Analizar muestras
sin daharlas:
El servicio de
tecnicas no

destructivas
del MNCN

Texto y fotos: Laura Tormo, respon-
sable del Servicio de Técnicas no
destructivas del MNCN

Microfotografia de la cabeza de una hormiga hecha
con el Microscopio Electréonico ambiental
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Para hacer ciencia es necesario observar y analizar los objetos de estudio. Este analisis a veces
conlleva la destruccion de la muestra, pero muchas veces esa destruccion es inasumible. ;Como
estudiar una pieza tinica de una coleccion de Historia Natural? ;Quién se atreveria a estropear un
ejemplar que puede ser el tinico que quede en laTierra?

Afortunadamente el desarrollo de la ciencia y
la tecnologia han hecho posible la creacion de
técnicas que van mas alla de la simple observa-

cion pero que mantienen las muestras intactas.

Esto es lo que se consigue en el Servicio de
Técnicas No Destructivas del MNCN.

Hasta 2003 fue el laboratorio de Microsco-
pia Electronica y en ese aho adquirié un nuevo
Microscopio Electréonico ambiental con nove-
dosas prestaciones que ahorraban las prepara-
ciones previas (fijaciones, deshidrataciones, me-
talizaciones, etc...), que modifican y en muchos
casos destruyen las muestras, pero que son ne-

“El servicio cuenta
actualmente con cuatro
técnicos con una gran
experiencia en equipos de
Microscopia Electronica
de Barrido, Confocal
espectral , Tomografia y
Espectroscopias varias
entre otros”

Espectrometro Raman.

Patrén estomatico de una gim-
nosperma del Carbonifero donde
podemos apreciar la densidad y
distribucion de los estomas.Visto
por fluorescencia en el Microscopio
Confocal espectral.

cesarias para la observacion en un microscopio
electrénico convencional.

El nuevo Microscopio Electronico trabaja con
una camara de mayores dimensiones que per-
mite introducir muestras de una gran variedad
de tamanos asi como preservar su estado inicial
para su posterior estudio.Ademas este Micros-
copio tiene acopladas dos sondas de analisis
quimico elemental, una por Energia Dispersiva
de Rayos X (EDS), y otra por longitud de Onda
Dispersiva (WDS), para analisis de elementos
traza. Lo que se consigue con estas dos técnicas
es, mediante el bombardeo con electrones de
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Microfotografia de un primer molar inferior de un
cricétido (hamster) del Mioceno medio de la Cuenca
de Calatayud-Montalban (Zaragoza, Espafa) por fluo-
rescencia, tomada mediante el Microscopio Confocal
Espectral

la muestra, analizar la energia o la longitud de
onda que es dispersada por cada uno de los
elementos quimicos de la muestra y descubrir
asi su composicion.

Dada la versatilidad del equipo, que permite la
observacion topografica a grandes aumentos y
el andlisis quimico elemental de cualquier tama-
fio de punto o darea en dicha superficie, la nueva
equipacion tuvo una gran demanda de usuarios,
tanto internos como externos, lo que permitio
que el laboratorio fuera incorporando nuevos
equipos.

“El Microscopio
Electréonico permite la
observacion topogrifica
a grandes aumentos y el
andlisis quimico elemental
de cualquier tamaiio
de punto o drea de una
muestra”

En 2007 llegd al Museo un nuevo Microscopio
Electrénico con presion controlada, sondas de
analisis quimico EDS asi como una nueva son-
da de Catodoluminiscencia que, aplicada a un
Microscopio Electrénico ambiental, lo conver-
tia en un equipo Unico en Espana. La Catodo-
luminiscencia es una técnica no destructiva que
hace un analisis espectral de la luminiscencia
que la muestra emite al ser bombardeada por
electrones. De esta forma se consigue informa-
cién analitica y estructural de la misma.

En 2009 se incorpor?¢ al laboratorio laTécnica
de Espectroscopia Raman que lleva acoplado un

Andlisis de restingolita procedente de la erupcion volcanica
de la Isla del Hierro. Mediante diferentes técnicas del Servicio
de Técnicas No Destructivas se uso la Microscopia Electroni-

ca de Barrido para realizar imagenes topograficas de la roca

y la Energia Dispersiva acoplada al Microscopio (SEM-EDS)

para el andlisis quimico de la roca. Ademas se analizé una
comparativa del vidrio volcanico de la roca con otros vidrios
de diferente origen mediante la catodoluminicencia acoplada
al Microscopio Electrénico (SEM-CL).
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Microscopio Confocal y que permite el analisis
molecular de muestras tanto solidas, como li-
quidas o gaseosas. La fibra 6ptica de analisis que



https://www.facebook.com/MNCNcomunica
https://twitter.com/MNCNcomunica
https://plus.google.com/u/0/b/109694493698779970035/109694493698779970035/posts
https://www.facebook.com/MNCNcomunica
https://twitter.com/MNCNcomunica
https://plus.google.com/u/0/b/109694493698779970035/109694493698779970035/posts


