muestra
para que se realizaran medidas independientes y una vez que --
los resultados fue;on reunidos, el_resultado fué que de trece

mediciones efectuadas por otros tantos microscopistas, diez de

“ellos reportaron un didmetro promedio entre 2560 y 2630 i, lo

que representa una diferencia en un intervalo del 3%. Los =--
otros tres observadores obtuvieron valores que eran inconsis-~

tentes con el resto, pero no fué posible determinar las razo-

nes de la discrepancia en estos casos. En una publicacién pos-
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i ! L1 Lente condensedor L1

.--'- L, Lente objetivo L,
Lid ™
B

L3 Lente de difraceoién L3

Lente intermedia L4

L5 Lente proyector

Imagen final

= -

a) Psntallé fluorescente b)

L3’no ac tia . L4 no actia

Fig. I.7. Reyresentacién de las trayectoriac de los electirones,a)
cuando ee timnen altas amplificacicnes 4 000X a 66 000X y b) cuan
do ge trata de amplificaciones bajas 1 COOX 2 4 COOX
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terior, Williams y Backus> mostraron una curva de distribucién
en la que indicaban las variaciones del didmetro de las esfe-
ras individuales, estando comprendido entre 2400 y 2800 K, pe-
ro el 70% de los didmetros estaba en el intervalo de ¥ 3% de
2590 K. Parece ser entonces que si se mide una cantidad consi-
derable de particulas, el promedio se podrd confinar dentro de
un. margen del 3% (debe tenerse cuidado de que la muestra no se
sobrecaliente .por la accién del haz electrénico).

Para calibrar el microscopio electrénico con es-
te método, se trabaja con una amplificacién que permita obser-
var un nimero considerable de las particulas de esta muestra y
se procede a encontrar el valor promedio de los didmetros medi-
dos; el resultado se divide entre 2590 y ese serd el valor de
la amplificacién. Mientras mayor sea el nimero de particulas
medidas, mayor exactitud se tendrd en el valor de la amplifica-
cién.

Entre las ventajas de este método de calibracién -
estd la facilidad de realizar una medida rdpida de la amplifi-
cacién dentro de los limites; o bien, puede afiadirse una peque-
fia cantidad de estas particulas a la muestra con el objeto de
tener una longitud patrdn en la misma imagen.

b).~ El método de rejilla consiste en la obten-
cién - de la imagen de la superficie de una rejilla de difrac-

cién (método de réplica que se discute en el Capitulo II), a
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la cual se le determina el valor promedio de separacidén del -
enrejado con la ayuda de un espectrémetro’con objeto de tener
un patrén de medida lo m&s real posible.

La mayoria de los instrumentos comerciales no estdn
provistos de medidores que indiquen la corriente de los lentes
o el potencial del haz. Las etapas o valores de amplificacién
determinados por conexiones fijas, las cuales a su vez contro-
lan la corriente de las bobinas a través de sistemas de resis-
tencias., Consecuentemente, la amplificacién de un paso parti-
cular se mantendrd constante solamente mientras los elementos
del circuito como resistencias, baterias, etc..., no cambien
con la temperatura o el tiempo. No es posible entonces, esti-~
mar en general la confiabilidad de los instrumentos construidos

de esta manera; de ahi la necesidad de una calibracidén frecuen-
te del sistema.

El desarrollo de la técnica de rejilla consiste esen
cialmente en la obtencién de una imegen de baja amplificacidén -
de la muestra (en nuestro caso se trabajé con una réplica de -
matérial pldstico de una rejilla de difraccidén). A continua--
cidn se seleccionan varias regiones que no presenten distorsio
‘nes y se realizan varias medidas de la separacidn entre las 1i
neas de la rejilla para un valor constante de la amplificacidn.
La amplificacién serd igqual al cociente del valor promedio en--
contrado en las medidas entre el valor determinado por espec--

trometria. Si se desea obtener el valor de amplificaciones ma-
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yores, se sslecciona una de las regiones utilizadas en la ca-~
libracidén anterior, determinando los nuevos valores de sepa-
racidén entre dos lineas contiguas; el valor del cociente entre

esta nueva medida y la obtenida originalmente serd igual a la

razén de las correspondientes amplificaciones. La figura No. 1.8

muestra una de las regiones seleccionadas para la calibracidn -
inicial.

¢).- En el caso del método de resolucidn de redes -
cristalinas de separacién conocida, se realizan medidas de la
separacién en la muestra patrdén (calibrada) y se obtiene el co-
ciente entre estas medidas y el valor patrén con lo que sé ob~
tiene la medida de la amplificacién con la que se trabaja. Sin
embargo, esta técnica no es dtil cuando se utiliza un microsco-
pio electrénico cuyo poder de resolucidén es mayor que la dis--
tancia dé separacidén entre los planos de un cristal. Por ejem-
plo, si se trata de un cristal de 4y, la separacidn entre pla-
nos (1,1,1) es de 2.35 i, lo que ocasiona que esta muestra no
pueda servir para calibrar un microscopio con resolucidén mayor

©

de 5 A.

Un caso especial de calibracién se emplea en la ob--
servacién de patrones de difraccidén de muestras cristalinas, -
Esta técnica consiste en evaporar sobre la muestra en estudio
una pequeifla cantidad‘de una sustancia cristalina cuyo patrén

de difraccién caracteristico sirve de patrén y para lo cual -
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se ha hecho un estudio previo. Al obtener el patrén de difrac
cién de la muestra y Ia sustancia patrén, puede identificarse
aguella parte que pertenece a la muestra y la que pertenece al
material de patrén conocido, con lo que se tiene una unidad de
medida en la misma imagen.

5) Casos précticos de utilidad.- Adn cuando la apli-
cacién del microécopio electrénico comprende una gran variedad
de tépicos, la mayoria de las aplicaciones queda comprendida en
alguna de las siguientes: ciencia de coloides, metalurgia, con-
trol industrial, biologfia y medicina.

La ciencia de coloides se interesa en el estudio de
sistemas de dos fases en la que una de ellas tiene al menos --
una dimensién en el intervalo de 50 a 10000 A. Antes del des-
arrollo de la microscopia electrdnica, las particulas compren-
didas entre estos valores sélo se observaban con el ultramicros
copio y las mediciones ée realizaban por métodos indirectos ba-
sados en la sedimentacidén, luz dispersada, presién osmética, etc.
Eéta ciéncia incluye el estudio de humos, emulsiones, gels y -
particulas de todas clases que se encuentran suspendidas en -
liquidos o fluidos. Tales sistemas tienen muchas propiedades =~
complejas y muy interesantes que sbdlo pueden ser medidas median-
te la aplicacién conveniente de ciertas técnicas, pero el mi--
croscépio electrdnico aporta la ventaja de la observacién y me~

dicidén directa de las particulas contenidas por sistemas coloi-
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dales (para una mayor informacidén se recomienda la lectura de
los trabajos de Prebus4 y Turkevich—HillierS). La figura No.
I.9 permite la observacién de las particulas contenidas en un
coloide, pudiendo obtenerse informacién del tamafio y forma de
las particulas presentes.

En Metalurgia, el microscopio electrénico permite -
el estudié de superficies metdlicas, dislocaciones, fracturas,
etc.

En el campo de la Biologia, este nuevo instrumento -
ha sido utilizado profusamente, pues la superioridad que pre--
senta sobre el microscopio Sptico en lo que se refiere a poder
de resolucién y amplificacién, implica la posibilidad de obser-
var directamente a micro—organ;smos gue anteriormente se consi-
deraban sélo en virtud de sus efectos.

La manera de estudiar los organismos en el micros-
copio electrénico, consiste en tomarlios completos o sélo una -
parte de ellos, evitando alteraciones morfolégicas mediante el

uso de la fijacidén (empleo de &cido Ssmico, duramato de potasio,

‘ete.), cortdndolos y ddndoles un medio de contraste para ob=--

servar las diferentes estructuras que constituyen las células.
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Fig. # 1.8. Microfotografia de la réplica negativa de una rejilla
de difraccion, empleads parse la culibracidén del microscepio elec—
P . i .
trénico. 4 =(380C £ 200)X .

Fig, # I.9.-Microf0togr af{a de las particulas contenidas en un
coloide S (OH),, que permite 1la observac:on de log tamatios y ~
formas quc aqu%llan presentan. & = (AOCO 2 100)X
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CAPITULO 11

PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL MICROSCOPIO ELECTRONIZO,

El problema fundamenéal en el empleo del micros-

. copio electrdnico es la obtencién de una muestra adecuada pa-
: ra su observacién, surgen entonces las diferentes técnicas -

de preparacién de objetos para su estudio.
i

e

i ' : Entre las principales formas de preparacién se

pueden destacar cuatro que comprenden una gran cantidad de

materiales, asi como diversos tipos de estudio. Si lo que -

interesa es observar aspectos de la estructura superficial

- de una nuestra,se utiliza el método de réplica; si lo que se

pretende es estudiar la estructura volumétrica de un material, H

entonces se emplean las técnicas de electropulido o pulido -

= et e E

quimico, dependiendo de las propiedades de la muestra (con--
H ‘ductividad y espesor principalmente); también puede emplear- .

se la técnica de evaporacién en vacio para obtener peliculas

i e A st L
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delgadas de metales y otros cristales inorgédnicos. El objeto
del presente capitulo es la descripcién de las cuatro técnicas
mencionadas.

1) Método de réplica.~ La importancia de esta --
técnica radica en su aplicabilidad para el estudio con micros
copio electrénico de objetos que son demasiado gruesos para -
ser observados por transmisidén o que presentan problemés para
su estudio por reflexidén de electrones.

Son tres las etapas que constituyen este método:
a).~ Obtencién de una impresién inicial de la superficie en ~

observacién,

b).~ Determinacién de un medio gue permita separar la muestra

. del material empleado en la impresién,

c).- Favorecimiento del contraste en la imagen.

) continﬁacién se discutird la técnica de réplica
en término de estos tres pasos y en funcién del material uti-
lizado para ella.

