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			Resumen:

            Los resultados de microscopía electrónica de transmisión de alta resolución pueden ser cuantitativamente interpretados cuando se realizan los ajustes necesarios de la óptica-electrónica del instrumento para la adquisición de las imágenes de resolución atómica. En este trabajo se describen cualitativamente los principios de la formación de imagen en términos de la difracción de electrones y de la óptica electrónica. Al final, el proceso se resume a dos parámetros: la función de transferencia de contraste (FTC) y el desenfoque de la imagen del objeto. El resultado es el control preciso de la modulación de la amplitud y la fase de la FTC a través del desenfoque para conseguir contraste de fase más fuerte e intensos en los espaciados interplanares de la red cristalina de la partícula bajo estudio. Contrastes intensos brillantes u oscuros se pueden lograr a partir del foco de Scherzer hacia valores más negativos. De esta manera, se logró evidenciar clústeres de WOx de contrastes oscuros sobre líneas de red de contraste brillante de la m-ZrO2, modulando la fase y amplitud de la FTC a través de la manipulación controlada y precisa del foco.

Palabras clave: microscopía electrónica de transmisión (MET), imágenes, resolución atómica, nanopartícula, contraste de fase.

            
            

			Abstract:

            High resolution transmission electron microscopy results can be quantitatively interpreted if an optimum adjustment is performed in the optical-electronic of the instrument during the atomic resolution images acquisition. This work qualitatively describes the principles of imaging formation by using the theory of electron diffraction and electronic-optics. At the end, the process is summarized through two parameters: contrast transfer function (CTF) and defocus of the image. The result is the modulation of the amplitude and phase in the CTF in order to obtain stronger phase contrast on the d-spacing of the nanoparticle under observation. Brighter or darker contrasts can be achieved from Scherzer focus and at values of bigger negative defocus. In this way, dark contrasts of WOx clusters on crystalline lattice of bright contrast corresponding to the m-ZrO2 nanoparticle through a controlled and precise manipulation of the defocus was evidenced.
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 Introducción

			La microscopía electrónica de transmisión de alta resolución (HRTEM) es una técnica que permite observar los detalles estructurales de la materia sólida a escala atómica proporcionando un conocimiento directo de la estructura de la materia en forma de una imagen (Urban, 2008; Thomas, 2017; Su, D. 2017; Ophus, C. 2019, Van Tendeloo et al., 2012).

			Actualmente, los microscopios son capaces de resolver distancias tan pequeñas como 1 Å, lo suficiente como para separar las columnas atómicas en un cristal (Lentzen, 2008; Jia y Urban, 2004; Borodko et al., 2012). A diferencia de la microscopía de barrido de tunelamiento (STM), la cual es su principal competidor en resolución pero que solo resuelve la superficie del objeto, la HRTEM es un método de proyección cuya señal generada es sensitiva al volumen del objeto y la información es transferida a una imagen bidimensional (Barthel, 2008; Peng et al., 2008; Stroppa, et al., 2009; Kleebe, et al., 2010). Desafortunadamente, la interpretación no es tan sencilla como en la microscopía óptica de luz tradicional. La imagen bidimensional, capturada por la cámara (charge-coupled device) CCD, es producto de la interacción del haz de electrones-átomos del objeto y los efectos de incoherencia y aberraciones ópticas de la lente objetiva (Wen-Kuo et al., 2004; Sibarita, 2005; Bals et al., 2006). Así que, la información capturada está codificada y no es directamente interpretable o intuitiva.

			Durante las últimas décadas, se ha invertido una gran cantidad de esfuerzo científico para resolver el problema de la interpretación. El resultado de mayor logro ha sido la simulación de imágenes (Peng, et al., 2008; Stroppa, et al., 2009; Wen-Kuo et al., 2004). Es una de las técnicas que toma en cuenta la mecánica cuántica del proceso de la interacción entre electrones y átomos, y la transferencia del contraste óptico-electrónico para la formación de la imagen. La mayoría de las técnicas únicamente proporcionan una solución parcial o nula a la primera causa del problema, es decir, la mecánica cuántica (Sibarita, 2005; Hsieh, et al., 2007).

