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El microscopi electronic de «scanning» (MES) és un aparell nou ja
que la seva comercialitzacié no té més de quatre o cinc anys d’existencia.
També és un instrument interessant ja que el seu desenvolupament re-
presenta un esforg realment inteHigent per tal d’assolir el maxim apro-
fitament del xoc d'unes particules eléctriques damunt I'objecte en estudi.
D’altra banda les seves aplicacions no es limiten a I'obtencié de dades
morfologiques de I'especimen, sind que en permeten realitzar una analisi
quimica elemental qualitativa i quantitativa. I finalment, ¢és espectacular
perqué ho son les imatges que s’hi aconsegueixen; tot i haver-se difés
rapidament i ésser ja freqiients en els treballs moderns de biologia, ens
permetem de presentar-ne unes que al nostre entendre sén molt demos-
tratives (figs. 1, 2, 8, 4 1 p).

Fl nom de MES introdueix un anglicisme que com tants d'altres
entren continuament a la nostra llengua a través de la ciéncia, la tec-
nologia, etc.; i és que el mot de «scanning» (=exploracid) s’ha fet uni-
versal en tractar d’aquest aparell. Alguns microscopistes francesos en diuen
microscopi electronic d’«escombraty, pero cal admetre que aquest terme,
quan es refercix a aspectes de U'electronica, en franceés té un significat de
qué no disposa el catala. Potser es més correcta I'expressio d’alguns ale-
manys que 'anomenen de «rastrejament», i tampoc sera desencertat de
dir-ne d’«exploracién, pero nosaltres preferim de seguir el corrent general
i parlar del microscopi electronic de «scanning.

Per a introduir-nos en el tema podem donar una definicié prévia sen-
zilla: el MES és un instrument compost per un sistema optico-electronic
que explora la preparacié per mitja d’un raig d’electrons molt accelerats,
que provoquen la formacié de diversos tipus de radiacions. Aquestes son
detectades per uns colectors que forneixen uns senyals eléctrics que son
tramesos a un sistema de televisio (TV) per tal de recompondre’ls en imat-
ges visibles. Aquest MES permet d’examinar tinicament superficies de I'es-
pecimen en estudi, dona unes imatges amb una resolucié maxima de 150 A
i l'augment ¢és variable des de, per exemple, 20 fins a 100.000 0 150.000
diametres.

La mida de l'aparell és comparable a la d'un microscopi electronic
classic (de transmissio) i la seva disposicié sol ésser la que hom pot veure a
la figura 6. A 'esquerra hom observa el sistema optic o columna i a la dreta
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hi ha els circuits electronics amb les pantalles de TV, una de les quals
porta acoblada una cambra fotografica per a obtenir imatges permanents.
Hom coloca la preparacié a la part inferior de la columna i sota hi
tenim el sistema de buit que extreu els gasos per tal de facilitar la
cursa del feix electronic. Aquesta disposicié correspon al microscopi
standard que sols permet d’efectuar estudis topografics. La imatge de la
figura 7 correspon, en canvi, a la del mateix aparell més els additaments
de raigs Roentgen que el converteixen en un instrument per a microana-
lisi. La columna porta adossats uns espectrometres, i I'armari de 1'esquerra
inclou els circuits que permeten de transcriure els resultats analitics sobre
paper pautat.

Passem ara a veure que s'esdevé en el si de la preparacié:

Quan un feix d’electrons molt accelerats bombardeja un objecte molt
prim (d'uns centenars d’A de gruix) la majoria d’electrons el travessen
sense sofrir cap modificaci¢ important de llur trajectoria ni de llur ener-
gia (fig. 8). Si l'objecte no ¢és uniformement prim o presenta zones trans-
parents als electrons i d’altres que no ho sén (per exemple perqué inclouen
elements de gran nombre atomic), hi haura particules eléctriques que es
dispersaran després de I'impacte amb I'objecte. Aquest és precisament el
mecanisme de la formacié de la imatge en el microscopi electronic de
transmissio, el qual obté la informaci6 util a partir dels electrons que no
han estat desviats durant el pas per la preparacid, descartant, en canvi,
la informaci6 de tots els altres.

El MES ha estat concebut i desenvolupat amb l'intent de detectar i
d’aprofitar I'energia de tots els electrons que descarta el microscopi elec-
tronic classic. En la figura g veiem que els electrons d'un feix molt prim
(que aqui és anomenat microprova) collisionen amb l'objecte, que ara pot
tenir una forma qualsevol, i els que ho fan inelasticament perden bona
part de llur energia. Aquesta energia sofreix diferents transformacions
i aquestes donen unes radiacions que cal que siguin detectades i conver-
tides en senyals electrics:

— Una part es transforma en energia calorifica, que no és aprofitada
en el nostre aparell.