A).- Réplicas pldsticas.~ Las substancias plasti-
cas como el colodién, formvar, etc..., se emplean én trabajos
metalogrificos que no requieren una resolucién mayor de 200 ~
A,

El proceso consiste en depositar una gota de la -

" solucién pldstica sobre la muestra objeto del estudio, permi-

tiendo que aquélla .se extienda a lo largo de la superficie;

. una vez que se ha secado, se separa de la muestra con ayuda -
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de una cinta de celulosa adherida.en un extremo de la réplica
y ejerciendo una ligera tensién. La figura No. II.l muestra
la forma que presenta la réplica después de ser separada y co-
mo se podrd observar, lo que en la muestra es depresién en la
otra es saliente y viceversa, de ahi que se le denomine répli-
ca negativa,

Generalmente la separacidén de la pelicula es dificil,
dependiendo eéta dificultad de la contaminacidn y lisura de la
estructura superficial de la muestra. El primer problema puede
resolverse si se deposita una gota de la misma solucién que se
utiliza para la réplica con el fin de que al separarla, extrai-

ga con ella a las particulas de polvo que pudieran estar presen-

tes sobre la superficie, e inmediatamente se procede a obtener -

la réplica. El problema de lisura en cambio, hace imposible en
algunos casos el empleo de este método. El1l grueso que permiten
estas condiciones es del orden de 600 S,

También existe la posibilidad de tener una impresidn
igqual a la superficie en estudio utilizando réplicas plésticas:
para ello se procede a la obtencidn de una réplica negativa de
la ya formada anteriormente. Este procedimiento puede verse en
ia figura No. II.2. Su principgl ventaja sobre la réplica di--
recta (o negativa) estd en la facilidad de separar la réplica -
final, pues basta para ello seleccionar materiales distintos pa

ra las réplicas de manera que el solvente de la réplica negativa
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Réplica Negativa

Fig#Il.1. Técnica de rérlics negativa. La depresién 4
de la puestra aparsce como saliente en la réplica; efeo
to contrario el de B, .

,ﬁ’/ég/ 1 "":-\-——’—4 : IIIIIIIIII!III[ i
¢ //7/ /. };‘Z Réplica poritiva
a) | b) ' o)

Fig.#11.2. Técnica de réplica poeitiva. a} Ubtencidn de
1a réflica intermedis.b) Formucién de 1a réplica final.
e) La réplica presenta la niema forma que la superficie
de 1a wmuestra (obsérvense la meseta B y la derresién A).

24
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no afecte a la réplica final. Al mismo tiempo, en virtud de

que la primera pelicula pldstica no interviene mds que como -
paso intermedio, es posible trabajar con una solucidén mds con
centrada que producird una réplica més gruesa pero CoOn mayor

facilidad para ser separada, sin que sufra roturas grandes.

En general, el contraste con réplicas pldsticas -
no permite una imagen de gran claridad en la imagen; para me-
jorarla se evapora sobre la réplica algin metal pesado (Au, -
Pt, Cr) y carbén. La realizacidén de esta etapa final se lo-
gra en una unidad de evaporacidén como la gue se presenta en la
figura No. II.3; La presifén que se logra en este tipo de equi-

pos es del orden de 1074 a 10—5 mm de Hg, gracias a una bomba

mecdnica y una de difusién. En la campana de vidrio (R) se -~

coloca un filamento (F) generalmente de tungsteno, con el me-
tal que se desea evaporar. Posteriormente ge sitda a la ré-
plica (M) a una distancia aproximada de 5 cm. del filamento y
una vez que se alcanza el valor seflalado para la presién, se -
procede a circular una corriente por el alambre de tungsteno,
cdn lo que éste aumenta su temperatura hasta un grado tal que

el metal colocado en él empieza a evaporar. Si suponemos que

el metal evapora uniformemente en todas direcciones, entonces

podremos tener una idea aproximada del grueso de la pelicula
metdlica depositada: Sea M la masa total del metal evaporado,

P s densidad, @ el &ngulo entre el plano de la muestra - -
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(horizontal) y la direccién de incidencia de los 4tomos del -
metal y D la distancia muestra-filamento, entonces el grueso

T estard determinado por la relacién:

T = M sen @ e e e (T

4 1T Vi »°

Aunque esta relacién utiliza el hecho de que la eva-

poracién se realiza con simetria esférica, ésto en realidad no

presenta una confirmacién experimental. Williams y Backus® re-

portaron medidas directas acerca de los pesos de las peliculas

depositadas y encontraron gue el valor tedérico esperado diferia

con el experimental por un factor hasta de 2 en algunos casos.
Por ello sugirieron multiplicar la ecuacién ( 7 .) por un fac-

tor de 3/4.

Otro error involucrado en el cdlculo del espesor del

depSsito se debe a la posibilidad de gque la densidad en pe-

liculas delgadas crecidas epitaxialmente puede no ser la misma
que la densidad del mismo material en volumen.

A menude es conveniente evaporar desde dos direccio-
nes mutuamente perpendiculares y la razén es la siguiente: los
salientes de la réplica son alcanzados por los &tomos del metal
y proyectan una sombra permanente sobre ella, dando como resul-
tado variaciones en el contraste de la imagen puesto gue ague--
llos iugares gque han sido cubiertos por el metalvdispersarén -

fuertemente a los electrones y producirén regiones oscuras en -
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la imagen; ahora bien, si la muestra presenta variaciones de
altura considerables sobre su superficie, éstas producirédn re-
giones claras cuya extensién dependerd del valor de la altura
de la saliente y el &ngulo de incidencia de los &tomos metdli-~
cos, sin embargo, si la evaporacidén se realiza desde dos direc-
ciones normales, éste efecto disminuird. En la figura No. II.4
se puede ver el efecto que produce una evaporacién de metal so-
bre la réplica (método de sombreado).

Entre los metales que se han encontrado como satis-
factorios para sombrear estdn los siguientes: Cr, Ni, Ge, Mn,
Pd, Pt, Au y U. El niquel presenta la desventaja de que se alea
con el tungsteno, lo que hace problemdtica su evaporacién.

El desarrollo de las réplicas de carbdn con aumen-
to en la resolucién ha desplazado casi completamente el uso -
de réplicas.plésticas y de ellas nos ocuparemos a continuacidn:

B).- Réplicas de carbén.- Se aplican a todos los me-
tales y aleaciones, la técnica se réaliza de la siguiente mane-
ra: Una vez que la muestra ha sido pulida y atacada se le colo-
ca en una unidad de evaporacién comc la de la figura No. II.3
y esta vez se emplean dos barras de carbén (C) como filamentos,
siendo en forma de barras, una roma y otra con una punta cilin-
drica de 3/4 mm de didmetro y 5 cm de largo; se conectan a una
bateria y se presiona una sobre otra con ayuda de un resorte -

{r). A bajas presiones, la evapcracién de carbén durante pocos
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Figée/11.3, Unidad de evaporaciéni A=salida eléotrica a las barras
de carbdn; Besalida eléotrica a2l filamento de tungsteno; Csbarras
de carbény Fefilamento de tuncssteno (generalmente); Gecanasta don
de se soporta el metal que ee evapora; rsresorte para mantener el
contacto entre las barras de carbdn durante la evaporaciéni S=so-
porte de la muestra M; Recampana de vidrio; V=sellos de vacfo y
L=tornillos.

c c c

Fig.#11.4. Bfecto de la evaporacién de un metal a bajo angulo
(sombreado). lLas regiones marcadas con la letra C indican re-
giones que no fueron alcanzadas por el metal y que aparecerin
como las més claras en 1s imager del microscopio elestrénico,.
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segundos y debida al calentamiento resistivo en el punto de

contacto, produce una réplica de algunos cientos de angstroms,
o7

con una resolucidén aproximada de 20 A,

La separacién de una pelicula de carbén y la su-
perficie metdlica sobre la que se encuentra, se realiza en -
forma sencilla: laz muestra es introducida en un electrolito
y se emplea como dnodo para circular una corriente, la pelicu-~
la de carbdn se desprende y se le captura con rejillas del mi-
croscopio electrénico para su observacién inmediata. El con-
traste en estas réplicas (llamadas también réplicas directas
de carbén), estd determinado por las variaciones locales en -
el nimero de electrones transmitidos a través de ellas. Tam-
bién en este caso se favorece el contraste con el método de -
sombreado de la réplica a bajo dngulo de incidencia y con un
metal pesado.

El siguiente tipo de réplica utiliza al propio ma-
terial en estudio como proveedor de la substancia para reali-
zar la impresién de su superficie; es el caso de réplicas de
6xido:

C) Réplicas de 6xido.- El aluminio, asi como sus
aleaciones, permiten usar su propia capa 6xida superficial -
(coherente y cohesiva) como réplica directa de su superficie.

La separacidén se lleva a cabo igual que en el ca-

1
sc anterior, o sea, en un bafio electrolitico se coloca a la
muestra como el &nodo del circuito y la pelicula desprendida se

recoge con las rejillas del microscopio.
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En aleaciones no hay necesidad de atacar a la --

muestra para revelar segundas fases ya que oxidan con diferen
tes razones que la matriz, dando lugar a variaciones en el -
grueso de la pelicula que sirve como réplica y proporcionando
entonces un buen contraste en la imagen. Con esta técnica no
son reproducibles estructuras de precipitados menores que - -
100 A.