			En la técnica de simulación de imágenes (Horiuchi y He, 2000; Thust et al., 1996; Hosokawa et al., 2015), una imagen teórica es calculada a partir de una estructura atómica propuesta. Sobre la base de una evaluación subjetiva entre la imagen experimental y la imagen calculada, se determina la calidad del ajuste y el modelo de estructura propuesto puede ser aceptado o rechazado. Sin embargo, para estructuras de objetos muy complejos o aperiódicos (Thust et al., 1996) esta técnica se vuelve tediosa o incluso con la cual es imposible conseguir un resultado aceptable debido a la falta total del conocimiento inicial de la estructura desconocida. Aun con esta desventaja, la simulación de imágenes, por tener en cuenta el complejo proceso de dispersión dentro del objeto, sigue siendo una herramienta indispensable para un análisis cuantitativo con mayor profundidad en las imágenes de HRTEM. Esto conlleva a que, para lograr una interpretación intuitiva de la imagen, sea necesario tomar en cuenta tanto el formalismo de la difracción como el formalismo de la formación de imágenes (Takai et al., 1997; Danev et al., 2002; Lentzen et al., 2002; Brent y Howe, 2008). Las teorías de difracción de electrones e imagen electrónica describen cómo se genera la información de la estructura del objeto dentro del objeto y luego, al final, cómo se transfiere al detector de imagen. Ambas teorías son bastante complejas, así que solo sus conceptos básicos de forma descriptiva serán abordados en el marco de este trabajo.

			En un microscopio, el efecto combinado del desenfoque, aberraciones ópticas y aperturas físicas, limita tanto la resolución del instrumento como el contraste en la imagen (Takai et al., 1997). Hoy en día, es relativamente fácil obtener imágenes con detalles a escala atómica, sin embargo, relacionar la imagen con su estructura atómica es a menudo difícil. A menos que la imagen obtenida sea bajo ciertas condiciones durante la manipulación del instrumento. Análisis de estas condiciones y su implicación en la imagen grabada, son el objetivo de este estudio.

		
        

			Principio de formación de imagen de resolución atómica

			El principio básico de formación de imagen en microscopía electrónica de transmisión (MET) sigue un esquema directo como lo representa el diagrama de la Figura 1. Un haz de electrones con longitud de onda 
					λ
				 -que no está localizado en el espacio para que cada electrón pueda considerarse como un ente aislado- incide como una onda plana sobre un plano de columnas atómicas de la red cristalina. Por simplicidad, se considerará exclusivamente una fila de átomos pero en realidad es un arreglo tridimensional.

			
            
			  Figura 1.Diagrama esquemático de la formación de imagen.

                    [image: ] 
					Fuente: Elaboración del autor.

			

            
			Durante la interacción, cada átomo de cada columna atómica produce ondas secundarias que interfieren con las otras ondas secundarias generadas por los átomos vecinos también. Estas interacciones múltiples finalmente producen una serie de interferencia de ondas constructivas y destructivas (Brent y Howe, 2008), y solo es posible si el cristal es lo suficientemente delgado, 10 nm de espesor como máximo, para permitir el paso de los electrones transmitidos y dispersados. Los máximos de las ondas secundarias entran en fase entre sí en una dirección bien definida. El caso más obvio es la dirección de la onda del electrón paralela a la onda entrante que corresponde al haz directo (no difractado) después de pasar el objeto. Este es identificado como un máximo orden cero. Otras líneas de máximos forman también planos de interferencia constructiva y ocurren en otras direcciones a un ángulo bien definido por el espaciado entre átomos del cristal y la longitud de onda de los electrones incidentes. Son identificados como haz de primer orden, segundo orden, y así sucesivamente, dando lugar a un patrón de difracción ocurrida en un plano bidimensional. El haz de primer orden tiene el ángulo de difracción más pequeño, por lo tanto, distancia entre átomos más grande. En el haz de segundo orden, el ángulo incrementa y la distancia entre átomos decrece, y así sucesivamente.

			En este punto, los electrones difractados han sido afectados tanto en la fase como en la amplitud y pueden ser descritos mediante una función de onda de salida Ψ(r, z) (Allen et al., 2004; Op de Beeck, et al., 1996; Op de Beeck y Van Dyck, 1996). Donde r representa el plano del cristal perpendicular al haz de electrones incidentes y z el espesor del cristal perpendicular a r. Esta función de onda también puede ser representada por una serie de Fourier (Barthel, 2008). Los máximos de interferencia constructiva transportan información sobre la estructura atómica del objeto debido a la atracción del electrón incidente con los potenciales positivos atómicos de los núcleos de los átomos y los canales a lo largo de las columnas atómicas de la red cristalina. Posteriormente, los máximos de interferencia inciden en la lente objetiva, proyectándolos en el plano posterior focal como un patrón de puntos.

