Microscopias Avanzadas para la

Investigacion en Veterinaria y
Agroalimentacion: SEM, TEM y AFM
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PREPARACION DE MUESTRAS
PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA

SEM & TEM
. 2 2 Ejerm:jos de ¥ E)em;:?los de
TeécnicCas de TRequisitos de |as MUEStras Requisitos de mueseras
MiCrospOpia muestras para SRR BRI 1as muestras preparadas para
Electronica SEM CEM para TEM TEM
MARTA NAVARRO ROJAS
%( LMA 5 ELEcmI 16TS it Prerinds s I

PiA INFRAESTRUCTURAS CIENTIFICAS :
C OSCO AS Y TECNICAS SINGULARES lma@unlzar°es
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i ELECMII Técnicas LMA

XRD TEM  XPS
* *

Cristatiinidad

Entorno quimico

* posibilidad de recuperarde la muestra, dependiendo de la muestra/ técnica
lma@unizar.es
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[Importancia de la eleccion del método de preparacién}

Células piramidales
tefiidas con la tinciédn
de Golgi. Micrografia

optica.

Ramén y Cajal redefind
la técnica de Golgi vy,
con los detalles
obtenidos de 1las
imagenes mas nitidas,
revoluciond la
neurociencia: definiod
1, la teoria neuronal
g |@*TS desterrando la teoria

LABORATORIO .
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

- , .
R ANSROSCOPlAS Y TEONIGAS SNGULARES reticular. ace-oté}&gunlzar .es
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Requisitos de las muestras para SEM

. 1e plana
tamano Seco &
electron <50 mm s6lido Y
. . reflecta
Para Si son
& imégen ) muestras
|| de alta bioldbgicas
resoluci (células,
\_ , ) tejidos,
_ A | bactariac)
(‘ \( LA \
analisi
s Imagen
- quimico con BSE
U )L('EBW J
- d: )

N\ ) . :
* Si las muestras estdn humedas, son iISEMsAmbiental
ligquidas, no soportan alto wvaclio, no se —p ;
: P o Crio-SEM

pueden recubrir o hay que calentarlas o lma@unizar.es
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Corte ultrafinos de muestras para SEM:
(crio)-ultramicrotomo

©
o ®glo
59 8049 g
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lma@unizar.es
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SECADO CONTROLADO DE MUESTRAS BIOLOGICAS O MATERIALES POROSOS

Secado por punto

Secado con HMDS

r
Y
;‘gmiﬂaﬁkle
DE M|CROSCOPIAS

M@ELECMI

Caracteristica L.
critico (CPD)
CO, en .
. Z Evaporacion del
Medio de secado condiciones HMDS
super—-criticas
Tension Baja ero
. Nula Jar P
superficial exlstente
. . Camara de punto Recipientes
FEquipamiento Ly .
critico simples, campana
Resultado Bueno a mu
. Excelente Y
morfologico bueno
Coste - ,
Alto Bajo

1lma@uni:

zaXr.es

AVANZADAS
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. - L4 . . V4 O o v s . H-d l
SEM: Material inorganico y bioldgico | Ftjaciont (postii idrogeles
Os) tDeshidrataci _ a0

on + (Secado
controladn) +

B. subtilis

Probing the relationship between silicalite-1 defects and polyol adsorption baCte"as
properties. Langmuir, 29(22), 6546-6555.

Valls, A., Andreu, J. J., Falomir, E., Luis,

. S. V., Atridn-Blasco, E., Mitchell, S. G.,
zeolitas & Altava, B. (2020). Imidazole and

imidazolium antibacterial drugs derived

Re Cub r imi en t O from amino HV spot: mag | det mode WD HFW tilta
aCidS. Pharmaceuticals, 13(12)1 482. 10.00 kV' 3.0 30 000 x ETD| SE 10.1 mm 9.95 um 0




Alpeorujo

SEM de Células

cryo-FIB-SEM
Fijacidn+ (postfijaciodn | | cross-sectioning
Os) +Deshidratacidn + Secado ' S Sty

FMV1 strain - CPD j_

Agregados celulares formados en un hidrogel

Pele, K. G., Calderon-Villalba, A., Amaveda, H., Mora, M., Zhang-Zhou, J., Pérez, M. A.,

... & Garcia-Gareta, E. (2025). Novel hydrogel-based cancer-on-a-chip models for growth

of 3D multi-cellular structures and investigation of early angiogenesis in pancreatic ductal
adenocarcinoma. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 253, 114736.

, '-;;' Aum_ dos Santos Melo, T., Miranda-Magalhées, A., Celia Bressan Queiroz de Figueiredo, R., & Pereira-Neves,
s . . A. Plos one, 20(10), e0333745. 2025
Células epiteliales




SEM de Células Fijacién+postfijacidn

Os+Deshidratacidén Inclusidn en

resina + secciliones semifilnas +
ymiento con

oM
WD mag® HFW
10.1mm 500 x 254 um Apreo ChemiSEM

Corte de un tejido

Corte de esferoide | A .,

% HV det = mode & usecase WD mag ® HFW  —1 U] i )
10.00kv  T1 A+B OptiPlan  10.1mm 4000x 31.8 ym Apreo ChemiSEM

lma@unizar.es
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SEM de Células

FIB-SEM
cross-section
1ng en un
bloque de
resina y
reconstrucci
on
tridimension
al

Martin-Solana, E., Casado-Zueras, L., Torres, T. E., Goya, G. F., Fernandez-Fernandez, M. R.,
& Fernandez, J. J. (2024). Disruption of the mitochondrial network in a mouse model of
Huntington's disease visualized by in-tissue multiscale 3D electron microscopy. Acta
Neuropathologica Communications, 12(1), 88.