Otro tipo de réplica 6xida es la obtenida median-
te la evaporacién directa de 5i0 sobre la muestra en estudio
previa colocacién en una unidad de evaporacidn. En este tipo
de réplicas no es necesario el favorecimiento del contraste -
con la evaporacién de algin metal,

En conclusién, dependiendo de las condiciones en
que se desee trabajar una muestra’'y su tipo dependerd el tra-
tamiento a seguir, pues por ejemplo, si no se quiere dafiar una
muestra metdlica durante su proceso de réplica es mis conve--
niente una solucidén pldstica que el carbdn,ya que la separa-
cidén en este Wdltimo caso afectard la estructura superficial de
la muestra,

En el presente trabajo se presentan las microfoto-
grafias de las réplicas realizédas con solucién pldstica (ni-
trocelulosa 20% - thinner 80%) a dos muestras de acero inoxi-
dable, cuya udnica diferencia radicaba en el hecho de que uno
de éllos (acero B} fué tratado adicionalmente con un recocido

en atmésfera de nitrdgeno (figuras Nos. II.5 y II.6): el som~

e~ . e i,

< ritn. i,
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breado se realizé con oro y carbdn en una evaporadora Phillips
' 39980/13 y el &ngulo de evaporacidén & (ecuacidén 7) fué aproxi-

madamente 19°.

2) .- Método de Electropulido.- En ocasiones se de-~

sea estudiar un espécimsn por observacién directa en el micros-

copio electrdénico. Para que ésto pueda realizarse por transmi-

sién de elecftones, el objeto de estudio debe poseer un espesor
adecuado (su valor depende del tipo de muestra gque se trate, --
por ejemplo para un espécimen cristalino en forma de pelicula,
el espesor estd comprendido entre 500-5000 ﬁ). Ademds se re-
quiere que la superficie de la muestra no presente grandes va-
riaciones de nivel que impidan obtener un buen contraste en la
imagen; ésto se logra con una combinacidén de lisura y brillantez.
Ona superficie es lisa cuando no contiene grandes irregulari-
dades (mayores de una micra), aunque posea un gran ndmero de -
miqroirregularidades, lo que produce gue el objeto sea poco -
reflector: por otra parte, una superficie es brillante cuando

no presenta microirregularidades, sin gue sea necesariamente 1li-
sa. Cuando la combinacién de estos dos aspectos distintos pro-

porciona una superficie pulida de acabado especular, se le con-

-sidera adecuada para la obtencidén de una buena muestra para el

microscopio electrdnico. Generalmente ocurre que el espécimen

presenta desde el principio un cardcter liso y en ese caso, sé-

lo se presta atencidén a favcrecer el tratamiento de brillantez

sin destruccién de la lisura; ésta es la hase de las técnicas -

o e, i s, o



Pig, # I1.5. Microfotogrufis de la ré&plica negativa de una superficie
de acero inoxidable (Muestra A). A = (3800 % 200)x

Fig., # 11.6. Bicrofotograffia de la réplica negativa de la superficie
de 1a ruestra A, desyués de que Gsta ha sido recocida en una
atmésfera de nitrbgeno. A =(4800 * 200 )X

32
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rdpidas en la obtencidn de mues£ras para el microscopio,’

Entre las técnicas destinadas a este tivo de prepa-
racién se encuentra la de electropulido y solamente es apli-
cable a objetos conductores. Bdsicamente el método consiste -
en la imersién de un par de electrodos en uné solucién elec-
trolitica y estableciendo una diferencia de potencial entre -
ellos, hay.que sefialar que es la muestra misma la gue se em--
plea como &nodo.

Una solucién de electropulido consiste eséncialmen—
te de un agente oxidante (que puede ser una combinacién de va-~
rios agentes quimicos) y un solvente para los productos de oxi-
dacién, sin embargo, a menudo se agregan sales para faydrecer -
la conductividad en el electroiito. Cabe mencionar que las ——
condiciones que gobiernan la éomposicién mds favorable para un
material particular son poco conocidas, pero existe un gran ni-
mero de electrolitos bdsicos y generalmente es posible encon--
trar un derivado de alguno de ellos que sea satisfactorio.

Una de las condiciones gue es importante en el des~-
arrollo del electropulido es la temperatura del electrolito, de
bidb a2 que un aumento en ella provoca una mayor conductividad '4
reactividad de la solucién, asi como un aumento en la velocidad
del pulido. La mayoria de estas soluciones se usan en el in--
tervalo de 0-20°C, pero otras solamente son suficientemente rd-
pidas a elevadas teﬁpraturas. En ocasiones es conveniente en--

friar el electrolito por debajo de 0°C debido a que el aumento
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de viscosidad produce un mejor, pulido aunque més lento.

La curva bésica que{describe el desarrollo de una -
solucién de electropulido se puede apreciar en la figura No.
II.8. Esta grdfica (voltaje vs densidad de corriente anddica).
puede dividirse en varias reqiones como lo muestra la figura,
La-parte a-b- estd asociada con los éuntos mds reactivos en -
el &nodo, siendo el cominmente llamado electrolito de corro--
sién o grabado. La longitud c-d representa la regién donde el
dnodo desarrolla un alto pulido, mientras éue en la regién d-e,
la aceidén de pulido aun existe pero la lisura. de la nuestra -~
tiende a ser destruida por la evolucién gaseosa en el &nodo,

Convencionalmente, el electropulido se lleva a cabo en la me-

seta c~-d de la curva; hay gue hacer notar referente a la selec
cién del electrolito, dque esta meseta se preseﬁta‘sélo si el’—
éreardel cdtodo es grandevcomparada con\la del 4nodo, y que en
algunos electrolitos la meseta existe solamente si se tiene la
grdfica de densidad de corriente anédica vs potencial anédico
en lugar del voltaje a través de los terminales de la fuente
de péder.

| A las diferentes regiones que vya han sido menciona-
das, se les ha asociado con la formacidén de peiiculas en la su-
perficie de la muestra. Desde el principio de la curva, se for-
ma en el &nodo una capa con un grueso aproximado de 10-100 A y. -

gue se mantiene a lo largo de todo el proceso. Normalmente esta .-
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pelicula es un 6xido y es la respaonsable dz1 micropulidc o ~
brillantez de la superficie. vrante el pulido, estz pelicu-~
lz 6xida se @isuelve y vuelve a formarse constantemente, sien-
do el control de este procesc en muchos casos,el responsable
del éxito de esta técnica. Una segunda pelicula anédica se -
forma en el punto c¢; consiste de un fluido sumamente viscoso
y de gran resistencia eleétrica (en algunos electrolitos no es
una capa viscosa sino un cimulo de burbujas), su espesor es del
orden de micras y es la responsable del desarrollc del macropu-
lido de la superficie, o sea, el proceso de lisura. '
La accidn precisa de las dos capas en el control -~
del micro y macro pulidos es hasta determinado punto incierto;
puede asociarse con diferentes espesores de la pelicula en las
proximidades de las asperezas y depresiones o con variaciones

en la concentracién iénica sobre la superficie del espécimen,

sin embargo se d4 como cierto que la presencia de las dos capas

) es importante para obtener un buen pulido (vVer figura No. II.9).

La fuente de corriente directa empleada en el desa-
rrollo de esta técnica se puede observar en la figura No. II.lO.
Antes de tratar las diversas maneras gue se han desa-

rrollado dentro del método de electropulido, conviene considerar

.el efecto que prodﬁce en el pulido, la forma y tamafio de los -

electrodos: Si el cdtodo es grande y rodea a un dnodo pequeiio,

existe un ataque concentrado en las orillas del dnodo; si eétas
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se cubren con algdn material aislante, el efecto que tal ope-

racién produce es el de concentracidén del pulido en la unién

‘aislante muestra; parece ser que si la capa aislante es bastan-

te gruesa, es posible evitar el ataque en las orillas. La fi-~
gura No. II.ll presenta una serie de casos diferentes de puli-

do seqin la densidad probable de corriente, destacando entre -
ellos el caso (d), sugerido por Fourdeaux y Wronski8 en 1963 y.
que presenta una densidad uniforme de corriente. Para ello reem-
plazaron la unién &nodo-aislante con la unién electrolito—aislag>
te; el arreglo consta de tres fluidos colocados en forma de ca-
pas alternas entre los electrodos y de manera que el electroli-
to sea el fiuido intermedio. Este método fué utilizado por Four-
deaux y Wronski para electropulir tungsteno, empleando como elec-
trolito una solucidn de NaOH (12%) y como capas aislantes una de
tetraclorﬁro de carbdén y otra de éter.

7 Otro de los problemas en el contorno o perfil final
del &nodo es el efecto de la gravedad especifica en la capa --
viscosa o las burbujas producidas en la superficie de la muestra.
En el primer caso, la capa viscosa tiende a hundirse en el elec-
trolito debido a su mayor gravedad especifica, lo que ocasiona
que se tenga una capa m&s gruesa en la parte inferior del &4nodo
gue en la superior; =2l resultado es que la resistencia disminu-
ve arriba por lo gue aumenta la razdén de pulido en esa regidn; -

asi, el perfil del Znodo gue originalmente fuera de lados para-
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Tranzformador variatle
(0-120 v) (c.a.)

6 amp (~) (=) 6 amp
- - . A
10 v (+) (+) 10 v
\
25 v
1L 1% &
0 T 17 o
- 500
1
::::n:}:: s 0-15 v (c.d.} 0-10 amp (c.d.)
de pulgé

Tuczible téreico

-

Fig. # I1.10. Diagreza de la fuente de corriente directa empleada‘
" en el desarrcilo de la tdcn<ca de electrorulido.
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lelos seria ahora en forma de cufla (mds gruesa la parte infe-
rior del &nodo). En el caso de la existencia de burbujas, el
efecto se invierte, pues aguéllas, se dirigen a la superficie
del electrolito aumentando la resistencia en la parte suveriocr
de la muestra. Si se colocase horizontalmente a la muestra, -
‘el problema seria entonces conseguir que las condiciones de -
pulido fueran iguales en ambos lados del dnodo pues por ejem-
plo, la capa viscosa apareceria en la parte superior mds no en
la de abaijo.

En 1949, Michel? estudié el efecto en el perfil del
dnodo después del atague segin la forma de los electrodos. Al-

gunos de sus resultados se muestran en la figura No. 1I.12, los

cuales son cualitativamente generales, pero que dependerdn de
. : -at g P

las condiciones del electrolito y el tamafio preciso de los ~~
electrodos.