@atural

©

sumario

mente 6

Feomelanina “E] MiCTOSCOpiO COI’lfOClll anteriores, es una Fecmca no d,e.st'r'uctlva que <
" . . complementa los diferentes analisis que ofre- ¥
M;&W% it W‘ﬂ RAMAN permite el andlisis  cemos. et
Eumelanina,, molecular de muestras tanto Gracias al Microscopio Confocal Espectral de
\ i W solidas, como liquidas o

500 1000 1500 o)
Raman shift (cm?)

gaseosas”

del mismo era la preservacion de la muestra

g § . .
: g en su estado original para su estudio, un de-
: %8 %8 talle trascendente para las valiosas colecciones
T T T . . . 4
g 5. £, de Historia Natural que custodia el MNCN asi
H E_ E . . .,
i Eﬁ §§ como para los grupos de investigacion de este
. . icle Eye-1 Eye-2 Eye-3
| g y otros organismos que demandaban este tipo ° ?.,T.fhf wflg.,l w:.,..l w’;,..l
spe . o % % Ha
3 E de analisis. CK 2686 1551 171 154
5000 4000 X000 <200 - Ma K 0,21 L] [] L]
P e " En 2010 el Museo adquiere un nuevo equipo, Wak 0ot 24 2a1 im
. . ALK 0,21 1.09 0.85 08
Espectros raman caracteristicos de los dos tipos de esta vez un M|‘croscop|o Confc?cal ) !Espectral s an e 4w Y
pigmentos de melanina que componen las plumas de de Fluorescencia. La nueva equipacion es in- TR <l
halcén (familia Falconidae). Mapa hiperespectral 2d de corporada al servicio porque, al igual que las R S . .
L 1 2 3 4 o Totals 100 1I';'B I‘W ;ﬂﬂ

una region de la pluma en el que se observa la distribu-
cion de ambos tipos de pigmentos melanicos (oscuro
para la eumelanina y claro para la feomelanina)

incorpora este equipo, permite analizar mues-
tras de gran tamano sin tener que introducirlas
en la cdmara. Ademas, por su caracteristica de
confocalidad (muestra enfocados distintos pla-
nos de una muestra), permite analizar planos in-
teriores e inclusiones preservando la integridad
de la muestra.

Fue en este momento cuando el conjunto de

laboratorios recibié su actual denominacion:

Servicio de Técnicas No Destructivas: Micros-
copias y Espectroscopias, dado que la premisa

Andlisis del chinche, Copium teucrii, mediante diferentes
técnicas del Servicio de Técnicas No Destructivas. Se
realizaron imagenes topograficas (detector de electrones
secundarios) y composicionales(detector de electrones
retrodispersados-BSED) mediante Microscopia Electronica
de Barrido, con las que se observé que los ojos del chin-
che tenian una composicidon quimica atipica. Tras analizar
mediante EDS los ojos y el resto de las partes del chinche
se determiné que los ojos estaban compuestos por fosfato
calcico. Se realizaron mas analisis para caracterizar estos
ojos tan atipicos usando Microscopia confocal espectral
para determinar las diferentes emisiones fluorescentes
dentro del ojo, y usando la catodoluminiscencia acoplada
al Microscopio Electrénico de Barrido (SEM-CL) para de-
terminar los cambios de luminiscencia dentro del mismo

segun la variacion en la estructura quimica del ojo,.

Full Scale 1280 cts

CLSM-PL
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Preparacion de una muestra para el CT SCAN.

Fluorescencia se realizan estudios de muestras
con marcaje fluorescente o con autofluorescen-
cia, que hacen secciones opticas de las mismas

permitiendo la deteccion de un solo plano focal.

Este avance en el campo de la microscopia po-

sibilita el estudio tridimensional de las muestras,

incluyendo su interior y en determinados mate-
riales permite la obtencidon de imagenes de su
superficie mediante reflexion.

El sistema también permite realizar plots de

“El Microscopio Confocal
Espectral de Fluorescencia
posibilita el estudio
tridimensional de las
muestras, incluyendo su
interior, y en determinados
materiales permite obtener
imagenes de su superficie”
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microtopografia, es decir, se obtienen topogra-
fias de superficies muy pequenas gracias a que
el laser enfoca diferentes planos de superfi-
cies.

En el ano 2012 el MNCN compra una gran
equipacion novedosa en el CSIC, un equipo de Mi-
crotomografia Computerizada de Rayos X, un CT-
SCAN que se incorpora al Servicio de Técnicas No
Destructivas.

Para funcionar, se coloca una muestra en una
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que es un potente cromoforo.
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Microfotografia con Microscopio Electronico ambien-
tal de la superficie de hoja de olivo.

plataforma giratoria en el CT-Scan que se en-
cuentra entre una fuente de rayos X y un de-
tector. El detector adquiere imagenes radiogra-
ficas en 2D del objeto segun gira. Una vez que
el objeto ha realizado un giro completo de 360
grados, se toman dichas radiografias y se envian
a través de un software con un algoritmo de re-
construcciéon que crea un mapa volumétrico en
3D de la muestra. No solamente dispondremos
de la informacién superficial externa, tal como
dispondria con una nube de puntos en 3D de
la exploracion con laser, sino que ademas dis-
ponemos de superficies internas e informacion
adicional sobre lo que esta entre las superficies a
partir de la densidad.

