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rejilla que contiene la muestra.



WO 2010/072875 A1 I H000 AT 0 0OV 0

TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, SE, SL SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CL CM,
ZW. GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

(84) Estados designados (a menos que se indique otra cosa, Publicada:
para toda clase de proteccion regional admisible):

ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, —  con informe de busqueda internacional (Art. 21(3))

SZ, TZ, UG, ZM, ZW), euroasiatica (AM, AZ, BY, KG, — antes de la expiracion del plazo para modificar las
KZ, MD, RU, TJ, TM), europea (AT, BE, BG, CH, CY, reivindicaciones y para ser republicada si se reciben
CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, modificaciones (Regla 48.2(h))

IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO,



10

15

20

25

30

WO 2010/072875 PCT/ES2009/070601

PORTAMUESTRAS PARA MICROANALISIS DE RAYOS X CON
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

DESCRIPCION

OBJETO DE LA INVENCION

El objeto principal de la presente invencidbn es un nuevo portamuestras
para microanalisis de rayos X que evita interferencias entre las sefiales de la
muestra y las sefiales del propio portamuestras. El portamuestras de la invencidon
es especialmente util para el analisis de muestras biolégicas o de pequefio

espesor.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El término microanalisis en microscopia electrénica se refiere a la
identificacion y analisis quimico de volumenes pequefios de materia. Con el
uso del microanalisis de rayos X (XRMA) es posible obtener el contenido
quimico cualitativamente (elementos atomicos presentes a la muestra) y
cuantitativamente (en masa), utilizando detectores de rayos X acoplados a

microscopios electrénicos.

En sus inicios, el microanalisis se aplicaba al analisis de material de
origen geoldgico para posteriormente utilizarse en biologia con muestras de
células en cultivo. El cambio de naturaleza de la muestra no es trivial, ya que
normalmente en geologia se analizan minerales con un numero atdbmico (Z)
elevado y alta densidad, mientras que las muestras biol6gicas se caracterizan
por ser poco densas, tener bajos Z (al estar basicamente constituidas por C, H,
O, N, Py S), y ser muy delgadas (esta técnica se aplica basicamente al estudio

del contenido elemental de células).

El XRMA puede llevarse a cabo en dos tipos de microscopios
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electronicos: barrido (MEB o SEM, segun sus siglas en inglés) y transmision
(MET o TEM, segun sus siglas en inglés). También en un microscopio de
transmision-barrido (STEM, en su denominacién inglesa). La preparacion de las
muestras es muy diferente en cada tipo de microscopio, ya que los objetivos
que persiguen también lo son. El microanalisis de rayos X se puede realizar
con dos espectrometros: espectrometro de dispersion de longitud de onda
(WDS, segun sus siglas inglesas) y espectrometro de dispersion de energias
(EDS, segun sus siglas en inglés). Este ultimo es el que se utiliza generalmente
en los SEM. En un SEM se pretende estudiar la morfologia superficial
(topografia) de la muestra, por lo tanto ésta se coloca sobre un apoyo rigido,
los mas comunes de 12 a 15 mm de diametro, y se recubre con algun metal (C,
Au, Au-Pd) para dar conductividad a la muestra y aumentar la resolucion de la
imagen. Las muestras son relativamente gruesas, apareciendo fenbmenos de
absorcion, dispersion y fluorescencia de rayos X que complican la identificacion
y cuantificacion de los elementos presentes. Para cuantificar espectros
obtenidos con analisis en SEM (“denominados en inglés “bulk analysis”),

normalmente se aplica la correccion ZAF.

En un microscopio TEM se pueden distinguir estructuras dentro de la
muestra, a partir de diferencias en la densidad de los electrones que llegan al
detector después de atravesar la muestra. Esta debe ser tan delgada como se
pueda, y se coloca sobre una rejilla, normalmente de Al, de 3 mm de diametro.
Si se asume que la capa analizada es suficientemente delgada, entonces los
efectos de absorcion y fluorescencia de rayos X se pueden desestimar, de
manera que la intensidad de los rayos X emitidos y de los rayos X que
abandonan la muestra es la misma. Este es el criterio para el analisis de capa

fina (“thin film”), que se puede llevar a cabo en TEM, pero no en SEM.