Otro tipo que puede presentarse en la forma andédica -
es aguella existente en una cavidad hemisférica antes de iniciar
el pulido y una vez que éste se lleva a cabo, producird una --
perforacidén en el centro de la cavidad (figura No. II.13).

Técnicas de Electropulido.- Entre las demds técnicas
de electropulido, destaca por su sencillez el método de venta-
nas. Este método bdsico se puede ilustrar con la fiéura No.
II.14; se aplica a muestras de forma laminar y con un grueso

inicial en el rango de 0.25 a 0.025 mms. 31 espécimen a prepa-

rar se cubre en forma de merco con una solucidn aislante, de--
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Fig, # 11.1%, Frobable asjecto de lu densided de corriente durante
el slectropulido. a) un &nodo metilico esimple,d) un 4nodo con los
exlremos recubiertes con aislsnte, ¢) un &nodo con una capa gruesa
de aislante en sus extremos, d) un 4nodo von el electrolito (3) =~
comprondido entre dos capas aislantes (I).

T I 4 1 Q
) 0080

a) v) o) d) e) £)

Fig. # IX1.12 irreglos experimentales de los electrodos y el co-
rréspondiente perfil que muestra un &nodo en forma de cilindro
de acuerdo 2 lu forma del chtodu. a) cdtodo en forma de aro, b)
un citodo de alembre er: forma de aro, pero el énodo estd recu--
bierto en sus extremos,c) igual quc en b) pero con una cubierta
de aislante mic extensa, d) como on a) pero oon un cdtodo de me
nor didmetrc, o)el citodo es una hoja delgade colocada debajo —
del énodo,fs como en e) vero con una lémina aislante entre los
clectrodos,

a) b)
Fig. # 11.13 Corte iransversal del perfil de la muestra deg~—
puébs del tratamiento de adelgazamiento central por medio meoa
nisco o electrolftico a) en un solo lado, b) por ambos ladose
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jando un drea en forma de ventana y con una seccidn entre 0.5

y 2 em?. La forma del c&todo puede ser la de una ldmina verti-
cal o en forma de U que rodee 8l dnodo. Se establece una dife-
rencia de potencial con el valor indicado por la curva de la fi-
gura No. II.8 y que depende de las caracteristicas tanto del --
material como del electrolito. El pulido se lleva a cabo hasta
que un ext¥emo de la ventana se perfora, entonces se invierte la
muestra y el proceso contimia hasta que aparece la perforacién
en el lado contrario a la original; este procedimiento continﬂa‘
por el tiempo necesario en gque la ventana se haya reducido a un
drea igual a la mitad o dos tercios de su valor original, Final~
mente se separan las regiones préximas a las perforaciones y se
sujetan al portacbjetos del microscopio para su observacién in-
mediata.

Es difficil obtener regiones extensas con propiedades -
de ﬁransp;rencia al haz electrénico, excepto con el método de
campo uniforme, razdén por la gue es necesario observar la mues-
tra con amplificaciones grandes.

A menudo es necesario recubrir los lados verticales -
del dnodo o la primera perforacidn horizontal y continuar el -
pulido, sin embargo., el principal problema es la determinacidn
en que debe detenerse el atague, ya gue una vez que ocurre una

perforacién se dificulta el mantenimiento de un voltaje correc-

to sin circular una mayor corriente gue produciria dafics en la
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muestra como consecuencia de su sobrecalentamiento., Por esta
razén muchas veﬁes se realiza el pulido final en un electroli-
to frio, con objeto de disminuir la velocidad del proceso y -
éontrolarlo mejor.

Existen varias modificaciones de la técnica de ven-
: tana y que han sido reportadas por diversos autores (Ver la -
Tabla No. II.A).
! ‘ Tabla No. II.A

Modificaciones de la técnica de venta en Electropulido.

i Material Modificacién Refe-
d ‘ rencia
I Al, aleaciones de Al Ventana normal ~ 1o

. - 3l,Co.Cu,Fe,Mg,Ni, -~
$

muestra/laca por la inter- ,
fase electrolito/capa ais- : :
’ : - lante, 2 3

acero inoxidable Ventana normal i1
} Al,aleaciones de Al, El cdtodo se coloca debajo
! Mg-Al, Mg-2n’ de la muestra. 12
{ * Au,Ni,Ni-Co, Ni-Cu, Se ataca en la regién de - :
: Fe, Fe-Si grabado para producir la - ' Z
{ : primera perforacién. 13 :
i , o
% Fe, Fe-C, aceros de Al aislante que cubre el - i
i bajo carbono &nodo se le dd forma de B. 14 f
§ Au Una barra diagonal a tra- |
: ' vés de la ventana 15 :
E W ' _ Se reemplaza la interfase :

¥ . . -

Otra de las técnicas simples de electropulir se de-

e a Bollman161(1956). Bn este método el &nodo es colocado en-




§
1
H
i
i
1
i

Fig. # IX1.14, Forra de la muoetre laminsr pora el electropulido
por el método de la veniana({nétese la no ccincidenciz del recu~
brimiento vertical de la muestra) . 2) estzdo inicial, b) ocu——
rrencie de la prirera perferacidn, c)perforacidn producida des—
pués de invertir laz muestrz, &) aspecto de la ventana en su es~
tedo final y rrouvicio parsa la selesccidn de regiones celgadas
(préximas a C) '

'0)

Pige # I1.15., a) Arreglo oxperimental de los electrodos en la
thcnica de Pollman. b) asvecto de la muestra decrués de la rer
foraeibn central causada por el pulido, o) después de alejar - -
los electrodos de 1mm a 10mm y continuar el electropulide, 4)
condicién de la muestra Guando debe extraerse de la solucién

3 cortar las 4ireas delgudas de la rerién C.
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frente a un par de electrodos negativos puntuales y préximos
a él. Cuando se produce la primera perforacién, los cdtodos
se alejan de la mumestra y el ataque se continda hasta gue han
desaparecido regiones considerables de la ventana, recorténdo-
se para su observacidn aguellas partes gue presenten un aspec-
to como el indicado en la figura No. 1I.15. También se han -
realizado modificaciones a la técnica de Bollman, entre las -
que destaca la sugerida por Kelly y Ngttingl7 (1958-1959), en
la que combinan los electrodos puntuales en la primera fase -
del pulido, con una pareja de cidtodos en forma laminar para -
la preparacién final.

Tanto la técnica de Bollman como la de ventana, -~
tienen una rapidez de rgmodién de material del orden de 1-5
miéra por minuto, de manera que la preparacién de una hoja -

délgada puede requerir de 10 minutos a una hora. Por esta -

razén se han desarrollado una serie de nuevas técnicas de elec-

tropulido, donde la razdén de desgaste de material puede lle--
gar a ser de 50 micras por minuto o mds; tales técnicas se ba-
san en el empleo de valores elevados de voltaje y densidad de
corriente.. Esto sdlo es posible si el espesor de la capa vis;

cosa y por tanto la resistencia de la celda se mantiene baja ~

durante el proceso mediante una fuerte agitacién, la cual per-:

mite que la unién &nodo-electrolito se conserve fria.

Una de las primeras técnicas rédpidas de electropu-
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lido, fué ideada por Mirand y saulnierl8 (1958) , su ilustracién
corresponde a la figura No. II.l16. En un tangue se coloca el
electrolito adecuado y que con la accién de una bomba se hace
circular entre el cdtodo y la muestra; ésta se encuentra en la
parte superior del tanque y presionada a éste por un blogue de
teflén. El pulido se lleva a cabo hasta que la muestra empieza
a desprendérse y cae al fondo del tanque, de donde se recoge pa-
ra su observacidén. También esta técnica ya ha sido modificada
al sustituir el bloque de tefldn por uno de vidrio, lo gue per~
mite observar el momento en- que la muestra empieza a perforarse
y detener el pulido. Tal contribucién fué hecha por Phillipé Yy
Hug019 en 1960, siendo de gran importéncia pues reduce el peli-
gro de que las regiones adecuadas a ser estudiadas por transmi-
8ién en el microscopio electrénico sean destruidas por la accidn
del electrolito mientras se extraen del feondo del tanque.

Tal vez la técnica rdpida para electropulir que ha ~
tenido mayor aceptacidn, es la de desgaste rédpido o chorro. Se
busca producir una cavidad del tipo de la figura No. II.l7.c).
Esta técnica se debe a Wilsdorf2© (1958), quien usd un método
mecdnico para producir la cavidad, sin embargo, quien utilizé
el medio electrolitico con este £in fué Struttz} en 1961. Des-
pués de que la muestra se somete a la acdén del electrolito -

como lo muestra la figura No. I1I.17a), el perfil de la misma -

pasa de su estado original (figura No. 11.17b) al que se mues-
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3

L L N W, V. N "\, W )

Fig. # II.16. Ilustracién del aparato ideudo por Firand y
Saulnier para electropulir répidamsntc. L1 tlogue de tefldn
(T) presicna & la muestra(¥)mientras la bomba (B) bace cizcu~
lar el electrolitc (E) entre la murstra y ol cdtedo (C) has-
ta qus la muestrs se rorpe ¥ cae al fonde del tancue electiro-
1itico (&) :

a) b) ‘ °)

Fig, # 11.17. Ilusirccién correspondiente a la téonica de
chorre o dez;mste répide. a) arreglo experimental de los

electrodcs, b) formz de disco tirica de la wmuestra adecua
da a este proceso, c) aspecto del disso después de cer a-
- tacado por sélo un lado.
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tra en la figura No. II.17.c). A continuacién se sumerge el
espécimen en un electrolito conveniente y se electropule en la
forma normal, pero es importante detener el proceso en el momen
to gue ocurre la perforacidn, pues solamente la parte central -
ha sido convenientemente adeljazada para observarse por trans-
misién. E1 flujo debe ser rdpido, uniforme y de un didémetro -
no mayor de un mm. Debido a gue dnicamente una peguefia parte
de la muestra es la que se adelgaza, cominmente se recortan -
de antemano los especimenes de tamafio tal gue puedan montarse
directamente en el microscopio electrénico después de ser elec-
tropulidos:; ésto se hace con objeto de no dafiar las partes --
adelgazadas al quererlas sepafar del resto de la muestra. EIL
corto tiempo que emplea la preparacidén de una muestra,y debido
a que presenta condiciones electroguimicas menos criticas gue
las de electropulido con voltaies pequefios, ha determinado que
sea una de las técnicas més empleadas actualmente.