			Matemáticamente, la lente objetiva convierte la función de onda de salida (serie de Fourier) en una transformada de Fourier (TF) y desplazamiento de fase (Peng et al., 2008). Por lo tanto, la función de onda de salida después de la lente objetiva está representada por 
					I
					(
					Ѳ
					)
					=
					δ
					(
					Ѳ
					)
					+
					Ф
					K
					(
					Ѳ
					)
				 (Op de Beeck y Van Dyck, 1996), donde δ representa la onda de electrones trasmitidos, Ѳ el ángulo de dispersión entre la onda de electrones dispersados y la onda de electrones transmitidos, Ф representa la TF de la fase de la función de onda y 
					K
					(
					Ѳ
					)
				 el desplazamiento de fase incurrido por las aberraciones de la lente objetiva. 
					K
					(
					Ѳ
					)
				 es conocido también como función de transferencia de contraste (FTC), la cual modula la amplitud y la fase del patrón de difracción de electrones formado en el plano focal de la lente objetiva.

			Siguiendo el proceso de formación de imagen, el patrón de puntos formado en el plano focal es proyectado al plano imagen, que es el espacio real. Matemáticamente se describe como la inversa de la transformada de Fourier (ITF) de 
					I
					(
					Ѳ
					)
				 y se representa como el módulo cuadrado de la función de onda de electrones resultante (Op de Beeck y Van Dyck, 1996). Esta imagen, en el plano imagen, es finalmente ampliada por una serie de lentes electrónicas hasta la develación visual de las columnas atómicas, como la ilustrada en la Figura 2a, en la cámara CCD de los microscopios modernos (De Ruijter et al., 1995). De este modo, la información sobre la estructura del objeto tridimensional queda transferido en una imagen bidimensional (Young-Min et al., 2006). De manera esquemática, la Figura 2b muestra la proyección de la información al plano imagen mostrando la intensidad de cada columna atómica. La variación en la intensidad es producto de las características de los átomos que la conforman tales como el ambiente químico y/o presencia de defectos.

                
			
	Figura 2a) Típica imagen de HRTEM proyectada bidimensionalmente, y, b) representación tridimensional de la distribución de intensidad de cada de punto brillante.

				    [image: ]
Fuente: Elaboración del autor.

			

            
			Con la minimización de las aberraciones ópticas de las lentes condensadoras sobre el haz de electrones incidente, la lente objetiva se convierte en la parte fundamental del microscopio para la transferencia de la información contenida en el patrón de interferencia postrada en la salida del cristal en la imagen (Hawkes, 2015). Sin embargo, la intensidad de los puntos cambia con el grado de desenfoque como lo ilustra la imagen de HRTEM de la Figura 3a y c. Misma área de observación del cristal tomadas a dos diferentes grados de desenfoque. El perfil de intensidad de una de las filas de puntos brillantes, en la Figura 3b, decrece apreciablemente con el cambio de foco en la Figura 3d, marcado por las flechas negras. Por consiguiente, es de extrema importancia fijar criterios en el grado de desenfoque para grabar la información más real del objeto bajo análisis en la imagen.

	
    
					
	Figura 3 a) y c) Imágenes de HRTEM de una partícula de m-ZrO2 tomadas a diferente desenfoque. b) y d) Perfil de intensidad de cada columna atómica en el mismo plano cristalino mostrando los cambios de intensidad con el desenfoque.

    [image: ]
Fuente: Elaboración del autor.

				

                
		