Las metodologias existentes hasta el presente para el analisis de células
individuales utilizando SEM - EDS (por ejemplo, Sigee y Levado, 2000, “Cell
surface elemental composition of Microcystis aeruginosa: high-Si and low-Si

subpopulations within the water column of a eutrophic lake”, J. Plankton Res.
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22 (11): 2137-2153) no son validas cuando se trata de medir elementos ligeros
(C, N y O), ya que las células son colocadas en filtros de policarbonato. Al
contener el filtro mayor cantidad de C y O que las células, la sefial proveniente
del filtro es mucho mas importante que la de la célula, quedando ésta muy
diluida. La contribucién del filtro también seria muy importante en el caso de
utilizar filtros de otros materiales, como por ejemplo de fibra de vidrio (alta
contribucion en Si), o de plata (algunos picos caracteristicos de la plata (Ag)
interfieren con los elementos ligeros). Ademas, la densidad del volumen
analizado aumenta, afectando tanto al analisis como a la forma del espectro de

microanalisis resultante.

La utilizacion de otros soportes que normalmente se utilizan en las
observaciones por SEM, como soporte de Al, de Cu-Zn, o de Be, también

presentan inconvenientes en el analisis de células individuales:

o Oxidacion del soporte (las células se encuentran en un medio
liquido).

» Aparicion de picos caracteristicos y contribucién en radiacién de
fondo por parte de los elementos que conforman el soporte.

« Toxicidad de algunos soportes (Be).

Otros investigadores han creado un soporte de boro (Choél et al., 2005,
“Quantitative determination of low-Z elements in single atmospheric particles on
boron substrates by automated scanning electron microscopy-energy-
dispersive X-ray spectrometry”’, Anal. Chem. 77:5686-5692), que con las
condiciones adecuadas del detector puede actuar como el soporte de Berilio,
es decir, sin aportar picos caracteristicos, pero participando en la radiacion
continua, absorcion y dispersion de rayos X. Teniendo en cuenta que el
detector de rayos X funciona en condiciones Optimas cuando recibe como
maximo 1000 cuentas (rayos X)/s, resulta importante evitar tanto los picos
caracteristicos que contaminen la muestra (provenientes de las chapas y

filtros), como picos de radiacién continua que no provengan de la muestra que
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nos interesa analizar. Eso es especialmente importante cuando la muestra
contiene algun elemento de interés en muy baja concentracién. Una
aproximacion a la técnica resultante de la utilizacibn de este nuevo
portamuestras se halla en un estudio previo de Segura-Noguera (“Relacié entre
la distribuci6 de nutrients i oxigen dissolt i la composicié elemental de
fitoplancton a la Mar Catalana (N-O Mar Mediterrania). Tesis Doctoral,

Universitat Politecnica de Catalunya, 287 pp. 2007)

DESCRIPCION DE LA INVENCION

El objetivo de la presente invencibn es un portamuestras para
microanalisis de rayos X con microscopia electronica de barrido que permite
conseguir espectros que contienen solamente los elementos de interés de la
muestra, sin interferencias causadas por el material del soporte. Este
portamuestras es especialmente util en el andlisis de muestras muy finas o
muestras bioldgicas, aunque también se puede emplear para el analisis de
particulas ambientales, minerales, cristales, y en general cualquier particula u
organismo o material que por su pequefio grosor sea atravesado por el haz de
electrones del microscopio electronico de barrido en el momento de su analisis.
Ademas, el nuevo portamuestras permite utilizar las correcciones que se
utilizan habitualmente en la microscopia electrénica de transmision, ya que los
fendbmenos de absorcion y fluorescencia se pueden despreciar, como se ha

explicado en el apartado anterior.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, el portamuestras
comprende una base sobre la que descansan unas columnas de apoyo que
soportan una estructura de soporte para sostener la rejilla sobre la que se

coloca la muestra.