En el presente trabajo se utilizd la técnica de ven-
tana en la preparacién de una muestra de aluminio puro, la cual
presentaba una forma laminar. Los pasos que se siguieron y que
sé recomiendan en el desarrollo de esta técnica son los siguien-
tes:

1).~ Frotar la superficie con pépel lija de grado ~

000 para eliminar éxidos, escamas, etc.
2).¥ Cortar las muestras en forma de tira de 3 x 2 -

em2,
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3).- Limpiar la muestra con acetona o alcohol.
4) .~ pPintar el marco de la ventana con un barniz
adecuado (en nuestro caso se utilizé barniz

marino) .

5).~ Después de que el barniz ha secado (10 a 15
minutos), limpiar la ventana con alcochol.

6) .~ Déterminar la meseta en la curva voltaje-co
rriente para el electrolito seleccionado {en

i el caso presente se empled dcido nitrico -49%,

| dcido clorhidrico - 2% y alcohol metilico -

49%), usando a 1a misma muestra como &nodo Ael

circuito. Esto proporciona el intervalo de -

valores de voltaje para los cuales existen --
condiciones adecuadas de pulido (2.5 a 4 volts,I
menor de 1 amp).

i R 2 7) .- Electropulir la muestra (con alguna agitacidén

inicial para eliminar capas de 6éxido) hasta -~

gue aparezca la primera perforacién. Detener -
el ataque, lavar a la muestra y una vez seca -~

volver a barnizarla.

ST P SRR

8) .= Introducir nuevamente a la muestra en el elec-

trolito pero invertida respecto a su posicién

v i e

original y electropulir hasta que aparezca un

agujero en el extremo opuesto al que presentd
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la primera perforacién.

9) .- Reducir el voltaje aplicade v enfriar el elec-
trolito con objeto de disminuir la velocidad -
del pulido para un mejor control del proceso.

10).- cCuando existen regiones de apariencia flexible
en la hoja, deténer el ataque y lavar cuidado-
samente a la muestra en alcohol metilico; en--
tonces cortar las regiones préximas a las per-
foraciones, manteniendo sumergida a la muestra

; » en alcohol.

11).- Colocar las muestras sobre un portacbjetos pa-
ra su observacidn.
Las figuras No. II.18 y No. II.l19 muestran el tipo de

'reqiones convenientes par# su estudio con microscopio electfé-

nico.

3) .- Método de Pulido Quimico.- Otra de las técni-

cas destinadas al. estudio de la estructura volumétrica de los

materiales, es la de pulido guimico. A diferencia de la técni-~
ca de electropulido, no requiere la aplicacién de un voltaje, -
implicando asi que las soluciones empleadas deban reaccionar --
5 mids fuertemente que en el caso anterior. Tal aumento de reac—
tividad provoca que el proceso de pulido quimico se realice a -
altés'temperaturas, lo que disminuye la posibilidad de un con-

trol adecuado del p&ocedimiento. Sin embargo, se le utilizav—
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Fig. # I1.18,

Aeoune oucst
preparada por el método de BLUbt'O

hisrefoto

1 le aluminia )
3
walido, r\ = (4800 3(\)

Fig, # II.19.

Kicrofstograf{a de una muestra de aluminie, obte-
nida por electropulide y que presenta una gran transparenzia a
los electrones. A = (10000 X 1000) X
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en virtud de que permite el adelgazamiento de muestras adn -
no conductoras; muy a menudo se emplea para hacer un adelga-
zamiento previo a una muestra conductora, anﬁes de someterla
a un pulido electroguinico. ﬂﬁ'

En algunos casos es posible preparar hojas delgadas
de muestras laminares; basta para ello sumergir al espécimen -
en una solucién de pulido quimico, como lo han reportado: Tu-
ffon?? en 1963, para aleaciones de Cu-Ni-Co e Irving23 en -
1961 para Ge y Si. También existe la posibilidad de obtener -
un rebajado inicial y posteriormente sumergir -la muestra en --
otra solucidén menos reactiva que la primera con objeto de no -~
destruir las regiones que han sido convenientemente adelgazadas.
En este tipo de procedimiento es muy posible que la disolucidn
no sea todo lo deseable, sin embargo, una manera de controlarlo
(o 21 menos asegurarse de que el material disuelto no vuelve a
depositarse sobre la muestra) es empleando el método de surti--
dor o desgaste rdpido. El empleo de esta técnica ha sido fepor-

24 en 1960 lo utilizd para prepa-

tado por varios autores: Groves
rar muestras de MgO, su técnica consistia en mantener fida la -
corriente ae solucidn guimica mientras hacia que la muestra des-
cribiera cifculos, de manera que la regién adelgazada era rela-

tivamente grande v permitia gue al detener el proceso por la -

aparicién de la primera perforacién, se obtenian buenas regiones

en acguelilzs partes del circulo adelgazado donde no habia ocurri-

H
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do la perforacidn; Booker y sticklgrzs, quienes en 1962 utili-
zaron este método para pulir Ge y Si, controlando el pulido en
virtud de los colores que transmitian las muestras y que iban
del rojo al naranja, al amarillo, a medida que el espesor se re-
ducia de 1 a 0.1 micras; Amelinckx y Kirkpatric}:26 en 1962 su--
mergieron sus muestras en una solucién fria y aplicaron una co-
rriente de solucidn caliente con la ayuda de un calefactor y un
tubo capilar sumergido también en la solucidn (Ver figura Neo. II.

20}; ellos lo utilizaron para Mg0 y como solucidén de pulido em--

—— ¢
—_— —
-
—_—
— — !
— — !
—
— —
—

Fig. .7 11,20, Disrpocitivo ideudc ror Amelinckx y Kirkratrick U !
-pars el pulide gquimico por el métodc convencionzl de csurtider. !
‘¥-muastra, TC-tuto calefactor, C-tubc capilur de vidric, S-=0 : .
porte de 1la muestra, P-solucidn fria de julidos )
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En general, el dispositivo mds frecuentemente usa-
do en la técnica de pulido quimico por el método del surtidor,
es el gque se muestra en la figura No. II.21 y el desarrollo de
la técnica es el siguiente:

1) Cortar las muestras que deseen pulirse, de ser -~
» posible, del tamafio del portaobjetos del microscopio electréni-
co (lo que elimina el peligro de destruir a la muestra,en con-
diciones de observacién, al resto de ella).

2) .Pulir mecédnicamente a la muestra para disminuir
los defectos debidos a la accidén de corte y reducir su espesor
(en ambos pasos es adecuado el empleo’ de un microtomo).

3) Pulir quimicamente a la muestra, por el método -
de imersién para disminuir adn md&s su espesor y el dafio super-
ficial de{ pulido mecdnico.

4) Colocar a la muestra en su sostén y ajustar la al-
tura de éste, de manera que el surtidor_inéida sobre el espéci~
men con sgficiente presién para remover el material disuelto.

5)_Girar al espécimen 180°, al menos una vez duran-
te el pulido (ééto es con objeto de lograr una regién uniforme-
meﬁte delgada), observando el proceso con un microscopio 40 X.

6) Separar a la muestra del chorro cuando aparezca -
el primer agujero y lavarla en alcohol o agua destilada; la apa-
ricién de la perforacién puede 8etectarse por el cambio en la - ‘k?

trayectoria del surtidor.
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7) Colocar a la muestra directamente en el por-
tacbjetos y observarla en el microscopio electrénico (en ca-
so de que el espécimen no tuviera las dimensiones del porta-
objetos, el corte de la regién adelgazada, deberd hacerse --
con ayuda de un escalpelo).

La figura No. II.22 muestra la microfotogrfia de
una muestfa de MgO obtenida por este método, empleando como
solvente dcido fosférico a una temperatura de 150°C y alcohol
metilico como inhibidor.

En el presente trabajo se prepard una muestra de
clorurc de sodio, para lo que se empled un cristal de NaCl -
crecido en el laboratorio del Grupo de Estado S6lido del Ins-
tituto de Fisica de la U.N.A.M., con el método de Kiropoulus,
modificado por Mufioz?’. Se clivé el cristal matriz para obte-
ner muestras de 5 x 5 x 2 mm, las que fueron pulidas mecdnica-
mente con lija 600; para el pulido quimico por imersién, se -
utilizé una solucién de alcohol metilico (90%) y agua destilé-
da (l0%). A continuacidén, se empled el método de surtidor de
la figura No. II.21, con una solucién de alcohol metilico - -

{60%) y agua destilada (40%): se eliminé la fuente de calor,

‘para disminuir la velocidad de adelgazamiento y se expuso la

muestra al surtidor durante intervalos de 5 sequndos, introdu-
ciéndola inmediatamente en alcohol metilico. Una vez ocurrida

la perforacién, la muestra se lavé en alcohol metilico y se -
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"Pilg. # I1.2%, Dingrama del ¢ispositivo de pulide quimico por el método
ido, F-fuente de cnlor, T-tutos de cobre,

b} .
de surtidor. S-soluziodn de pul
S-sostén de lu muestra ¥,

Fig. # 1I.22. Microfotograria de una muestra de Mgl, preparada con el
método de surtidor (S=dcido fosférico a 156 °C). A = (20000 % 5003%
Fig. # 1I1.22 a. Microfotografia (microscopio Gptico) de una musstra de
XaCl, que presentu regiones suficientemente delgalas rars su ohservua--
¢i6n con el micvroscopio electrénico (regiones indicadas por las fran--
jas de interferenciag . A= (400)X
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observé previamente en un microscopio &ptimo (Nachet 300‘coh -~
iluminacidn vertical), pues la existencia de franjas de inter-
ferencia alrededor de la perforacidén produci%a en la muestra, -
identifica las regiones adecuadas para su observacién por trang-

misidén de electrones (figura No. II.22a).