	Función de transferencia de contraste

			Como se mencionó en el párrafo anterior, conseguir plasmar de forma más fiel en la imagen la información del cristal contenida en la función de onda del plano de salida después de cruzar la lente objetiva es de vital importancia. Así, la función de onda del plano de salida, fuertemente modificado durante su transferencia a través del sistema óptico del microscopio electrónico, es descrita por la FTC en el marco de un formalismo de onda-óptica por las denominadas aberraciones ópticas de la lente y las propiedades de imagen de la lente objetiva (Yang et al., 2009; Tromp y Schramm, 2013); es independiente del objeto y proporciona un mecanismo conveniente para entender el proceso de formación de la imagen y el contraste o intensidad. Para un mejor entendimiento, la FTC puede ser formulada en términos de frecuencias espaciales (k) o espacio recíproco (Hyeong-Seop et al., 2013). Así, Ѳ puede ser el producto 
					λ
					k
				 y, entonces, la FTC es descrita por [image: ] donde A(k) es la función apertura que corta los haces dispersados arriba de un cierto ángulo crítico; E(k) la función envoltura que describe la atenuación de la onda para frecuencias espaciales altas; X(k) representa la función de las aberraciones del sistema óptico electrónico dado por [image: ] donde Cs es el coeficiente de aberración esférica, 
					λ
				 la longitud de onda del electrón y 
					Δ
					f
				 el desenfoque. En el MET, la medición y control del grado de desenfoque que puede lograrse es de una precisión tal que los cambios en la forma de la FTC (Presenza-Pitman, 2009) y la modificación de la intensidad y nitidez de las frecuencias espaciales (k) son fácilmente detectables.

	En un microscopio, el foco ideal produce una imagen de mínimo contraste, clara indicación de ausencia de fase del objeto. En el MET, dado que las aberraciones de la lente funcionan como una placa de fase (Nagayama y Danev, 2008) en el plano focal posterior del sistema óptico, difícilmente se obtiene una imagen de mínimo contraste con ausencia de fase en el foco ideal en una muestra cristalina. En la imagen, se registran tenuemente los máximos de la interferencia constructiva de las ondas generadas a la salida del objeto, como lo ilustra la Figura 4a.

			
    
					
	Figura 4. Imágenes de HRTEM de una partícula c-Ni-ZrO2 tomadas: a) desenfoque de mínimo contraste, y, b) desenfoque de máximo contraste.

	      [image: ]
Nota: 4a: imagen adquirida en condiciones de foco, mínimo contraste, que contrasta fuertemente con la imagen ilustrada en la Figura 4b, tomada a bajo foco en condiciones de máximo contraste brillante. Fuente: Elaboración del autor.

				

                
			La generación de imágenes de máximo contraste ha sido ampliamente estudiada en microscopía de contraste de fase (Zhu et al., 1997) y la descripción del mecanismo para la ganancia de máximo contraste será utilizada para explicar los resultados desplegados en la Figura 4. En el microscopio electrónico de transmisión, a condición de foco Δf = 0, la lente objetiva (pieza polar) opera con una corriente eléctrica óptima (Barthel, 2008) y los puntos de difracción se localizan exactamente en el plano focal proyectando un frente de onda plano al plano imagen como se ilustra en la Figura 1. Bajo estas condiciones, el contraste es mínimo o equivalente en cualquier parte de la imagen y nula o mínima información es visualizada en la imagen capturada. Cuando se incrementa la corriente eléctrica de la lente objetiva, más allá de la corriente óptima, el frente de onda en el plano imagen se convierte en convergente como esquemáticamente lo ilustra la Figura 5a. El punto de difracción se mueve en dirección hacia la lente objetiva, indicando mayor excitación de la lente y operando en condiciones de mayor inestabilidad. La imagen del objeto se encontrará en una posición de desenfoque positivo o sobrefoco Δf > 0. Si se disminuye la corriente, obtendremos una lente más relajada y de mayor estabilidad. El punto de difracción se alejará de la lente objetiva produciendo un frente de onda divergente y una imagen del objeto con menor afectación eléctrica se encontrará en la posición de desenfoque negativo o bajofoco Δf< 0. Este desenfoque retrasa la onda en fase con respecto a la onda en el eje óptico permitiendo obtener un incremento en el grado de contraste (Figura 5b). Una mejor representación de esta descripción en términos de un desfasamiento de una longitud de onda en el dominio de la frecuencia espacial se ilustra en la Figura 5c.

		  
          
			Figura 5. Esquema de desenfoque que ayuda a visualizar la diferencia de fase en el objeto: a) sobrefoco; b) bajofoco, y, c) función de transferencia de contraste sin aberraciones ópticas.

            [image: ]
Fuente: Elaboración del autor.