— Una altra provoca una conduccié eléctrica o pas de corrent per
I'objecte, obviament si aquest ¢s conductor, que és detectada tra-
metent a un amplificador la diferéncia de potencial detectable en el
suport.

— Part de l'energia produeix raigs X que son coMectables i mesura-
bles per mitja d’'un o més espectrometres que donen una diferéncia
de potencial processable eléctricament.
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8. Pas del feix d’electrons per un objecte molt prim i formacié de la imatge en el mi-
croscopi electronic de transmissio. A Iesquerra no es presenta dispersié, perd a la dreta si.
9. La microprova, en incidir sobre la preparaci, provoca diferents tipus de radiacions,
detectables per distints collectors, que poden ésser font d’informacié per al MES (vegeu
text) ; fm : fotomultiplicador. 10. Trajecte (esquematic) de I’exploracié del feix electronic
damunt Dobjecte o la pantalla de TV. 11. Comparacié dels dos elements fonamentals
del MES : el microscopi propiament dit (columna) i la pantalla de TV (TRC). f: filament ;
w: cilindre de Wehnelt; a: anode; C, i C,: lents condensadores; cc: eléctrode de con-
centracié ; d: deflectors; pf: pantalla fluorescent. A la part inferior de la figura hom veu
la superficie explorada pel pinzell d’electrons en l'objecte (esquerra) i la imatge corres-
ponent al TRC (dreta) que és formada per lexploracié del pinzell sobre la pantalla
fluorescent (vegeu text). 12 El camp electrostatic format entre leléctrode e i el suport,
recull els electrons de poca energia (emissié secundaria) i en aconduir-los al fm, permet de
treure’n informaci6é til. Per mitjd d’aquest fenomen les imatges del MES aconsegucixen
la caracteristica sensacié de relleu, en obtenir informacié de zones situades fora de la
«vision del collector de radiacions.
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— També es formen radiacions lluminoses per un fenomen de catodo-
luminescéncia de les substancies que la presenten i que es pot
captar directament amb un fotomultiplicador (fm,). Aixd és un
dispositiu comparable a una ceHula fotoelectrica molt sensible.

— L'energia de les collisions també provoca l'alliberament dels elec-
trons de les orbites periferiques atdomiques de l'objecte estudiat,
en un mot, 'emissié secundaria. Perd aquests electrons, que sén els
més emprats en el MES, tenen logicament molt poca energia cine-
tica i es dispersen; per aixd convé de canalitzar-los per mitja d’un
fort camp electrostatic cap a un transductor fluorescent dipositat da-
munt un fotomultiplicador (fm,) que els converteix en senyals
electrics.

— Finalment, per un altre fenomen que s'anomena de reflexid electro-
nica, uns electrons reboten més o menys elasticament a la superficie
de la preparacié, canvien llur trajectoria i es dispersen. Tambe
aquestes particules poden ésser aconduides a un dispositiu similar
a l'anterior (fm,).

Ja hem dit que el microscopi electronic de transmissi6 forma la imatge
amb els electrons no dispersats, per tant aquests estan ordenats en I'espai
d’acord amb la disposicié de les zones electropermeables de la preparacié
i per aixd ja poden ésser directament processats per les lents electroniques
(objectiu i projectores) i donar una imatge amb tots alhora. En canvi,
les radiacions obtingudes al MES no estan ordenades respecte a 'espai (no
s6n coherents), ja que les que procedeixen d’un mateix punt es dispersen
en direccions diferents i no poden donar cap imatge si no és la d'un
sol punt.

Per a resoldre aquest inconvenient cal processar separadament les in-
formacions de cada punt de la preparacié i ordenar-les segons el temps.
Aixo cal fer-ho de la manera segiient: la microprova és mobil i va resse-
guint una zona determinada de l'objecte tal com es fa en els equips de TV
(fig. 10), és a dir, segons linies i quadres (usant el simil de llegir, podriem
dir segons ratlles i pagines). Va i torna en el sentit de I'eix X molt de
pressa i també ho fa en el sentit de I'Y perd molt més lentament (unes
800 vegades). La composicio dels dos moviments déna una trajectoria
resultant en forma de dents de serra i d’aquesta manera es pren lectura
de molts punts de la preparacio.

Una vegada collectada la radiacié produida per l'impacte, hom obté¢
informacié eléctrica de tots els punts i és processada seqiiencialment en un
sistema de TV en el qual aquella informaci6 ¢és reordenada en 'espai. Fi-
nalment, la integracié de les imatges puntuals de I'espécimen és deguda a la
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persisténcia: a) de la substancia fluorescent, b) de la retina de I'observa-
dor, ¢) de I'emulsi6 fotografica.