4) Método de Evaporacién en vacio.- El desarrollo
de esta técnica requiere el empleo de una unidad de evapora-- ?
cién, cuyos aspectos esenciales ya fueron descritos en la dis-
cusién del método de réplica (ver fiqgura No. II.3): puedé obte-
nerse una mayor informacidén de la construccién de éste equipo -
en el libro de Strongze.

Si un material es evaporado a partir de un filamen- _‘?
to por el que circula corriente eléctrica, los &tomos de esta -
sustancia viajardn en linea recta hasta encontrar una superficie,
en su trayectoria, donde formardn una pelicula del material eva~
"porado. Sin embargo, si la presién en la regién de evaporacién

no es suficientemente baja, es decir, sino puede decirse que el

camino libre medio de los dtomos sea mayor que la distancia del - b
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filamento al sustrato (donde se deposita la pelicula delgada),
existird una gran cantidad de colisiones entre los dtomos de la
substancia evaporada y las moléculas del gas presente. BEl tra-
bajo de depdsito en vacio fué estandarizado por Hollandz9 en -
1956; posteriormente Bassett0 v Pashley3l han aportado valio-
sos resultados en la preparacidén de peliculas delgadas de meta-
les y otros cristales inorgdnicos, las cuales son objeto de es-
tudios por sus propiedades Opticas, eléctricas y magnéticas.
Los principales avances en la técnica de depdsito -~
en vacio se hah dirigido al control del tamafio de grano, conti-
nuidad, orientacidén cristalina y composicién de las peliculas -
delgadas. Los factores que controlan estos pardmetros son: la
razén de evaporacién, la temperatura del sustrato, el grado de
vacio que exista y la naturaleza del depdsito y del sustrato.
La mayoria de las sustancias empleadas en microsco-
pia electrdnica pueden ser evaporadas a partir de filamentos de
tungsteno (alambres de didmetro de 40-80 milésimas Qe cm.). Sin
embargo, para ciertos materiales se emplean filamentos de tén~
talo molibdeno y columbio (Caldwell32). élgunos tipos de cale-
factores, formados con alambre de tungs?eno, se pueden apreciar
én 1a figura No. II.23. La espiral cdnica densamente enrollada,
se emplea para la evaporacién de sustancias granulares como el
cromo y el mondxido de silicio. Algunas veces, el alambre de

tungsteno es tan frdgil que hace imposible el poder darle de-
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terminada forma sin romperlo, cuando esto sucede, es convenien-
te favorecer su ductilidad calentando el molde en que va a ser

enrollado (temperatura proxima a los 100°C).

T OV M=
-a) b) . e) | a)

Fig. # I1.23 . Alpgunce filamentos caricterfsticos en la evapo
racién de metales en vacio.

El filamento en forma de V puede emplearse con --
éxito en la evaporacién de oro y paladic, para ello sé cortan
pequefias firas del metal y se enrollan al alambre de tungsteno,
al éumentar la temperatura de éste por el paso de corriente a -
través de €1, una pequefia gota del metal en estudio se concen--
tra en el vértice de la V y empieza a evaporarse. Cuando se -
desea evaporar platine. existe el peligrc de que pueda alearse
con el tungsteno y por consiguiente, provocar una ruptura del -
filamento en la regidén préxima a la gota formada previamente a
la iniciacidén de la evaporacidn; con objeto de eliminar este pe-
‘ligro, se modifica la forma del filamento y en lugar de emplear
la anterior se utiliza un alambre en forma de U, asi el platino

se extenderd a lo largo del tungsteno eliminando la posibilidad ',5
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de una ruptura de éste antes de la evaporacidn, Ahora bien,

si se requiere la evaporacidn de sustancias que fécilmente -

se alean al tungsteno, es conveniente la utilizacidn de cri-

soles de materiales que nc presenten esa facilidad ni gue --

reaccionen con el material gque se desea evaporar. En cual--

quier caso es necesario limpiar el filamento antes de la eva-
poracién} yva sea con alguna solucidn cdustica o bien calen-

tédndolo en vacio.

Respecto a la presién éue se utiliza en las técni-
cas de evaporacidn en vacio, puede decirse que es suficiente
un valor comprendido entre 1074 y 10 -5 m. de Hg., sin em-~
bargo, se ha encontradc gue a esta presiég la razdén de inci-
dencia de los dtomos del metal evaporado sobre la supsrficie
del sustrato, es comparab;e a la razén de incidencia de las -
moléculas del gas existente; es entonces comprensible que exis-
tan cambios considerables en la estructura y composicidén de --
las peliculas obtenidas en estas condiciones con respecto a -
las formadas en presencia de una presidn en el rango de 10_"8
a 10710 mm. @e Hg (Pashley33).

La temperatura que se suministra al sustrato, -
es con el objeto de favorecer la difusién sobre su superficie,
de cualquier Atomo de metal evaporado que incida sobre ella.

ﬁas principales aplicacioneé de esta técnica --

son la obtencién de réplicas superficiales asi como peliculas

delgadas. La primera de ellas ya fué mencionada en la técni-
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ca de sombreado, pero también es posible obtener con ella una
réplica directa con algin metal en especial. La figura No. II.
24 muestra la réplica de una superficie de NaCl después de ha-
ber sido atacada térmicamente a una temperatura de 580°C en -
aire durante 15 min.; el metal empleado para la decoracidén fué
oro y se le dié una ﬁayor coherencia a esta pelicula, deposi-
tardidole una capa de carbdén mediante su evaporacidn en vacio.
(José y Torres34).

En lo referente a la preparacidn de peliculas del-
gadas, pueden encontrarse dos casos: cuando se desea una peli~
cula metdlica policristalina o cuando se requiere que ésta sea
unvmonocristal.jzeégégggsﬁ

La preparacidn de peliculas policristalinas es re-
lativamente sencilla debido a gque no es muy importante la se~
leccidén del sustrato y la razén de depdsito. Entre los sus-
tratos mds empleados en esta técnica estdn las peliculas de
carbdn obtenidas por. evaporacidén, peliculas pldsticas, vidrio
y mica clivada o bien sal de roca. La pelicula formada puede
separarse del sustrato mediante la disolucidn de éste o sumer-
giéndolo en agua, ocurriendo la separacidn debido a que la ad-
herencia no es muy grande.

la preparacidn de peliculas delgadas monocristalinas
estd regida por el a20dn no completamente entendido fendmeno de

36

epitaxia (Pashely” ). Los principales problemas son la obten-
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cién de peliculas continuas y bien orientadas y su posterior
separacidn del sustrato. Este (ltimo es tal vez el problema
gque determine en mayor parte el éxito del procedimiento y pro-
hibe la utilizacidn, en gran escala, de sustratos metdlicoes, yé
que es dificil encontrar una solucidn que disuelva al sustrato
vy no ataque a la pelicula dépositada; como ejemplo de empleo -
satisfactorio de sustratos metdlicos estdn el oro en plata y -
el niguel en cobre. La relativa facilidad de remover las peli-
culas metdlicas de los alogenuros alcalinos, es una de las ra-
zones que explican la amplia utilizacidn de estos dltimos como
sustratos. Los factores que determinan la continuidad y orien-
tacidn de una pelicula aidn son poc§ conocidos a pesar de la --

37y,

36
gran cantidad de datos existentes (Pashley |, Hirsch

Fig. # II1.34. Miorofotografia de la réplica de la superficie de3ﬂna
muestra de cloruro de sodio, previamente atacada (José y Torres )
A = (15000 + 1000)X
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5) Adelgazamiento por bombardec idnico.- La pre-
paracidén de muestras delgadas por este método, fué lograda --
por primera vez por Gastaing3e en 1955. El equipo consiste -
de dog cdmaras de ionizacidn en las que se producen y acelerar

iones de energia de 1-10 kv, los cua

:3an a través de agu-~
jeros realizados en los cdtodos v que niurven para enfocar los
haces idnicos hacia la muestra. Los iones que inciden sobre la
muestra obligan a los &tomos superficiales de ella a bandolarla,
La energia de los iones es importante, pues mientras un haz de
baja energia produciriaz corrosidn, un haz de alta energia pro-
vocaria un sobrecalentamiento. EIl proceso de adelgazamiento es
extremadamente lento (aproximadamente 0.1 micra/min.), por lo -
que se utiliza para el pulido final de una muestra adelgazada -
electroquimicamente. Esta técnica proporciona una superficie

de estudio muy limpia, lo que la hace muy dtil en la preparacidn
de materiales sumamente reactivos asi como sustancias que presen-
tan segundas fases finamente divididas. Actualmente, se emplea
esta técnica en la preparacidén de muestras lunares para su obser-

vacién con el microscopio electrdnico.
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CAPITULDO ITI1

OBSERVACION DE POLVOS

El microscopio electrdénico ha sido de mucha uti-
lidad en el estudio de una gran variedad dé materiales, los -
cuales se emplean en la industria después de haber sido trans-
formados en polvos y mezclados con pinturas, tintes, plasticos,
pegamentos, etc.

Es frecuente encontrar situaciones en que las pro-
piedades Spticas y fisicas de un sélido estén relacionadas -~
con las caracteristicas observadas en un polvo del mismo ma-
terial, caracteristicas tales como tamafio de particula obser-
vada, forma y tamafio de aglomerados de las particulas que pre-
sénte la muestra.

Las sustancias consideradas como polvos..general-—-
menté estdn formadas por particulas liamadas primarias o fun-

damentales, las que se agrupan debido a fuerzas atractivas de
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intensidad variable. En muchos procesos de elaboracién, los
materiales en forma de polvos son ;ometidos a intensos esfuer-
zos mecdnicos como la trituracidn por ejemplo; tales operacio-
nes tiendena romper los agregados de particulas y separarlas

e inclusive, llegan a romper a las particulas fundamentales.
Entre las principales observaciones gue se realizan con el mi-
croscopierlectrénico destacan cuatro principalmente: medida
del tamafic de didmetro de las particulas primarias; medida -
del tamafio y forma de los aglomerados en cualquier estado de
un proceso; estudio de la homogeneidad de la muestra (o grado
de esparcido) y por {iltimo, observacidn de propiedades fisicas
y quimicas (o grado de cristalinidad}, aungque en este caso, es
necesario el uso de otras técnicas como la de campo obscuro, -
difraccidén y pruebas quimicas.

