REPOSITORIO DE ¥ % UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Universidad Catdélica de Santa Maria

Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y

Biotecnolodgicas

Escuela Profesional de Ingenieria Biotecnoldgica

“EFECTO DEL USO DE UN LIQUIDO IONICO EN LA PREPARACION
DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA SU OBSERVACION EN EL
MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (MEB)”

Tesis presentada por la bachiller:

Condori Quispe Monica Daysi

Para optar el titulo profesional de:

Ingeniero Biotecndlogo

Asesor: Dr. Gémez Valdéz Badhin

Co-Asesoras:

Dra. Calderon Dominguez Georgina

Dra. Salgado Cruz Maria de la Paz.
Arequipa — Per(

2020

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




=% UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

UNIVERSIDAD CATOLICA SANTA MARIA Expediente N°. 20190000041448
Facultad de Ciencias F armacéuticas, Biogquimicas
Y Biotecnolégicas N° Tramite en Fac.  462-2019
- Escuela Profesional de Ingenieria Biotecnologica Fecha Recep. Fac. 13-12-2019
FORMATO UNICO PARA TRAMITACION DE T{TULO PROFESIONAL »

DE: CONDORI QUISPE, Monica Daysi

PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE INGENIERO BIOTECNOLOGO

“EFECTO DEL USO DE UN LIQUIDO IONICO EN LA PREPARACION DE MUESTRAS
BIOLOGICAS PARA SU OBSERVACION EN EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE
BARRIDO (MEB)”

DICTAMINADORES: Dr. Gonzalo Ddvila del Carpio 2) Dr. Francisco Roque Rodriguez

comecciones, sugerimos que el titulo debe cambiar a: “EFECTO DEL LIQUIDO IONICO ACETATO DE 1 ETIL 3 METIL
IMIDAZOLIO Y TRATAMIENTOS TRADICIONALES SOBRE LAS CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS DE UNA
MUESTRA ORGANICA CON ALTA HUMEDAD ANALIZADAS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO”

mdclocual ridmws encaentra APTO para contj trémite de acuerdo al Reglamento de Grados y Titulos de [s
FIRNAS: M FECHA to/os /2020

v e

ASESOR: A‘. Badhin Gomez Valdez

DICTAMEN ASESORIA: Seior Docano de 12 Facuitad de Giencias Farmactu o 3
Biotecnolégicas, en atencién a su designacién como asesor del trabajo de investigacion presentado por la recurrente, tengo a
bien informar que se ha verificado el cumplimiento de los objetivos y redaccién del informe con los resultados, discusion y
conclusiones correspondientes por lo cual considero que s¢ encuentra APTO para continuar con los trimites estipulados en el
Reglamento de Grados y Titulos de la Facultad R

Atentamente

FWA@J&_Q:—} FECHA /2-0/-2

DICTAMINADORES BORRADOi{ DE TESIS:

1 3
2; Mgter. Cinthia Cérdova Barrios ) Dr. Francisco Rogue Rodriguer
Dr. Gonzale Davila del Capio
DICTAMEN FINAL:

Sefior Decano de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioguimicas y
Bmlégics;,enmdén awdcsigmdémhmpmeedjdonmvisardBMdcTsismmmdnporlamme

v

BIOLOGICAS PARA SU OBSERVACION EN EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (MEB)”, luego de lo
cual y habiéndose cumplido con las correcciones respectivas, consideramos que el presente trabajo de investigacion se

encuentra APTO para continuar con el i conformidad de Grados y Titulos de Ia Facultad.
e : :
w > ﬁ: FECHA J¢ [10 /20

JURADOS: PRESIDENTE

VOCAL

SECRETARIO
FECHA HORA LOCAL
FIRMA DEL DECANO FECHA

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE 1 UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

DEDICATORIA

A Dios y la Virgen Maria por guiarme y acompafiarme durante todo el proceso de este
bonito proyecto, porque hicieron que disfrutara cada dia trabajando juntos. A mi familia

por su amor, apoyo constante, sus palabras de aliento y motivacion.

A mis Co-Asesoras; la Dra. Georgina Calderén Dominguez y la Dra. Maria de la Paz
Salgado Cruz por abrirme las puertas de sus laboratorios, darme la oportunidad de trabajar

a su lado y guiarme en todo momento.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

AGRADECIMIENTOS

A Dios y a mis padres por darme la oportunidad de realizar mi trabajo final en México,
ya que pude conocer a personas maravillosas que cambiaron mis perspectivas y me

ensefiaron a sofiar en grande.

Al Dr. Gonzalo Trujillo Chavez, director de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
del IPN por brindar el apoyo a universidades extranjeras y aceptar a sus alumnos como

tesista para continuar con su formacion profesional.

A las Dras. Georgina Calderon Dominguez y Maria de la Paz Salgado Cruz por guiarme
en esta etapa de culminacién de licenciatura y ensefiarme que con disciplina, esfuerzo y

dedicatoria se pueden cumplir grandes metas.