	

                
	Esta representación de la FTC que existe en el dominio de la frecuencia espacial o espacio
				recíproco k(nm-1) corresponde a un
				microscopio con una lente ideal, libre de aberraciones ópticas. En el origen, que
				corresponde al eje óptico del microscopio, la imagen del objeto se encuentra en foco
				y el valor de la FTC es cero, por lo tanto, el contraste en la imagen es mínimo. A
				medida que se va desenfocando la imagen, el frente de onda se va curvando y el plano
				imagen va detectando el desplazamiento de la fase hacia la cresta hasta alcanzar el
				máximo a un desenfoque de un cuarto de longitud de onda. El valor de la función de
				transferencia de contraste (FTC) es máximo y positivo generando una imagen de
				contraste brillante. Más incremento de desenfoque empezará a disminuir la brillantez
				hasta alcanzar el mínimo a la mitad de longitud de onda en el valor de la FTC igual
				a cero. Continuando con el desenfoque, la FTC empezará a tener valores negativos
				hasta alcanzar el mínimo a tres cuartos de longitud de onda y el contraste en la
				imagen será oscuro. Como lo ilustra el diagrama, el cambio gradual del desenfoque en
				uno u otro sentido cambiará sucesivamente el contraste de brillante a oscuro y
				viceversa. Sin embargo, en el microscopio electrónico de transmisión, la lente es
				demasiado imperfecta, tanto que las aberraciones ópticas modifican fuertemente la
				FTC (Op de Beeck y Van Dyck, 1996) de una
				lente ideal generando un perfil totalmente diferente al presentado en la Figura 5c. La FTC real correspondiente a un	microscopio electrónico de 200 kV y Cs de 1 mm genera el perfil ilustrado en la
					Figura 6.

			
    
	Figura 6. FTC de un microscopio de 200kV y Cs de 1 mm.

          [image: ]
Fuente: Akhtar, 2012.

				

                
			En el gráfico se puede notar que la FTC inicia en cero. Inmediatamente después, se convierte en negativo, y representa el contraste de fase positivo que produce un fondo brillante con las características atómicas oscuras. Permanece negativo en un amplio rango de frecuencias espaciales k proporcionando un amplio ancho de banda para resolver diferentes espaciados atómicos. En esta región, la información de la fase grabada en la imagen es directamente interpretable. Posteriormente, la FTC incrementa fuertemente su valor hasta intersectar con el eje X (Horiuchi y He, L. 2000). Aquí, en este valor de frecuencia espacial, la FTC fija el límite de resolución del instrumento y también fija el valor del foco en la imagen del objeto con el mínimo contraste ( Lentzen, 2008; Vulovic et al. 2012) como el ilustrado en la Figura 4a. A partir de este punto, la FTC es oscilatoria y la información de la fase no es directamente interpretable. Las imágenes obtenidas bajo estas condiciones corresponden a condiciones de sobrefoco y la interpretación es realizada a través de simulación computarizada como lo podría ser el resultado mostrado en la Figura 4b.

		
        

			Imágenes de HRTEM a partir de cálculos teóricos

			Puesto que la FTC modula la amplitud y la fase del patrón de difracción de electrones formado en el plano focal de la lente objetiva a través del desenfoque, es importante comprender su comportamiento con el espesor del cristal en una red cristalina. Esto se llevó a cabo a través de cálculos teóricos del modelo atómico de la estructura cristalina del Au con diferentes espesores. La Figura 7 muestra la representación esquemática del modelo atómico utilizado orientado a lo largo de la dirección cristalográfica [110].

		  
          
	Figura 7. Modelo atómico de la estructura del oro vista en la dirección [110] perpendicular al haz de electrones incidente y su proyección tridimensional.

	      [image: ]
Fuente: Elaboración del autor.

	

                
			Datos correspondientes a un microscopio electrónico de transmisión de 200 kV, con pieza polar de ultra alta resolución de 0.19 nm (k = 5.26nm-1) punto a punto y Cs de 0.5 mm fueron alimentados al software Simulatem (Rodríguez y Beltrán, 2001) para calcular las imágenes de HRTEM.

			Con este poder de resolución, los únicos espaciados interplanares que son resueltos de la red cristalina del oro corresponden a los planos (111) y (002), respectivamente. La revelación de estos planos cuando el cristal se orienta a lo largo de las direcciones <110> y <001>, resuelven en la imagen columnas atómicas punto a punto. En otras orientaciones cristalográficas, el instrumento solo resuelve líneas de red. En el estudio, el cristal fue orientado a lo largo de la dirección [110] para visualizar las columnas atómicas de los planos (111) y (002) que deben ser proyectados en las imágenes simuladas. El patrón de puntos observado en la imagen debe reproducir el patrón de las columnas atómicas del modelo atómico en la dirección orientada para validar el cálculo teórico realizado por el software. Estos cálculos se realizaron para diferentes focos a un espesor de cristal definido observando la modulación de la FTC para cada cambio de foco. Al final se obtuvo una serie de imágenes con diferentes desenfoques, conocida como serie focal (Thust et al.,1996). Posteriormente, se seleccionaron las imágenes más nítidas de mayor contraste de puntos brillantes en fondo oscuro y puntos oscuros en fondo blanco basado en la teoría de la FTC del apartado anterior. La Figura 8 despliega la serie de imágenes obtenidas a diferentes desenfoques y espesores reproduciendo con mayor nitidez las columnas atómicas del modelo atómico presentado en la Figura 7.