Para observar una muestra en forma de polvos, es ~
necesario depositarla sobre una rejilla o portaobjetos‘del mi~
croscopio electrdénico, que haya sido cubierta por una pelicula
que sirva como soporte de la muestra. Por esta razdn se dis-
cute primero la preparacién de este tipo de peliculas y poste-
riormente la elaboracién de las muestras.

Una pelicula soporte debe poseer caracteristicas -
tales que le permitan satisfacer cuatro requisitos fundamentales:
ser transparentes a los electrones, de textura adecuada, ser -

resistentes a esfuerzos mecénicos de pequefia magnitud y ser es-

tables.
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Dargent39 ha realizado un estudio detallado del ~-
cdmportamiento de las principales peliculas empleadas para -
soporte llegando a los siguientes resultados:

Para un potencial fijo, la transparencia de una pe-
licula a los electrones es una funcidn inversa del mimero -~
atémico del elemento constituyente de la membrana y del espe-
sor de la misma. Es entonces necesario el empleo de pelicu--
las delgadas, constituidas por dtomos ligeros. La figura No.

IIT.1l permite cbservar las curvas de intensidad transmitida -

(log i‘ ) en funcidn del espesor de la pelicula, permitien-
t
de -lzsificar estas membranas en orden de transparencia. Pa-

o
ra espesores menores de 300 A, la sucesidn en orden decre--
ciente de las principales peliculas gue se emplean, es el si-
quiente: colodidén, carbén, formvar y Sxidos. E1 espesor mini-
mo que se ha reportado para colodién y formvar es de 100 a --
e~ .
200 A y para el carbdn y capas éxidas se han obtenido espeso-
2 40
res de 30 a 50 A (Magnan ).
En lo que se relaciona con la textura de una mem-
brana soporte, puede decirse que se considerard adecuada cuan-
do su estructura no sea observable con el Sptimo poder de reso-
lucidn del microscopio; de no ser asi, se introducir@n errores
en la agpreciacidn de detalles finos del objeto en estudio.

Respecto a la resistencia mecdnica, a pesar de gue

ésta generalmente depende de la forma de preparacidn de la pe?
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licula, Dargent39 establecid un orden de seleccién de ias -
substancias empleadas en peliculas soporte, orden creciente
en cuanto a su resitencia mecdnica: carbén, silicio, materia-
les plasticos y aluminio.

Ademds de los tres requisitos ya discutidos, una --
membrana soporte debe ser establecida; estz estabilidad ante
la incidencia del haz electrénico, depende en parte de la ad-
herencia de la pelicula a la rejilla o portacbjetos del micros-
copio y por otra, de la naturaleza del objeto depositado sobre
ells. En efecto, la interaccidn de los electrones con la mues-
tra, conduce a la formacién de cargas eléctricas y sobrecalen~
tamientos. E1 sobrecalentamiento local del objeto de estudio
puede provocar el rompimiento de la pelicula, mientras que la
concentracién de cargas eléctricas produce que la membrana so-
pokte se desplace sobre la rejilla en que se encuentra. Esto
hace necesario que la pelicula seleccionada presente facilidad
de conduccién tanto térmica como eléctrica. En este caso, la -~
seleccidn de sustancias .en orden decreciente de conduccién y -
creciente de fragilidad, recomendada por Dargent es: carbén, ~
éxidos, formvar y colodidn.

La preparacifn de este tipo de peliculas, depende
de la substancia que las constituya. §i se desea obtener una
pelicula soporte de carbdén o algin 6xido (entre los m3s emplea-

dos estd el 5i0), se procede a colocar los portaobjetos del --
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microscopio electrdnico en una unidad de evéporacién y en un
vacio adecuado se evapora el material en forma a la ya des--
crita en el capitulo anterior. La preparacidén de las pelicu-
las de sustancias pldsticas es mds sencilla; las figuras Nos.
TIT.2 y III.3 ilustran los dos procedimientos mds utilizados:
en el primer casc se utiliza una malla de algin metal o mate-
rial inoxidable, a la que se le hace un marco de alambre de -
niquel y un brazo para darle una figura final de zapa, scbre
éste instrumento se colocan los portaobjetos y se coloca el -
conjunto en el fondo de un recipiente de vidrio, a continua--
cidn se agrega agua bidestilada hasta la altura mdxima del re-
cipiente y se deposita una gota de la solucidn plistica (ayu-
da el hacerlo con una pipeta micrométrica), la gota se extien~
de répidamente por la superficie del agua y aparecen contornos
circulares de coiores, una vez que se ha secado, sdlo es visi-
ble por una ligera diferencia de reflexidn en sus extremos y -~
en ese momento se eleva la malla con los portaobjetos para que
sobre de eétos quede la pelicula formada; el exceso de agua -
puede’eliminarse colocando el conjunto sobre un papel secante,
donde se deja que se seque completamente. Si la pelicula se ~
rompe cuando es extraida del agua, es conveniente utilizar una
solucidn pldstica mds concentrada que la anterior.

Después de haber discutido la obtencién de pelicu-

las soporte, veamos la preparacidén de las muestras en forma -
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de polvos. Ya se ha mencionado gue las fuerzas gue unen a los
agregados de particulas son de magnitud variable y es precisa-
mente esta diferencia la que determina la técnica a seguir en
la preparacién de la muestra,

Existen algunos polvos que estén tan débilmente uni-
% dos que pueden ser preparados en seco, basta para €llo emplear
| un cepillo de pelo de camello para esparcir el polvo en una pe-
licula soporte sobre el portacbjetos, pudiendo observarse inme-
diatamente en el microscopio electrénico. Otro método recomen-—
dable para el tratamiento de este tipo de muestras, consiste en
; depositar el polvo sobre una placa de vidrio que ha sido previa-

mente cubierto con una pelicula pldstica, a continuacién se eli-

mina el exceso de polvo ya sea mediante un flujo de aire o acer-

cande a la placa de vidric la terminal de alto voltaje de un --

1 circuito Tesla, cuya presencia, ademds de eliminar ese exceso -
de polvo provoca gue la capa inferior de éste se acdhiera a la pe-

licula soporte por atraccién electrostdtica; finalmente, la pe-

licula se separa de la placa de vidrio v se monta en un portaob-
jetos para su observacién. BEste dltimo método fué empleado hace
tiempo para el estudio de negro de humo ¥ negro animal, encon--

tréndose gue las distribuciones de tamafic para estos materiales,

‘eran consistentes con izs obtenidas por cotros procesos. En gene-
ral, puede decirse gue las técnicas Jde preparacién en seco de --

! . las muestras, permiten obtener las imadenes de mayor contraste -
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y resolucidn, sin embarge pueden introducirse errores en la
observacidn del tamafic de particulazs por =l peligro d= gus és-~
tas zumentien sus reales dimensiones vor la contaminacidn de gque
padieran ser objeto.

Cuando los polvos estédn unidecs fuertemente, se requie-
re la aplicacidn de fuerzas cortantes tales como la trituracidn,
para separar los aglomerados existentes en la muestra. Schus-
Ter v Fullam4l. prepararon una pintura para estudiarlia con el
microscopio electrdnico, para tal efecto iz trataron de la si-
guisnte mansra: colocaron una poce cantidad de pinturz en un -
recipiente de vidric y agregaron unas gotas de trementina tri-
destilada, después de revolver la solucidn con una varilla de
vidrio y esperar a gue se evaporara la trementina, procedieron
2 cubrir la muestra con una capa de resinz diluida y finalmente
levantaron esta pelicula extrayendo asi las particulas que se - '
adhirieron a la resina; la concentracién de particulas de pin-
tura variaba sobre el drea de la base del recipiente, lo que -
les permitid seleccionar regiones adecuadas de la capa de resi-
na para montarlas sobre el portacbjetos del microscopio y ob-
servarlas.

También es comin el empleo de métodos en los'que el
polvo es sumergido en una solucidn piéstica (ej. colodién en -
acetato de amilo), se revuelve y se muele en el fondo del reci-

piente @e vidrio utilizado en la preparacién de la mezcla, has-

ta que las particulas han sido separadas. Cuando el solvente
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se evapora, la mezcla se hace m&s viscosa y por esta razén --
hay que aumentar la fuerza de corte; posteriormente se agrega
una cantidad de solvente que favorezca la extensién de la mez-
cla en una placa de vidrio, ya sea por flujo o ayuddndose con
una varilla de vidrio. Aunque el esparcido en una pelicula plés-
tica representa la obtencidn de un buen muestreo, reduce sin em-
bargo la resolucidn y el contraste en la imagen como consecuen-
cia de la introduccidén de capas relativamente gruesas, pero por
otra parte disminuye la posibilidad de crecimiento de las par-
ticulas en virtud de la contaminacidn.

En otros métodos de preparacién se trabaja con acei-
tes viscosos o grasas y . la mezcla se extiende sobre una placa
de vidrio. El medio en que se realiza la esparcién de los pol-
vos, puede eliminarse con solventes adecuados o por evaporacidn.
Schuster y Eullam%l: recomiendan dibutilo de talio como solven-
te, el éual evapora en el alto vacio del microscopic electrénicof

Para estudiar particulas de materiales voluminosos, el
tratamiento se dirige a la observacién del grado de aglomeraciéh:
de las particulas. Generalmente se hace este tipo de estudios a
materiales que estdn destinados a sufrir una serie de procesos;
el grado de esparcido obhservado en las muestras con el microsco-
pio electrdnico, después de ser preparadas de acuerdo a las téc-
nicas mencionadas anteriormente, dard un indicio de la esparcibi-

1idad relativa, pero no puede garantizar el estado de agregacidn
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del producto final. La solucidén a esta clase de problemas, -
la d&f el uso del ultramicrotomo, aparato que permite realizar
una serie de cortes transversales & la muestra con objeto de
obtener unz regidén suficientemente delgada del objeto para su
estudio directo en el microscopio.