A los Dres. Edgar Lopez Villegas, Hugo Martinez Gutiérrez y la Dra. Maria de Jesus
Perea Flores por abrirme las puertas de sus laboratorios, su apoyo, disposicion de tiempo
y ensefiarme a utilizar los equipos como; el microscopio electrénico de barrido y el
secador de punto critico. Asi mismo al Mgtr. Miguel Angel Romero Flores por

presentarme cada area de trabajo del departamento de Ingenieria Bioguimica.

A mi mejor amiga Laura Hill Pastor, por su gran corazon, ayudarme y cuidarme en los
momentos que enferme, por sus palabras y acciones que me motivaron dia a dia a

continuar y hacer que esta experiencia lejos de mi pais la recuerde con mucha felicidad.

A mis comparieras de laboratorio por su amistad y sobre todo porque me hicieron conocer

la rica gastronomia de México, la cual nunca olvidare.

A la Universidad Catolica de Santa Maria por ser mi alma mater durante estos cinco afios
de formacion profesional, asi mismo a las directoras de mi escuela, ing. Eugenia Zeballos
y la Ing. Cinthia Cérdoba Barrios por solicitar las estancias de investigacion en el

extranjero y apoyar de esta manera a los alumnos.

Al Dr. Badhin Gémez Valdéz y el Dr. Jorge VVazquez por apoyar Yy recibir a los alumnos
de la escuela profesional de Ingenieria Biotecnologica en sus laboratorios y permitirnos

realizar una estancia de investigacion en sus instalaciones.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

RESUMEN

El microscopio electronico de barrido (MEB) permite estudiar estructuras morfologicas
y superficiales de los materiales, a través de la obtencién de microfotografias con alta
magnificacion y una resolucion menor a 1 nm. En la presente investigacion se evalug el
efecto del uso de un liquido i6nico (LI) y cuatro tratamientos tradicionales, como
tratamientos de muestras bioldgicas con alto contenido de humedad para su observacién

en el MEB en condiciones de alto vacio.

Para este trabajo se obtuvieron perlas de alginato calcio-mucilago de Salvia hispanica L.
(chia), como muestra organica, con alta humedad y baja conductividad debido a su
naturaleza polimérica, por lo que se sugiere darle un tratamiento antes de introducirlas en
una cdmara de alto vacio del MEB al igual que otras muestras bioldgicas con estas mismas

caracteristicas.

Los cuatro tratamientos tradicionales han utilizado el secado de punto critico con y sin la
incorporacion de fijadores quimicos por ejemplo co-reticulantes, aminoacidos y
colorantes que preservan la estructura del espécimen, aumentan el brillo y contraste en
las microfotografias, asi también se usa el recubrimiento con metales con el objetivo de

incrementar la conductividad de la muestra y evitar que se cargue.

Aparte de estos cuatro tratamientos tradicionales también se evaluo el efecto del uso del
1 etil 3 metil imidazolio, como tratamientos quimico reciente, el cual es un liquido i6nico
que permanece liquido a temperatura ambiente 0 menos de 100 °C debido a la carga
electrostatica deslocalizada de sus componentes, también tiene una presion de vapor
insignificante, una conductividad que aumenta con la temperatura, posee una naturaleza
hidrofilica y baja densidad; estas caracteristicas lo hacen 6ptimo para utilizarlo en una
camara de alto vacio de un MEB.

Estos métodos se proponen para mantener las caracteristicas morfométricas iniciales
(didmetro de Féret maximo, relacion de aspecto y circularidad) y de textura de las perlas;
durante los tratamientos hasta la observacion con el MEB a través de un andlisis de

imagen y estadistico utilizando los programas ImageJ y Sigma Plot 14.0 respectivamente.

Los resultados mostraron que las perlas, durante la preparaciéon con los tratamientos
tradicionales y el LI disminuyeron el diametro de Feret inicial de las perlas en un 22.93%

y 8.69% en promedio respectivamente; sin embargo, las demé&s caracteristicas
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morfométricas no se vieron afectadas. Luego los resultados de las perlas en la cdmara de
alto vacio con los distintos tratamientos mostraron las microfotografias de su morfologia,
resaltando el uso del LI al proporcionarle la suficiente conductividad a las perlas para
observar su forma completa en la pantalla, y debido a su naturaleza hidrofilicay presion
de vapor insignificante, la muestra se mantuvo himeda dentro de la camara de alto vacio
durante el andlisis, ademas por su baja densidad se pudo obtener iméagenes con una
resolucion y contraste que proporcionan informacion de los distintos componentes de la

superficie de las perlas al igual que los cuatro tratamientos tradicionales.

