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RESUMEN

En este trabajo se presentan los pardmetros de la técnica del secado de punto critico (SPC) como herramienta de la
microscopia electrénica de barrido (MEB) para observar la morfologia en hidrogeles. El tratamiento de los hidrogeles en el
SPC los transforma en aerogeles, redes tridimensionales en estado seco, los cuales mantienen el tamafio de los poros que
tenian cuando estaban hidratados. Las morfologias analizadas de los hidrogeles, revelé que la técnica empleada fue
adecuada, ya que permitié establecer diferencias significativas producidas por efecto de la sintesis en el tamafo de poros,
tal como lo reflejan los histogramas obtenidos a partir de las micrografias MEB.

Palabras Claves: Hidrogeles, secado de punto critico, microscopia electronica de barrido, morfologia.

ABSTRACT

In this paper, the technical parameters of the critical point drying (CPD) as a tool for scanning electron microscopy (SEM)
to observe the hydrogel morphology is presented. The hydrogel processing in the SPC transforms into aerogels, three
dimensional networks in the dry state, which maintain the pore size than when they were hydrated. The morphologies of
the gels analyzed, revealed that the technique used for the hydrogels was appropriate to establish significant differences
effect produced by the synthesis in the pore size, as reflected in the histograms obtained from SEM micrographs.

Keywords: Hydrogels, critical point drying (CPD), scanning electron microscopy.

1. INTRODUCCION

La microscopia electrénica de barrido (MEB) permite el estudio morfoldgico externo de todo tipo de muestras.
No obstante, cada muestra requiere el desarrollo de una metodologia o protocolo apropiado. El objetivo de este
trabajo es presentar los pardmetros instrumentales de la técnica del secado de punto critico (SPC) como
herramienta de la MEB para observar la morfologia en geles.

La apariencia externa que tiene un gel depende de su proporcion liquido / sélido. Los hidrogeles, por ser
polimeros entrecruzados mantienen su aspecto de s6lidos eldsticos al estar solvatados; sin embargo, la forma no
hidratada suele ser vitrea y dura (xerogel). La consistencia suave y eldstica en el estado hidratado estd
determinada por la baja densidad de entrecruzamiento del polimero y por los mondmeros hidréfilos de
partida[1].

El secador de punto critico (SPC) es utilizado generalmente en la preparacién de muestras bioldgicas (6rganos,
tumores) a ser analizadas en el MEB. Su principio se basa en que una muestra orgdnica hidratada (polimeros
hidrogeles, almidén) o bioldgica (células, tejidos, sangre, pardsitos, espermatozoides, entre otros) es
previamente tratada con diferentes solventes y posteriormente el fluido es desplazado con el fin de mantener la
microestructura inicial del estado hidratado [2]. Es importante destacar que las muestras que quieran ser
investigadas mediante microscopia electronica de barrido deben ser secadas antes de ser introducidas en el
microscopio, de otro modo la baja presion en el microscopio electrénico causara que el agua (y otros liquidos
volétiles) se evapore saliendo violentamente del espécimen, alterando la estructura del mismo. Muestras con
una rigidez inherente como metales, rocas, huesos, etc. se pueden secar al aire o en un desecador de vacio sin
que su estructura sufra alteracién alguna [3]. Sin embargo, las estructuras blandas con un alto contenido en
agua se deformardn si se dejan secar al aire ya que las fuerzas de tensioén superficial asociadas a la salida del
agua causaran dafios estructurales.
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Para evitar los efectos dafiinos que las fuerzas anteriormente mencionadas tienen en la estructura de los
especimenes secados al aire, durante el proceso de secado debe pasarse el limite entre la fase “liquido-gas”.
Entre los métodos que existen para conseguirlo se encuentra el método del punto critico en el cual el liquido
pasa directamente a la fase gas. De este modo, las fuerzas de deformacion se evitan debido a que el proceso de
secado tiene lugar por encima del punto critico del liquido, donde el limite entre la fase liquida y la fase gas no
existe. El punto critico es aquel estado particular de un gas en el cual todavia puede sufrir licuefaccion. Este
estado viene determinado por la presion critica y la temperatura critica, por encima de este punto el gas no
puede experimentar licuefaccion debido a que el limite entre la fase gaseosa y la fase liquida ha desparecido: en
este punto el estado liquido y el estado gas son igualmente densos. En el punto critico el liquido pasa a la fase
gas sin pasar por el limite de fases “liquido-gas”, y la muestra se seca sin los efectos dafiinos del secado en aire.
Segtin los valores de presion y temperatura critica del agua (228.5 bar y 374 °C), si una muestra contiene agua
no puede ser secado mediante el método del punto critico ya que los valores tan altos de presién y temperatura
podrian destruirlo. Asi, la muestra debe ser transferida a un agente apropiado, llamado fluido transicional, tal
como es el didxido de carbono cuyos valores de punto critico son considerablemente mas ventajosos (73.8 bar y
31 °C) [4]. En el caso de los hidrogeles, es de especial interés investigar su estructura en el estado hinchado,
una vez alcanzado el equilibrio. Si se deja secar al aire, el tamafio de los poros se reduce debido a la expulsién
del agua, por lo que es importante emplear el método antes descrito.

