HISTORIA DE LA MICROSCOPIA ELECTRONICA

* Los primeros microscopios electronicos

** Francisco Hernandez

RESUMEN

La explicacion del porqué un microscopio de luz, atn
con la optica mas fina, es incapaz de superar la
resolucion de 0.2 um fue un dilema respondido por
Ernest Abbe en 1872 (1). La razén de esa limitacién
estriba en la longitud de onda de la luz (A), pues la
resoluciéon se define como A /2 NA; donde Na; es la
abertura numérica del lente objetivo.

De acuerdo con ello, sélo se podria aumentar la
resolucion si se disminuyera A . En pos de ese fin se
intentd la construccion de microscopios que utilizaran
luz ultravioleta o bien rayos X; dos formas de energia
electromagnética cuya A es menor que la
correspondiente a la luz visible. En el primer caso se
disefi6 el ultramicroscopio, una de cuyas limitaciones
es el empleo de lentes de cuarzo y que la imagen
sélo puede observarse en fotografia. La segunda po-
sibilidad origind el microscopio de rayos X, cuya
resoluciéon fue de 0.1 um, pero el costo y la baja
intensidad de la imagen, que requeria de horas o dias
de exposicion para sensibilizar una placa fotografica,
hicieron que este equipo no fuese practico. Esto
presentaba un problema practicamente insoluble. Sin
embargo, el mismo Abbe en 1878 escribi6 “De
acuerdo con nuestro conocimiento cientifico actual el
rango del ojo humano esta limitado por la propia
naturaleza de luz. No podemos sobrepasar ese limite
con los conocimientos actuales de la naturaleza y
so6lo podemos encontrar solaz en el hecho de que hay
muchas cosas entre el cielo y la tierra con las cuales
nuestra ignorancia jamas habria sofiado. El intelecto
humano de futuras generaciones tal vez podria
encontrar otras formas para superar ese limite que
ahora consideramos insuperable, mediante energias
y procesos desconocidos... “(1).
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Ese pensamiento fue realizado 65 afios mas tarde por
Ernest Ruska, en 1934 cuando presentd su primer
microscopio electrénico, utilizando un haz de
elctrones en vez de luz y electroimanes como lentes.
Para ello se toma el caracter ondulatorio del electron
(teoria de Maz Planck) cuya velocidad le es imprimida
por el voltaje de aceleracion, hasta un limite sefialado
por el aumento en su masa a medida que esa
velocidad se aproxima a la velocidad de la luz (teoria
de relatividad A. Einstein) tal como interpret6 De
Broglie en 1924 (4,6). Asi a 100.000 v., esa A es de
aproximadamente 0.05 A°, lo que permitié6 superar
ese limite que habia sefialado Abble.

El camino de Ruska habia sido preparado por una
serie de inventos 'y descubrimientos que
arbitrariamente pueden ser enumerados desde
mediados de 1850: El tubo de Geisller (Geisller
1850), tubo de rayos catédicos (Goldstein 1855), la
pantalla fluorescente (Braun 1897) y el efecto
concentrante de los campos magnéticos sobre el haz
electronico (Wiechert, 1899, Gorber 1924). Este
ultimo fenémeno fue interpretado por Buch, quien
hizo un parangén entre una lente de vidrio y una
‘lente electromagnética”, lo cual dio base a los
experimentos de Ruska en la construcciéon de un
microscopio electronico (ME) (2,4,6,8).

Sin embargo, Ruska sufrié un revés en su historia: él
presentaria sus hallazgos, junto con su maestro Mex
Knoll, en el Cranz Colloquium el 4 de junio de 1931.
Pero Knoll comenté los detalles técnicos del invento
con un amigo suyo, M. Steembeck, quien a su vez lo
hizo con Reinhold Rudemberg, jefe de ingenieros de
Siemens, quien patenté el ME el 30 de mayo de
1931. No obstante, Ruska es considerado el padre de
la microscopia electronica (2,4).

El primer ME comercial, disefado por Ruska, fue
lanzado al mercado por Siemens en 1939. Ello sirvié
de estimulo para que otros paises se abocaran
a estalinea de trabajo y asi comenzaron a
aparecer prototipos en los Estados Unidos
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de América, Inglaterra, Francia, Canada y Japoén (5).
Este dltimo presentd su primer modelo en 1940, el
cual fue modificado en 1942 y bautizado como el
Mark I (Fig. 1).

Al tiempo que se trabajaba en el microscopio
electronico de transmision (MET), también se
disefiaba equipos para captarlos electrones pro-
venientes de la superficie de la muestra, o sea lo que
hoy denominamos microscopio electronico de barrido
(MEB). Entre esos pioneros estan Knoll (1933) y
Ardenne (1938). Sin embargo e! grupo que culminaria
exitosamente la construccién del MEB fue dirigido por
McNullan en la Universidad de Cambridge, Inglaterra.
En 1953, cinco afos después de haber iniciado sus
labores, habian construido un equipo totalmente
funciona! con el cual trabajé Smith, quien a su vez
sugirié algunos cambios en el disefio.

El primer MEB comercial fue lanzado a! mercado por
la Compafiia “Cambridge Instrument” (Hoy Cambridge
Scientific Instrument Ltd.) en 1965 y el modelo fue
conocido como “Stereoscan” cuya resolucién era de
250 A° (10).

Hoy existen modelos de MEB con resolucién que
oscila entre 30 y 50A°. Ademas, la compafiia Hitachi
disefio recientemente un modelo para ultra alta
resolucion (S-900) cuya resolucion es de 8A° (7,9), lo
cual es cercano al limite tedrico esperado (3). [Rev.
Cost. Cienc. Méd. 1987; 8(4):199-202].

ADENDUM

Fundamentalmente existen dos tipos de microscopio
electronico, el de transmisién (MET) y el de barrido
(MEB). Con el primero se puede hacer un parangon
con un microscopio de luz (ML) y con el segundo con
un microscopio estereoscopico o de diseccion. La
razén es que el MET utiliza los electrones
transmitidos, o sea aquellos que logran atravesare!
espécimen; obviamente esa muestra debe ser muy
delgada, y en el caso de un corte histologico este
debe ser alrededor de 100 veces mas delgado que el
utilizado en el ML. La imagen obtenida, al menos por
los métodos convencionales es plana (Fig. 2a).

El MEB utiliza los electrones dispersados a partir de
la superficie de la muestra, ya sean secunda-
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rios o retrodispersos. En este caso, el espécimen
puede ser tan voluminoso como un fragmento de
tejido, un insecto, etc. y la imagen obtenida es de tipo
tridemensional (Fig. 2b).
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FIG. 1: Modelo de microscopio electrénico de la
Universidad de Tokyo (Exposicion histérica. Xl
Congreso Internacional de Microscopia Electrénica.
Kyoto. 1986).
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FIG. 2: A. Micrografia electréonica de
transmisiéon. Corte ultrafino de mucosa
intestinal; notese el caracter bidimensional de
la imagen. Microvellosidades (flecha) Mi-
tocondrias (M), Nucleo (N).

B. Micrografia electronica de barrido.
Fragmento de mucosa intestinal; nétese el
caracter tridimensional de la imagen. En el
extremo derecho se observan unas
microvellosidades en vista longitudinal, en el
resto de la preparacion aparecen vistas desde
arriba, apreciandose sus extremos apicales. A
la izquierda aparece la abertura de una célula
caliciforme llena de muco.
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