Corte tangencial Polimeros (films, membranas, probet

cryo-FIB-SEM

i: C
\\
” v { |

FRACTURA EN NITROGENO
LIQUIDO + Recubrimiento

70+£10 nm
i

200 nm

mag | det |mode| WD HFW | tilt

Navarro, M., Benito, J., Paseta, L., Gascon, .,
Coronas, J., & Tellez, C. (2018). Thin-film

i : o Sarango, L., Paseta, L., Navarro, M., Zornoza, B., & Coronas, J.
nanocomposite membrane with the minimum

(2018). Controlled deposition of MOFs by dip-coating in thin film

amount of MOF by the langmuir—schaefer ; :
materials & interfaces, 10(1), 1278-1287. Dominguez, J. M., Maser, W. K., Benito, 8-16.

A. M., Salvador, M. L., & Gonzéalez-Buesa,
J. (2025). Novel egg white protein—chitin
nanocrystal biocomposite films with
enhanced functional
properties. Polymers, 17(18), 2538.



Polimeros (films,

Corte tangencial: uso del (crio)-ultramicrotomo membranas, probetas, etc.)

Pulido con cuchilla de diamante
a —-110 °C + Recubrimiento con
Pd

e ey S D e A o S s e e Lt e

HV spot| mag | det | mode| WD HFW
10.00 kV| 3.0 [800x|ETD| SE |9.8 mm|373

HV spot, mag det mode WD HFW | tilt| - 100 pm
10.00 kV' 3.0 |1 000 x| BSED  A+B |10.0 mm|298 um 0 ° LMA

Estudio forma y dimensiones de una
microperforacion laser en "Modified

: Medida del espesor de
atmosphere packaging (MAP)”

diferentes capas poliméricas

Gonzélez-Buesa, J., & Salvador, M. L. (2022). A multiphysics approach

for modeling gas exchange in microperforated films for modified Pape 1:
atmosphere packaging of respiring products. Food Packaging and Shelf .
Life, 31, 100797. preparacion

similar



e Requisitos de las muestras para TEM

Espesor
<100 nm

Dispersa
e r en un
disolven
te & Lamela
afiadir | por
una gota FIB
al GRID

ultramicroto

- Fijacién,
Seccion inclusién en

es gelatln:?l,y crio-
proteccidn en
ultrafi sacarosa.

(ol fea oo\
=T

T T

disoluci
(Fijacién), ong& se
(tincidn) puede

secar y

Ultramicroto

deshidra

mia
(t? ambiente)

- Fijaciédn,
disoluc . postfijacién
I . tripode (0s) ,
Vitrifica ion & deshidratacién)
cidn no se , , inclusidén en
resina, corte
puede i d ultrafino,
contraste

— A | 711N VvV ®



TINCION POSITIVA Y NEGATIVA. EXOSOMAS  Tapia-Aguayo, A, etal. (2025). Frontiers

in Bioengineering and Biotechnology, 13,
1729503.

&4 Acetat
¢ ?‘- A

——— 100 nm ]



TINCION POSITIVA Y NEGATIVA

Imagenes
STEM

Virus y NanoVan
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TEJIDOS, CELULAS, ORGANOIDES y ESFEROIDES

Fijacién+tPostfijacidn Os+Deshidratacidn +
Inclusidén en resina+Secciones ultrafinas+
Contraste

Corte de tejido con colageno




TEJIDOS, CELULAS, ORGANOIDES y ESFEROIDES oOrganoide

Fijaciéon+Postfijacidn _AuPd PLGA
Os+Deshidratacidén + '
Inclusidén en

resina+Secciones

Ly e At A R T TS L
Rubio-Ruiz, B., Pérez-Lopez, A. M., Uson, L., Ortega-
Liebana, M. C., Valero, T., Arruebo, M., ... & Unciti-
Broceta, A. (2023). In cellulo bioorthogonal catalysis by
encapsulated AuPd nanoalloys: overcoming intracellular
deactivation. Nano Letters, 23(3), 804-811.




TEJIDOS, CELULAS, ORGANOIDES

Fijacién+Postfijacidn
Os+Deshidratacidn + Inclusidn
en resinat+Secciones
ultrafinas+ (Contraste)

3

A
1200.nM

Imagenes STEM

Células (con nanoparticulas internal




FILM, PELLETS Y MEMBRANAS POLIMERICAS

Corte ultrafino

por B

cryoultramicrotom
ia de polimeros
con fillers en

Corte
ultrafino de
un f£ilm con

distintas
fases
poliméricas.
Cortado por

Cryo-—
ultramicroto
émia y tenido

\elésapez( ks Lopez-de-

Dicastillo, C., Tapia, A.,

. Garrido, L., Catalan, L.,
‘d Valenzuela, X., ... & Galotto,

M. (2024). Repetitive
4 mechanical recycling of post-

& consumer high impact
polystyrene from yogurt cups:

A pilot-scale performance
assessment at different
reprocessing
cycles. Resources,

Film con arcillas dispersas Film compuesto por dos Conservation and
fases poliméricas Recycling, 202, 107368.

Imagen

STEM

Probeta polimérica con
catalizador disperso

—— 50 nm



LABORATORIO DE MICROSCOPIAS AVANZADAS
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Contacto

O

AREA DE MICRO Y AREA DE AREA DE
NANOFABRICACIO MICROSCOPIA DE MICROSCOPIAS DE
N (DUAL-BEAM) Y TRANSMISION SONDA LOCAL
CARACTERIZACION ELECTRONICA (SPM)
(SEM, XPS Y XRD) (TEM)

LEER MAS

LEER MAS LEER MAS

(+34) 976 762 980
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