    
	Figura 8. Imágenes de HRTEM simuladas de la estructura de oro en la dirección [110] para diferentes desenfoques y espesores del cristal.

	      [image: ]
Fuente: Elaboración del autor.

				

                
			De acuerdo con el análisis de desenfoque desarrollado por Scherzer (Lentzen, 2008; Horiuchi y He, 2000), el contraste de fase más alto es logrado en el llamado desenfoque de Scherzer que es [image: ] nm; no obstante, la imagen con mayor contraste, a partir de un punto de vista cualitativo, es fijada por el espesor del cristal que difiere ligeramente del foco de Scherzer. Por lo tanto, en la figura se expone la imagen de mayor contraste obtenida a tres diferentes desenfoques para cada uno de los espesores evaluados: sobrefoco (Δf = -12.1nm), cercano al foco de Scherzer (Δf = -32.1nm) y bajofoco (Δf = -52.1nm).

			La imagen correspondiente al cristal de espesor de 0.14 nm, tomado a sobrefoco, no muestra un contraste de fondo definido. El patrón de puntos brillantes es similar al patrón de puntos oscuros haciendo difícil determinar el tipo de contraste correspondiente a la columna atómica. Una imagen similar fue obtenida para el espesor de 3.6 nm mientras que para los espesores 0.67 y 1.68 nm, los puntos brillantes parecen estar sobre un fondo oscuro y podrían ligeramente asociarse con las columnas atómicas. A condiciones de sobrefoco, el espesor tiene un efecto en el contraste mientras que a condiciones de bajofoco el efecto es imperceptible como se describirá a continuación. A desenfoque Δf = -32.1nm, claramente se puede visualizar que las columnas atómicas corresponden a los puntos negros sobre fondo blanco, mientras que en las imágenes a bajofoco de Δf = -52.1nm, las columnas atómicas son brillantes sobre un fondo obscuro. Así que a desenfoques de Δf = -32.1nm y -52.1 nm, cada punto generado en la imagen representa una columna atómica del modelo para los diferentes espesores del cristal. Como se aprecia en la imagen, el grado de nitidez de la imagen cambia ligeramente con el espesor, por lo cual la presentación de estos resultados sugiere encontrar el mejor grado de desenfoque que proyecte la imagen con mayor grado de nitidez y contraste. Por ejemplo, los mejores contrastes para un espesor de 3.6 nm (imágenes no mostradas) se encontraron a Δf = -35.1nm para puntos oscuros, y -55.1 nm, para puntos claros.

	Los contrastes observados en las diferentes imágenes de la Figura 8 pueden ser mejor comprendidos analizando el perfil de la FTC y los espaciados interplanares en las gráficas de FTC de la Figura 9. En particular para el espesor del cristal de 0.14 nm. Los planos atómicos (111), (002) y (220) de la estructura del Au fueron insertados sobre el eje de la frecuencia espacial k para visualizar el valor de la FTC al desenfoque evaluado y su interacción con el espaciado recíproco de dichos planos. Las gráficas claramente van ilustrando la modulación del contraste y la amplitud de la FTC en función del desenfoque. En el sobre foco, Δf = -12.1nm, la FTC es positiva cuando intersecta con el espaciado reciproco del plano (111) y negativo con la intersección del plano (002). Esto podría explicar el patrón de contrastes claros-oscuros observado en la imagen. A Δf = -32.1nm, la FTC es negativa en la intersección con ambos planos, por eso en la imagen se observan columnas atómicas oscuras sobre un fondo blanco. A Δf = -52.1nm, la FTC es positiva en la intersección con ambos planos, proyectando en la imagen puntos brillantes sobre un fondo oscuro.

		  
          
			Figura 9. Gráficas de FTC para cada uno de los desenfoques utilizados para la simulación de las imágenes de HRTEM.

		    [image: ]
Fuente: Elaboración del autor.