La estructura de soporte puede ser de cualquier forma, siempre que
sostenga la rejilla de un modo adecuado para colocar la muestra sobre ella. Por

ejemplo, la estructura de soporte podria estar constituida simplemente por una
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o varias ranuras dispuestas en el extremo superior de las columnas de apoyo
para sujetar la rejilla, o bien por estructuras de forma cuadrada, triangular u
otras. Sin embargo, de acuerdo con una realizacion particular de la invencion,
la estructura de soporte tiene una forma circular cuyo extremo superior esta
cerrado por una tapa que tiene un orificio central, y que sirve de apoyo para la
rejilla. En realizaciones preferidas de la invencion, el diametro externo de esta
estructura de soporte circular es de entre 11 mm. y 20 mm., mientras que el
diametro del orificio central de la tapa es de entre 7 mm. y 10 mm.
Preferentemente, la estructura de soporte circular es un cilindro hueco cuya

altura esta entre 3 mm.y 6 mm.

La rejilla se fija a la tapa, preferiblemente empleando unos medios de
sujecion, de modo que la muestra queda en el centro del orificio central de la
tapa. Los medios de fijacidbn pueden ser de cualquier tipo, como por ejemplo
lenglietas, pinzas, ranuras, piezas en forma de tapdn agujereado, u otros

cualesquiera conocidos en la técnica.

La base puede tener cualquier forma, siempre que cumpla el objetivo de
proporcionar un apoyo estable al portamuestras, aunque en una realizacion
particular de la invencidn se trata de una base circular con un diametro de entre

35 mm. y 45 mm., y preferiblemente con un espesor de entre 3 mm. y 6 mm.

Las columnas de apoyo pueden ser cualquier numero y tener cualquier
forma siempre que sostengan el cilindro superior por encima de la base en una
posicidbn adecuada para el analisis de la muestra mediante un microscopio
electronico. En una realizacion particular de la invencion se utilizan tres
columnas cilindricas de entre 1,5 mm. y 5 mm. que se apoyan en la periferia de
la base y se doblan en angulo recto para sostener el cilindro superior.

Preferiblemente, su altura es de entre 23 mm. y 27 mm.

El portamuestras descrito puede estar fabricado en cualquier material,

aunque es recomendable que dicho material no coincida con ninguno de los
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materiales presentes en la muestra a analizar. En cualquier caso, y de acuerdo
con una realizacion preferida de la invencioén, el material del portamuestras es

aluminio.

Aungque no se describe especificamente en el presente documento, se
entiende que el portamuestras de la invencion comprende ademas un medio de
acoplamiento adecuado para su fijacién al microscopio electrénico que se vaya

a emplear.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcion que se esta realizando y con objeto de
ayudar a una mejor comprension de las caracteristicas de la invencion, de
acuerdo con un ejemplo preferente de realizacion practica de la misma, se
acompafia como parte integrante de dicha descripcion, un juego de dibujos en

donde con caracter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo siguiente:

Figura 1.- Muestra un alzado del portamuestras de la invencion.

Figura 2.- Muestra una planta del portamuestras de la invencion.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

Se describe a continuacion un ejemplo de un portamuestras (1) de

acuerdo cono la invencién haciendo referencia a las figuras adjuntas.

En este ejemplo, el portamuestras (1) comprende una base (2) de
aluminio de 40 mm. de diametro y 5 mm. de espesor, y que ademas tiene una
rosca central de 4 mm. de diametro (no mostrada en las figuras) para su
fijacion a soportes de microscopios electronicos de barrido de la marca Hitachi.
Sobre la base (2) hay tres columnas (3a, 3b, 3c) de aluminio, equidistantes, de

4 mm. de diametro y 24 mm. de altura. A esa altura las columnas (3a, 3b, 3c)
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se doblan en angulo recto hacia el centro del portamuestras (1) para sujetar la
estructura (4) de soporte, que en este ejemplo es un cilindro sobre el cual se

dispone una rejilla de 10 mm de diametro (no mostrada en las figuras).