En la investigacidn de particulas existentes en el
aire (cenizas, humo o inclusc micro-organismos), la esparcién
no es problemdtica en la mayoria de los casos. Las técnicas
mds bien se dirigen a los métodos especiales de coleccidn y
montaje dr + muestras. Se han realizado estudios de vapores
de 6xido de metales que han sido quemados previamente (zinc, -

magnesio, cadmio, etc.). Un medio de obtener un muestreo de

‘figura No. III.4: un volumen determinado de aire se hace pasar

a través de una malla que permita filtrar las particulas exis-

tentes en el aire, esta malla se encuentra sobre una rejilla -

.del microscopio, de manera que basta detener el flujo de aire

y observar la muestra obtenida. Esta técnica ha sido perfec-

cionada para el estudio del aire en minas y fébricas.

4 . I3
Fivje de aire

qt_J?--»—"
38
- ﬁﬁﬂ’.ejilla con el filtro

-

Fig. # III.4. létodo de obtencién de particulas existentes.
en el aire
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En el presente trabajo se prepard una muestra de
arcilla para su observacidn con el microscopio electrédnico;
para tal efecto se utilizaron tres tubos de ensaye, agua bi-~
destilada, una pipeta micrométrica, un recipiente de vidrio y
una solucidén pldstica. EL procedimiento fué el siguiente.

Se prepararon los portaobjetos para el microsco-
pio electrdnico en la forma que se observa en la figura No.
III.2, utilizafidose una solucidén pldstica constitufda por 20%
de nitrocelulosa y 80% de thinner. Una vez que los portaobje-
fos se extrajeron del recipiente de vidrio, se depositaron so-
bre un papel secante con el objeto de eliminar todo exceso de
agua en la peliculalsoporte y mientras esto sucedia, se proce-
dié a la preparacidén de la arcilla: para ello se colocé en un
tubo de ensaye la muestra de arcilla y se agregé agua bidesti-

% lada en proporcién 1-5 respectivamente; tras de agitar la sus-

pensién durante un minuto y dejarla reposar durante dos minutos,
ias p;rticulas méé ligeras o pequefias permanecerdn mds préximas
a la superficie que las mds pesadas (Ley de Stokes):; se procede
entonces a verter una pequefia cantidad de la suspensién en el

j segundo tubo de ensaye (con objeto de que sélo particulas peque-
: fias pasen en esta primera etapa), repitiéndose en las mismas --
;“' condiciones el mismo proceso que con el primer tubo y se conti~

i nda asi hasta el tubo de ensaye nimero tres. Después de que la

dltima suspensién ha sido tratada, se extrae una pequefla canti=

bt e o e N Ty
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; dad de ella y se colocan pequefias gotas en los portaobjetos pre-
; parados con la pelicula pldstica; finalmente se espera a que se
i haya evaporado completamente el liquido y se procede a observar
f las arcillasg asi obtenidas. La figura No. ITI.5 muestra una mi-
i crofotografia de la muestra obtenida en las condiciones ya men-
; cionadas. ?
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i Fig. # II1.5. Microfotografia de una arcilla A= (3500 I 100)X
i Pueden -apreciarse las diferencias en tumaiic y forma, de las
i particulae presentes, :
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CAPITULO Iv

OBSERVACION CON CAMPO OBSCURO.

-Se ha mencionado en el primer capitulo que cuando
una muestfa se observa con el microscopio electrénico, existe
interaccién entre ella y los electrones; cuando se logra que -
al planoc imagen solamente lo alcance la intensidad dispersada,
después de interceptar la intensidad transmitida, se obtiene -~
entonces una imagen en campo obscuro de la muestra,

Para lograr estas condiciones de opgracién, se in~--
troduce una abertura excéntrica después del objeto, tal como lo
muestfa la figura No. IV-1,

Esta. técnica se emplea principalmente en la obser-
vacién de muestras cristalinas. La manera comin de introducir
1é'abeftura excéntrica consiste en desplazar la abertura del ob-
_jetivé, operando al microscopio en la forma normal. En estas -

condiciones, la principal limitacidén en la observacién de la -
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Objete

Abertura
Ixcéntrica

Insgen

Fig. # IV.1. Abertura excéntrica para observacibén en .
campo obscuro

i muestra la determina la aberracién esférica de la lente obje-
tivo como consecuencia de que los rayos difractados, con los
que se estd trabajando, estdn inclinados con respecto al eje

de simetria del siétema lentes. El efecto que produce esta -
aberracién es el de alargar los puntos imdgenes en la direccidén
que une el punto central del patrén de difraccién caracteris-

} tico de la muestra con el punto de difraccién que co;responde~

; ai haz electrénico con que se trabaja. Por lo tanto, la re— 
/ solucién dé una imagen en campo obscuro se ve seriamente afec-v

S tada en una direccién y raramente se justifica el observar con
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amplificaciones mayores de 20 000X en virtud de la calidad de
la imagen, sin embargo, en la mayoria de los casos es conve--
niente tener exposiciones de imdgenes con campo obscuro con -
las mismas amplificaciones y de la misma drea que con campo -
claro (observacidn con la intensidad transmitida) adn en casos

en que la amplificacién es mayor que 20 000X. Las figuras No.

IV.2 y IV.3 permiten observar a una misma regién de una mues-~
tra de arcilla preparada en la forma descrita en el capitulo
IITI tanto en campo claro como en campo obscuro y donde puede
verse en esta dltima, el efecto de la aberracidén cromdtica.
Entre las principales aplicaciones de la técnica de
cbservacién con campo obscuro, destaca la &yuda que presta en
la interpretacién de patrones de difraccidn debido a que una
imagen en campo obscuro revela aquellas partes de la muestra
§  que contribuyen a un rayo difractado particular. Esta infor-
macién puede ser extremadamente Gtil en la interpretacidén del
patrén de'difraccién de una muéstra multifésicﬁ. Como ejemplo

sencillo se puede ver el caso de una aleacidén que contenga una

fase precipitada.

Los precipitados posiblemente estén en mds de una -

orientacidén con respecto a la matriz, por lo que es factible

encontrar patrones de difraccidén bastante complicados en al-
! ‘ ‘gunos casos. Mediante la técnica de campo obscuro se identi-

i fican sin ambiguedades aquellos precipitados que daban Iugar

e, G e 5
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Fig. # IV.2. icrofotografia de una srcilla preparada per el
méltodo dessrito en el capituloe I%I ¥ observada con campe claro
A= (3500 = 100)X

Pig. # IV.3, Microfotografia de la misma regidn que la figura ante-

11

rior, pero observada con lo técnica de campo obscuro. A= (3500 z 100)X.
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a los diversos puntos de difraccién; de esta manera un pa--
trén de difraccidn complicado puede ser separado en sus di--
versos componentes lo que facilita su interpretacidn,

Por dltimo, cabe mencionar que el campo obscuro -
también puede lograrse con ﬁna abertura centrada y un haz -~--
électréni¢p gue incida sobre la muestra con un &ngulo distin-
to de 90°. Esto requiere modificaciones en el sistema de ilu-
minacién que sélo presentan los microscopios modernos, con los
que por consiguiente se logra disminuir considerablemente el -
efecto de la .aberracidén esférica en la resolucidén de una ima-
gen de campo obscuro conseguiaa con la primera técnica mencioc-

nada.

i
i
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CONCLUSIONES,

De lo discutido anteriormente y de las observaciones
realizadas durante el desarrollo de las técnicas, puede conclufir-
se lo siguiente:

1)- El método de réplica pldstica, es conveniente cuan-
do no se desee una resolucidén mayor de 200 ;, o bien, no se de--
see destruir a la superficie en estudio durante su separaciéﬁ -
del pldstico. En caso contrario, se emplean con mejores resulta-
dbs} las réplicas de carbén y éxidos.

2)— En el gméleo de la réplica pldstica, la concentra-
cién de ésta deberd irse variando en forma decreciente, hasta en-
contrar aquélla que presente facilidad de separacién de la super-
ficie de la muestra y sea suficientemente delgada para no romper-
se al observarse con el microscopio electrdénico.

3)~ El éxito de la técnica de electropulido, dependé
Principalmente del control en la velocidad del proceso (tempera-
tura del electrolito) y la determinacidén correcta de la meseta de
la curva I vs V, independientemente de los valores que presentan

algunés tablas de valores (Hirsch37 Yy Thomas’) .

4)- Tanto en el método de electropulido como pulido -




j

o PP s g o

i g s

R T

e g
i i ~

s¢

gquimice, una vez gue se ha producido una perforacidn en la

muestra, la regidn préxima al agujero deberd separarse del res-

to del espécimen {en caso de gue éste sea de un tamafio que im~
pida su introduccidn en el microscopic electrdnico) mediante -

la presidén de una superficie cortante y nunca deberd hacerse -
con un movimiento de sierra.

; nyw (‘:,cl..'\ ,;._‘{ v €yl JF e
5)~ Si no es posible observar a las muestras prepara-

das por alguno de los dos métodos de pulido mencionados, es con-
veniente mantener aquéllas en un fluido inerte, en vacio o ~ -
bien, cubrirlas con barniz aislante y disclver éste, hasta el

mbmgnto que desee observarse a la muestra preparada.

6)~ Respecto a la observacién de un objeto en el mi-
'ctosc6pio glectrénico, hay que mencionar que se obtendrd una -
imagen con mejor contraste, si se emplea la mds pequefia de las
aberturas del objetivo (disminucién de aberracidén esférica), o
mediante el girc de la muestra de manera que el plano de ella

no sea normal a la direccidn de incidencia de los electrones.

<
i
§
!
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