Imagen de Microscopia Electrénica de Barrido de micro

estalactitas de silice sobre carbonato calcico.

Ademas el laboratorio ha adquirido un po-
tente software, el VG STUDIO MAX 2.2, para
la evaluacién de datos. El programa informatico
permite analizar variables como areas, volime-
nes, porosidad, grosores, densidad, estructuras
internas, etc...

“La premisa del
servicio de Técnicas No
Destructivas: Microscopias
y Espectroscopias es la
preservacion de la muestra
en su estado original para su
estudio”

Microtomografia de Rayos X de una rana diminuta
tomada mediante el CT SCAN. Se investiga si la mi-
niaturizacion ha seguido el mismo camino evolutivo
en diferentes linajes.

La ultima incorporacion a este Servicio sera en
octubre del presente afio, momento a partir del
cual ofreceremos el analisis con el Microscopio
3D de alta Resolucién- perfilémetro Optico.

Este equipo permite la observacion y caracte-
rizacion superficial de materiales a escala mili-,
micro- y nanométrica. Permite la visualizacion
tridimensional y la medicion sin contacto con
las superficies en tres dimensiones. Asi realiza
una rapida evaluacion no invasiva de la micro-
y nano-topografia de las muestras con multiples
configuraciones. El empleo de luz blanca propor-
ciona imagenes con color real de la muestra y
evita restricciones debido a las propiedades de
la misma, como son la ausencia de fluorescencia
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Imagen de fluorescencia mediante el Microscopio
Confocal espectral del Servicio de Técnicas No Des-
tructivas. Retina de un ojo de un pez calandino, Squalius
alburnoides, tefiida con hematoxilina/eosina. Se observan,
en color morado, los nlcleos de los receptores asi
como los nucleos de neuronas que forman parte de la
retina. En verde se observa el citoplasma de los fotorre-
ceptores y de dichas neuronas.

“Proximamente se incorporard
al servicio un Microscopio
3D de alta Resolucion que

permite la observacion y
caracterizacion superficial
de materiales a escala mili-,
micro- y nanométrica”

Fotografia de microscopia electrénica de barrido de
Células de cancer dividiéndose.

o al tener muestras irregulares con fuertes pen-
dientes.

La reconstruccion de estas imagenes por pla-
nos proporciona fotografias 3D que pueden
voltearse para observar distintos angulos de
la muestra, visualiza la topografia de la mues-

Microscopio Electrénico de Barri- tra asociando colores por planos de igual altura
do FEI Inspect con presién contro- en el barrido vertical de la misma, caracteriza
lada y sondas de EDSY CL y mide cuantitativa y cualitativamente las irre-
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Microtomografia de
Rayos X mediante el CT
SCAN del Servicio de
Técnicas No Destruc-
tivas. Reconstruccion
virtual (realizada por el
grupo de Paleoantro-
pologia del MNCN) de
metacarpos de un nean-
dertal del yacimiento de
El Sidron (Asturias).

gularidades topograficas 3D en plano y en pen-
dientes.

Ademas este servicio ofrece asistencia técnica
de equipos de caracter mas destructivo, pero que
también proporcionan una informacién analitica
importante, que son el Analisis Térmico Diferen-
cial (ATD/ATG) que permite el estudio de la evo-
lucion de muestras solidas en funcién de la tempe-
ratura, analizandose simultaneamente las pérdidas
o ganancias de peso de la muestra (ATG) y los
efectos térmicos que sufren las mismas (ATD) y
el Analizador de distribucion del tamano de parti-
cula por Difraccion Laser que permite medir par-
ticulas de entre 0,04 y 2000 micras.

Laura Tormo en el
Microscopio Elec-
trénico de Barrido
FElI Quanta 200 con
presion controlada &8
y sondas de EDSY
WDS

El laboratorio no solo ha ido aumentando
en equipamiento sino que también lo ha hecho
en personal. Actualmente cuenta con cuatro
técnicos (doctores y licenciados) con una gran
experiencia y elevada capacidad técnica en
equipos de Microscopia Electrénica de Barrido

“El CT-Scan crea imdgenes
radiogrdficas en 2D del objeto
que gira sobre si mismo. Con
esas imdgenes se crea un
mapa volumétrico en 3D de la
muestra”

(ambiental, bajo y alto vacio), Confocal laser y
Tomografia (CTScan), asi como Espectrosco-
pia de Catodoluminiscencia, Energia dispersiva,
longitud de onda, Raman, Termogravimetria y
Difraccion Laser.

Toda esta diversidad de Técnicas No Des-
tructivas dan a este laboratorio un caracter
multidisciplinar y una gran demanda, dado
que estas técnicas son utilizadas por diver-
sos sectores como la Biologia, Geologia, Pa-
leontologia, Medicina, Entomologia, Ingenie-
ria, Trabajos periciales, Controles de Calidad,
Gemologia, Arte, Petrografia, Quimica, Fisica,
Prototipados,etc... W
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