El cilindro, también de aluminio, tiene un diametro externo de 15 mm. y
una altura de 6 mm, estando cerrado en su extremo superior por una tapa (5)
con un orificio central (6) de 9 mm. de diametro. La rejilla que contiene las
muestras queda sujeta a la tapa (5) mediante unos medios de fijacién, que en
este ejemplo comprenden un tapén agujereado de aluminio (no mostrada en
las figuras) que encaja sobre la tapa (5). Las dimensiones del tapdn
agujereado de este ejemplo son: diametro exterior 16 mm., diametro interior 9

mm. y altura 3 mm.
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REIVINDICACIONES

1. Portamuestras (1) para el microanalisis de rayos X con microscopia
electronica de barrido, caracterizado porque comprende una base (2) sobre la que
descansan unas columnas (3a, 3b, 3c) que soportan una estructura (4) de

soporte que sostiene una rejilla sobre la que se dispone la muestra.

2. Portamuestras (1) de acuerdo con la reivindicacidon 1, caracterizado porque
la estructura (4) de soporte tiene forma circular cuyo extremo superior tiene una

tapa (5) con un orificio central (6).

3. Portamuestras (1) de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque
el diametro externo de la estructura (4) de soporte circular es de entre 11 mm. y

20 mm.

4. Portamuestras (1) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-3,
caracterizado porque el diametro del orificio central (6) de la tapa (5) es de entre 7

mm.y 10 mm.

5. Portamuestras (1) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-4,

caracterizado porque la estructura (4) de soporte circular es un cilindro hueco.

6. Portamuestras (1) de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado porque

el cilindro tiene una altura de entre 3 mm. y 6 mm.

7. Portamuestras (1) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque la base (2) es circular con un diametro de entre

35 mm.y 45 mm.

8. Portamuestras (1) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque la base (2) tiene un espesor de entre 3 mm. y 6

mm.
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9. Portamuestras (1) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque las columnas (3a, 3b, 3c) tienen entre 1,50 mm.

y 5 mm. de diametro.

10. Portamuestras (1) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque las columnas (3a, 3b, 3c) tienen entre 23 mm. y

27 mm. de altura.

11.  Portamuestras (1) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, caracterizado porgue esta hecho de aluminio.
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como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la

“E”  solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de .compre.nsu')n del principio o teorfa que constituye la base de la
presentacién internacional o en fecha posterior. Invencion.

“L”  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién de ‘X documento particularmente relevante; la invencion reivindicada no
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva
cita o por una razén especial (como la indicada). por referencia al documento aisladamente considerado.

“0”  documento que se refiere a una divulgacién oral, a una utilizacién, a “Y”  documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
una exposicién o a cualquier otro medio. puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el

“P”  documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional documento se asocia a otro u- otros documentos de la misma
pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada. naturale.za, cuya combinacién resulta evidente para un experto en

la materia.
“&”  documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de btisqueda internacional

06.Mayo.2010 (06.05.2010) 13 de mayo de 2010 (13/05/2010)

Nombre y direccidn postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado

buisqueda internacional O.E.P.M. A. Figuera Gonzélez

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espaiia.

N° de fax 34 91 3495304 Ne de teléfono +34 91 349 55 16

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Julio 2009)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Informacién relativa a miembros de familias de patentes

Solicitud internacional N°

PCT/ES 2009/070601
Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de buisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
WO 2006021961 A 02.03.2006 EP 1794772 A 13.06.2007
JP 2008510988 T 10.04.2008
US 2009045349 A 19.02.2009

Formulario PCT/ISA/210 (anexo_familia de patentes) (Julio 2009)
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