	

                
		

			Imágenes experimentales de HRTEM de contrastes claros y oscuros

			La FTC real modulando la amplitud y la fase del patrón de difracción de electrones en el microscopio electrónico de transmisión JEM2200FS de 200kV de voltaje de aceleración y pieza polar de alta resolución, que resuelve punto a punto 0.19 nm, es revelado a través de la trasformada de Fourier de las imágenes de HRTEM del soporte polimérico amorfo tomadas a diferentes desenfoques. Durante la adquisición de las imágenes, el soporte se mantuvo lo suficientemente estable para lograr medir con suficiente precisión el grado de desenfoque. Los resultados obtenidos se ilustran en la Figura 10. Cuatro imágenes a desenfoques de Δf= 105,0, -64 y -160 nm muestran en sus TF el comportamiento de la FTC dentro del rango de frecuencias espaciales del límite de resolución del microscopio.

		  
          
	Figura 10. a-d) Imágenes de HRTEM tomadas del soporte polimérico de una rejilla de cobre de TEM a diferentes desenfoques. e-h) Transformadas de Fourier de las imágenes de HRTEM mostrando el comportamiento de la FTC con el desenfoque.

	      [image: ]
Fuente: Elaboración del autor.

				

                
			Cada una de las FTC muestra claramente el ancho de banda donde las frecuencias espaciales serán brillantes (FTC positiva) y donde serán oscuras (FTC negativa) para cada grado de desenfoque de este espécimen en particular.

			De acuerdo con los resultados de las imágenes teóricamente calculadas, insta tomar imágenes siempre a una menor excitación de la lente, es decir, a bajofoco Δf < 0. La menor inestabilidad inducida por la corriente a la lente conducirá a la formación de una imagen más real de la estructura cristalina con mayor resolución y mejor nitidez (Barthel, 2008). Por lo tanto, es recomendable obtener imágenes a bajofoco por debajo del foco del límite de resolución como los ilustrados en la Figura 10g para puntos oscuros y Figura 10h para puntos brillantes. Dependiendo del espesor del espécimen o nanopartícula y sus espaciados interplanares, se permitirá determinar el grado de bajofoco óptimo para conseguir que las columnas atómicas estén dentro de un rango de ancho de banda amplio, donde la FTC sea positiva o negativa, para que los contrastes de las columnas atómicas sean oscuros o brillantes y conseguir una interpretación más directa de la imagen. Para algunos casos -el espaciado interplanar de la red cristalina del espécimen-, la FTC puede cubrir los espaciados interplanares tanto del lado positivo como del negativo permitiendo con el desenfoque a bajofoco obtener columnas atómicas oscuras para luego dar paso a las columnas brillantes a un mayor desenfoque como lo muestra la imagen de HRTEM de la Figura 11. Defectos superficiales en la nanopartícula de zirconia claramente pueden caracterizarse en ambas imágenes.

			
            
						Figura 11. Imágenes de HRTEM de una partícula de c-Ni-ZrO2 tomada a bajofoco de máximo contraste cuando la FTC es: a) negativo, columnas atómicas oscuras, y, b) positivo, columnas atómicas brillantes.

		      [image: ]
Nota: Defectos superficiales son claramente evidenciables.

					Fuente: Elaboración del autor.

				

                
		

			Imágenes experimentales de HRTEM en nanopartículas

			Basado en el conocimiento anteriormente descrito, imágenes experimentales de HRTEM evidenciando clústeres de WOx sobre partículas de zirconia fueron obtenidas mediante análisis MET a través de la modulación de la amplitud y de la fase de la FTC producida por la manipulación precisa del foco. Inicialmente, los átomos de tungsteno se encuentran dentro de la estructura como solución sólida estabilizando la fase tetragonal de la zirconia. Con la calcinación a 800 °C de esta muestra, el tungsteno es segregado y la zirconia tetragonal se transforma en monoclínica (Angeles-Chávez et al., 2006). El objetivo fue evidenciar directamente de la imagen, la presencia del tungsteno.