Es importante destacar que el aporte de este trabajo se basa en que los hidrogeles fueron tratados como una
muestra bioldgica, considerando sus propiedades fisicas semejantes a las de los tejidos vivos (contenido en
agua relativamente alto, consistencia blanda y eldstica y baja tensién superficial). Por otro lado, se puede
mencionar que en trabajos previamente reportados sobre la morfologia de los hidrogeles, las micrografias
presentadas reflejan que ocurre el cierre de los poros cuando previamente se prepara el gel para ser observado
por MEB en forma seca (xerogel) [5], o se deforma cuando es fracturado criogénicamente [6] impidiendo, en
tales casos,(meter coma) poder distinguir la estructura porosa caracteristica de los hidrogeles y poder reportar
las dimensiones reales de los poros que posee este material al alcanzar el equilibrio.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Preparacion de los hidrogeles

Los geles se prepararon en forma de poliacrilamida (PAAm) y de copolimeros de poli(acrilamida-co-4cido
acrilico), a partir de una alimentacion AAm/AAc, 90/10. Para todos los hidrogeles se utiliz6 como agente
entrecruzante N,N’-metilenbisacrilamida (NNMBA) y persulfato de amonio como iniciador. Los hidrogeles
obtenidos se colocaron en agua desionizada, donde se realizaron lavados continuos (cada 24 h) hasta ajustar el
pH de agua aproximadamente a 7 y por ultimo, se secaron a temperatura ambiente y se almacenaron protegidos
de laluz y el aire [7].

2.2 Analisis de los hidrogeles en el MEB y tratados previamente por SPC

Los geles fueron analizados en un microscopio electronico de barrido y preparados en un secador de punto
critico (SPC). En el SPC se incrementa la temperatura hasta que en la muestra se alcance una temperatura y
presion critica, en la cual la densidad de la fase liquida sea iguala al de la fase gaseosa y la diferencia entre una
fase a la otra desaparece, por lo cual la tension superficial es cero y la ultraestructura se mantiene en el estado
seco. Este es el punto critico o estado supercritico de la materia, en que la densidad del fluido es igual en
cualquier punto del volumen que ocupa dentro de la muestra. Una vez culminado este proceso la muestra se
prepara para que sea conductora y su topografia puede ser analizada en el microscopio electrénico [3,4].

De manera que para su andlisis en el MEB primero una porcién de la pastilla se dejo hinchar hasta el equilibrio
fisicoquimico en agua desionizada. Luego se les realiz6 una deshidrataciéon paulatina en soluciones de
etanol/agua 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60% y 70% por 25 min. en cada solucién. Posteriormente se colocé en
el porta muestra y se llevo al SPC, marca Hitachi modelo HCP-2, donde se hicieron lavados sucesivos con
CO; con la finalidad de deshidratar la muestra sin modificar su estructura. Seguidamente se colocaron en un
taco de aluminio con cinta conductora de doble adhesion y evaporacién de cromo en un evaporador
de alto vacio, marca Hitachi modelo HUS—-5GB. Para poder obtener las micrografias se analizaron los geles
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secos en el microscopio electrénico de barrido de emisién de campo analitico, modelo S—800 FE marca Hitachi
operado a 10 KeV. Posteriormente se comprobd que al menos en los geles de PAAm, podia obviarse el paso
de la deshidratacion en soluciones de etanol/agua, y se mantenia la misma estructura porosa, gracias al uso del
SPC. No obstante, esto debe optimizarse en funcién de la composicién del gel, ya que en hidrogeles con
almidoén la deshidratacion paulatina ha sido requerida [8].

3. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Las morfologias analizadas de los hidrogeles revelaron que la técnica empleada fue adecuada, ya que permitié
establecer diferencias significativas producidas por efecto de la sintesis en el tamafio de poros, tal como lo
reflejan los histogramas obtenidos a partir de las micrografias (Figura 1).

En la figura 2 se muestran las micrografias obtenidas para los hidrogeles sintetizados a partir de poliacrilamida
y poli (acrilamida-co-4cido acrilico). Es de resaltar que en este dltimo se midieron poros que iban desde 14
micras a 121 pm, aunque la mayor poblacién de poros estd entre 40 y 60 pm, mientras que en el hidrogel de
poliacrilamida el tamafio de los poros no llegaba a 2 ym, como se puede apreciar en su micrografia.

El tratamiento con el SPC, convierte los hidrogeles en “aerogeles” tal como han sido denominados
recientemente [9,10]. De igual forma, se pudo apreciar la estructura tridimensional en forma de malla en ambos
tipos de polimeros, caracteristica de estos geles. Pero la presencia de poros interconectados se destaco
especialmente en las micrografias del copolimero, caracteristica que le confiere al material la propiedad de
capilaridad que le permite recibir una mayor cantidad de liquido.

Frecuencia (%)

14 21 25 29 41 59 65 71 85 121

Tamafio de poro (micras)

Frecuencia (%)

02 03 04 0505506407308209 1 1,1 1,2 13 14 1,6 18

Tamafio de poro (micras)

Figura 1. Histogramas de tamafios de poro en los hidrogeles de: poliltAAm-coAAc) (superior) y poliAAm (inferior).
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Figura 2. Micrografias MEB de los hidrogeles de poliAAm (izquierda) y poli(AAm-coAAc) (derecha)

Los resultados obtenidos han reflejado la efectividad del SPC para la preparacion de los geles previamente
hidratados, no obstante hay que resaltar que el tratamiento de liofilizado previo de los geles también ha
demostrado ser un tratamiento adecuado para mantener la malla del gel sin deformarse ni colapsar [11-13].
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