Vegem ara a la figura 11 una rapida descripcié del MES. Essencialment
¢s un conjunt format per dos tubs de raigs catodics (TRC) semblants
i interconnectats. El de I'esquerra és el microscopi propiament dit, allotja
la preparacié i és metallic. El de la dreta és una pantalla de TV i dbvia-
ment ¢s de vidre. Els dos tenen:

— Un filament que genera electrons (f).

— Un eléctrode que permet de controlar la intensitat electronica del
feix i que és anomenat cilindre de Wehnelt (w).

— Un anode que accelera els electrons (a).

— Un sistema optic per a controlar el feix, que a la pantalla de TV
és electrostatic i és anomenat eléctrode concentrador (ec), i en la
columna sol constar de dues o tres lents condensadores electro-
magneétiques de gran qualitat optica (C, i G,), que fan que la
imatge del filament sigui 5.000 vegades més petita que aquest,
per la qual cosa mesura uns 100 A, i també fan que I'angle d’ober-
tura de la microprova sigui petitissim per tal de proporcionar I'ex-
traordinaria profunditat focal caracteristica del MES.

— Els dos TRC també disposen d'un doble joc de bobines deflectores,
(d), que per mitja d'impulsos electrics permeten de desviar els feixos
d’electrons segons els eixos X i Y tal com hem explicat abans.

Aquesta exploracié dels feixos dels dos tubs (columna i pantalla) és
duta a terme sincronicament per tal com els impulsos provenen d'un
sol osciHador (Oscill. sincro.). Hi ha doncs una correspondéncia punt per
punt entre la zona explorada de I'espéecimen i la de la pantalla (fig. 11). Per
tant a qualsevol punt (A) de la preparaci6 li correspon un punt imatge (A’)
a la pantalla de TV que té una posicié idéntica respecte al temps (sén
sincronics), per aixo ambdds presenten una posicié aniloga respecte a I'espai.

Els senyals electrics dels coHectors son portats a la unitat de circuits on
encara son augmentats per mitja d’'un o més amplificadors (Ampl.) i des-
prés injectats al cilindre de Wehnelt del TRC de la dreta, al qual mo-
dulen el feix i donen la imatge final.

Si un punt (A) de la preparacio, pel que sigui, proporciona més elec-
trons secundaris que els dels voltants, el senyal electric colectat pel foto-
multiplicador (fm) sera més gran i després d’amplificat i portat al cilindre
de Wehnelt de la pantalla de TV provocara, per exemple, un augment de
la intensitat del seu feix i per tant un punt imatge (A’) més lluminds a la
pantalla. Aquest és el procés de formacié de la imatge visible en el MES.
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Tal com ja hem dit, el sincronisme de les dues unitats és aconseguit
fent que hi hagi un sol oscilador d'impulsos de deflexié, pero en la pan-
talla de TV 'amplada de la zona explorada pel seu propi feix ¢és constant,
de manera que el rastrejament ocupa tota la superficie fluorescent (fig. 11, a
baix, dreta). En canvi, 'amplada de la zona explorada de l'espécimen
(a baix, esquerra) és variable i controlada per mitja d'un atenuador
(Aten.) que actua de reductor del potencial dels impulsos respectius. Vist
aixd i a lalbir de la correspondéncia punt per punt a qué¢ abans hem
aludit, com més petita sigui la superficie explorada de l'espécimen més
gran sera 'augment. Per aixo el control de magnificacié del MES és pre-
cisament l'esmentat dispositiu atenuador.

Una de les caracteristiques més interessants de les imatges obtingudes
pel MES és la de I'extraordinaria sensacié de relleu (figs. 1 a 5). Vegem
a qué ¢és degut aquest efecte. La majoria de les radiacions produides per
l'impacte de la microprova sobre I'objecte sén disperses, amb la qual cosa
permeten d’obtenir informacié dels indrets més amagats. En efecte, la peti-
ta energia cinética dels electrons d’emissié secundaria per exemple, no difi-
culta que molts dels procedents de regions no «observables» pel foto-
multiplicador (fm, fig. 12) puguin arribar a aquest gracies al camp elec-
trostatic provocat per l'electrode carregat electropositivament, ja que els
corregeix llur trajectoria canalitzant-los cap a la substancia fluorescent
collectora.

Alguns models de MES tenen un dispositiu que, collocat sota la pre-
paracio, capta els electrons no dispersats per un objecte prou prim;
d’aquesta manera l'instrument actua d’una forma analoga a com ho fa
un microscopi electronic de transmissio, encara que naturalment sense
la necessitat d’objectiu ni de lents projectores. Com és logic, el poder re-
solutiu també ¢és llavors inferior al de transmissi6: hom aconsegueix
per aquest procediment que valgui uns 70 A.