			Los resultados de HRTEM obtenidos del análisis de la muestra calcinada a 800 °C son desplegados en la Figura 12a-c. Las Figuras 12a y 12b corresponden a una partícula de zirconia tomada a dos diferentes grados de desenfoque. La primera imagen fue tomada después de haber modulado la amplitud y la fase de la FTC a través del foco en sentido negativo, hasta lograr que el ancho de banda fuera positivo en la frecuencia espacial de la red cristalina de la zirconia, generando las líneas de red brillantes. La segunda imagen, Figura 12b, fue tomada después de la modulación de la FTC hacia valores de foco aún más negativos hasta que incluyera en la región negativa las líneas de red correspondientes a WOx y en la región positiva las líneas de red de la zirconia. La imagen proyectada reveló pequeñas regiones oscuras, marcadas con flechas blancas, sobre las líneas de red de la zirconia con baja resolución a este grado de desenfoque. Imagen de otra partícula, Figura 12c, tomada bajo las mismas condiciones de modulación de la imagen de la Figura 12b, reveló líneas de red de la zirconia de mayor espaciado interplanar mostrando nítidamente ambos contrastes: oscuros para los clústeres de WOx y brillantes para la partícula de zirconia. La gran diferencia en resolución entre ambas partículas sugiere tomar en cuenta otros parámetros relacionados con sus características como la orientación cristalográfica, espesor, cristalinidad de las fases, dispersión de la fase, etc., para lograr proyectar la información contenida en el objeto en una imagen más interpretable como la ilustrada en la Figura 12c.

		  
          
	Figura 12. a-c) Imágenes de HRTEM de partículas de m-ZrO2 mostrando la modulación del contraste de fase e intensidad a través del foco para evidenciar los clústeres de WOx de contraste oscuro sobre la red de ZrO2 de contraste brillante. d-e) Imágenes calculadas a diferentes grados de desenfoques a partir de un modelo atómico propuesto: Clústeres de WOx ortorrómbico sobre cristal de m-ZrO2.

	      [image: ]
Fuente: Elaboración del autor.

				

                
			Una validación de la interpretación de estos resultados experimentales se realizó a través del
				cálculo de la imagen proyectada de un modelo propuesto, es decir, clústeres de
				átomos de W y O de arreglo cristalino ortorrómbico de WO3 sobre un
				pequeño cristal de m-ZrO2. Los resultados obtenidos son
				desplegados en las Figuras 12e-f, mostrando imágenes calculadas a Δf = -9.1 nm, Δf = -22.1 nm, y, Δf = -48.1 nm. Las imágenes revelan cómo a través del desenfoque de la modulación de la amplitud y la fase de la FTC es posible develar los clústeres de WOx sobre el
				cristal de m-ZrO2 mediante la ganancia de contraste
				oscuro generado por el incremento del grado de desenfoque en el sentido negativo.
				Puntos oscuros correspondientes a los átomos de W de los clústeres de WOx son
				observados en las imágenes calculadas a  a diferencia de la imagen calculada a Δf = -9.1nm, donde únicamente las líneas de red correspondiente a la	m-ZrO2 fueron reveladas nítidamente y perdida en los
				desenfoques posteriores. Como puede verse, son resultados muy congruentes con los
				resultados de las imágenes experimentales de la Figuras 12a y 12b. Por lo tanto,
				la modulación de la transferencia de amplitud y fase del objeto con cambios precisos
				de foco permite seleccionar las frecuencias que serán brillantes y las frecuencias
				que serán oscuras para proyectar la información más real contenida en el objeto bajo
				estudio. Sin embargo, el alto grado de desenfoque conduce irremediablemente a una
				disminución de la resolución del instrumento. Como resultado, aunque la morfología
				general de la muestra a escala nanométrica se puede deducir mediante imágenes bajo
				desenfoque, la información de resolución espacial más alta generalmente se pierde
				por lo que la imagen se deberá tomar en función de la información que se desea
				evidenciar.

		
        

			Conclusiones

			La FTC y el desenfoque de la imagen del objeto tienen un papel importante en la modulación de la amplitud y la fase del patrón de difracción de electrones formado en el plano focal de la lente objetiva modificando fuertemente el contraste de las frecuencias espaciales de la red cristalina. La generación de imágenes más interpretables implica modular la fase y amplitud de la FTC mediante un control preciso del grado de desenfoque en el sentido negativo del foco hasta lograr intersectar las frecuencias espaciales en el contraste deseado a partir del valor del foco de Scherzer. El desenfoque hacia el lado negativo del foco implica suministro de menor corriente eléctrica a la lente objetiva lo que conduce a una menor inestabilidad y una mejora en la imagen proyectada. La validez total de la interpretación de una imagen siempre será respaldada a través de la imagen calculada teóricamente a partir de un modelo atómico del cristal.
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