La platina portaobjectes permet de suportar espécimens d'una mida con-
siderable (fins a 100 mm. en determinats casos) i disposa de possibilitats
de desplacar-los segons els eixos X, Y i Z i també de fer-los girar al vol-
tant d'un o dos d’aquests eixos.

Un dels avantatges del MES sobre el microscopi de transmissio és el fet
que la teécnica de preparacié té uns processos més senzills i curts i també
menys critics. L'tinica exigéncia realment limitant és que l'objecte en
estudi pugui conservar la seva estructura dins el buit de la columna. D’altra
banda, els espécimens conductors no necessiten cap altra condicio; els
aillants —els biologics solen ésser-ho— convé recobrir-los d'una capa
molt fina de metall conductor (per exemple d’un aliatge Au-Pd) amb
I'ajut d’'un evaporador similar al que ¢és utilitzat en la preparacié d’om-
brejats i répliques per a microscopia electronica de transmissio. Hom sap
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que els metalls son bons donadors d’electrons a causa de les condicions de
llurs orbites electroniques externes, i sobretot els metalls pesants.

Per tant no cal ni incloure ni tallar amb l'ultramicrotom; hom fixa
I'especimen biologic per a considerar-ne l'estructura, aquest és deshidratat
per a poder-lo introduir al buit, i si cal és recobert amb Au-Pd. Després
d’aixo ja pot ésser collocat en el portaobjectes de la columna i estudiat
seguidament.

Cal recordar el que hem dit al comencament respecte a les possibilitats
del nostre MES: no és un simple instrument d’estudi morfologic, ja que
quan va equipat dels espectrometres de raigs Roentgen es converteix en
un petit perd prodigios laboratori de microanalisi per raigs X, que permet
d’estudiar la composici6 elemental de 1'objecte a partir, normalment, del
bor cap endavant.

Els raigs X poden ésser aprofitats de diferents formes; vegem-ne tres
exemples:

— Fixar la microprova en un sol punt de la preparacié i realitzar una
microanalisi elemental qualitativa i quantitativa, transcrita sobre
paper pautat, dels elements constituents de 'espécimen.

— Analitzar quantitativament o qualitativa una linia i reproduir-ne
I'analisi graficament.

— Sintonitzar I'espectrometre per a un determinat element i passar la
informacié obtinguda sobre la pantalla de TV, on obtindrem la pre-
sencia o I'abséncia d’aquest element sobre la imatge de l'objecte.
En altres mots, aconseguir un mapa de la localitzacié de I'element
sobre la superficie de l'espécimen.

Els elements pesants com el Ca, el S o el Fe, per exemple, poden ésser
localitzats per aquest métode en quantitats de fins 10-'" grams, amb
una resolucié de 'ordre dels 1.000 A.

No cal dir T'interés que poden tenir totes aquestes possibilitats apli-
cades sobretot al camp de la histoquimia, per exemple en la localitza-
cio del lloc d’accié d’un enzim, etc.

Comparant el MES amb el microscopi fotonic observem que aquell té
12 vegades més de resolucié i per tant I'augment util també és 12 vega-
des superior, i la profunditat de focus ¢s 500 vegades més gran. No obstant
aixo, els desavantatges respecte a 1'optic sén: la impossibilitat d’examinar
organismes vius i la conveniencia de fer conductor electric 'espeécimen.

Els avantatges del MES respecte al microscopi de transmissié sén: no
¢ésser necessari tallar I'objecte en estudi ni per tant incloure’l, fins a poder
en molts cassos examinar-lo sencer i produir una contaminacié molt re-
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duida sobre la preparacio. Els inconvenients sén: no poder examinar res
més que estructures superficials i tenir menor poder resolvent.

Com tota eina, té unes funcions concretes i uns limits en la seva uti-
litzacié i aplicacié; aixd ho diem per defugir la possible euforia que
poden provocar les imatges que proporciona el MES i per valorar justa-
ment la seva importancia i utilitat. Cal insistir que el factor limitant prin-
cipal és que amb el nostre instrument només podem estudiar la topografia
superficial dels objectes.

Finalment volem concloure que, per les seves caracteristiques, el MES
representa una eina complementaria i no intermedia del microscopi fo-
tonic i de 'electronic convencional, que ofereix una perspectiva morfolo-
gica diferent de les que fins ara teniem i aixo potser ens permetra de resol-
dre incognites actuals i de donar nous enfocaments en el camp de la inves-
tigacid microscopica.