En cuanto a sus caracteristicas morfométricas se observé que el LI sélo afectd el diametro
de Féret inicial de las perlas disminuyéndolo en un 30.54%; asi mismo, la viscosidad del
1 etil 3 metil imidazolio no permitié una distribucion homogénea del LI por toda la
superficie de la muestra, de tal forma que se observd la acumulacion de este en ciertas
zonas, proporcionando una informacion de textura superficial lisa a comparacion de los
tratamientos tradicionales que resultaron dar una informacion de textura superficial

rugosa.

En conclusion el efecto del uso del 1 etil 3 metil imidazolio y los tratamientos
tradicionales, como métodos propuestos para mantener las caracteristicas morfométricas
iniciales de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia) y su
observacion en el MEB en condiciones de alto vacio, se concluye que todos los
tratamientos disminuyen el tamafio de las perlas pero mantienen la forma de estas,
resaltando el tratamientos con LI, el cual proporciond una forma simple de preparar
muestras organicas y bioldgicas de alta humedad, por lo que no se necesita un secado y
recubrimiento de las muestras orgéanicas como en el caso de los otros tratamientos,
ademas de conservar su estructura lo que permitié obtener microfotografias de buena
calidad, proporcionando informacion de su topografia y morfologia a través de un analisis

de imagen.

Palabras clave: microscopio electronico de barrido, vacio, perlas, caracteristicas

morfomeétricas, textura, humedad, conductividad, analisis de imagen.
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ABSTRACT

The Scanning Electron Microscope (SEM) allows the study of morphological and
superficial structures of the materials, through the obtaining of microphotographs with
high magnification and a resolution of less than 1 nm. In this research, the effect of the
use of an ionic liquid (LI) and four traditional treatments, such as treatments for biological
samples with high moisture content, for observation in the SEM under high vacuum
conditions was evaluated.

For this work, we obtained calcium-mucilage alginate pearls from Salvia hispanica L.
(Chia) as an organic sample, with high humidity and low conductivity due to their
polymeric nature, characteristics that makes us suggest giving them a treatment before
introducing them into one high vacuum chamber of the MEB, like it has been done to
other biological samples with these same characteristics.

The four traditional treatments have used critical point drying with and without the
incorporation of chemical fixatives; a usage of co-cross linkers, amino acids and dyes to
preserve the structure of the specimen, increase brightness and contrast in
microphotographs, and also metal recognition with the aim of increasing the conductivity
of the sample and preventing it from loading.

Aside from these four traditional treatments, the effect of the use of 1-ethyl-3-methyl-
imidazolium was also evaluated, as recent chemical treatment, which is an ionic liquid
that remains liquid at room temperature or less than 100 ° C due to its electrostatic charge,
delocalized of its components, it also has negligible vapor pressure, a level of conductivity
that increases with temperature, a hydrophilic nature and low density; all these
characteristics make it optimal for use in a high vacuum chamber of a MEB.

These methods are proposed to maintain the initial morphometric characteristics
(maximum Féret diameter, aspect ratio and circularity) and the texture of the beads;
during the treatments until the observation with the SEM through an image and statistical
analysis using the ImageJ and Sigma Plot 14.0 programs respectively.

The results showed that the pearls, during the preparation with the traditional treatments
and the LI, decreased their initial Féret diameter by 22.93% and 8.69% on average
respectively; however, the other morphometric characteristics were not affected.

Then, the results of the pearls in the high vacuum chamber with the different treatments
affected the microphotographs of their morphology, highlighting the use of the LI by
providing the pearls sufficient conductivity in order to observe their full shape on the

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

screen; and due to their hydrophilic nature and negligible vapor pressure, the sample was
kept moist inside the high vacuum chamber during the analysis; in addition, due to its low
density, it was possible to obtain images with a resolution and contrast that provide
information of the different components of the pearl surface, as well as the four traditional
treatments.

Regarding its morphometric characteristics, it was observed that the L1 only affected the
initial Féret diameter of the pearls, decreasing it by 30.54%; likewise, the viscosity of 1-
ethyl-3-methyl-imidazolium did not allow a homogeneous distribution of the LI
throughout the area of the sample, in such a way that the accumulation of it has been
observed in certain areas, providing a smooth surface texture information in comparison
to traditional treatments that turned out giving rough surface texture information.
In conclusion, the effect of the usage of 1-ethyl-3-methyl-imidazolium and traditional
treatments, as proposed methods to maintain the initial morphometric characteristics of
the calcium alginate-mucilage beads of Salvia hispanica L. (chia) and their observation
in SEM under high vacuum conditions, concludes that all treatments decrease the size of
the pearls but do not affect the shape of them, highlighting the treatments with LI, which
provided a simple way to prepare high-humidity organic and biological samples, a reason
why it is not needed to effectuate the drying and coating of organic samples as in the case
of other treatments, in addition to preserving their structure, which allowed obtaining
microphotographs of good quality, providing information on its topography and

morphology through image analysis.

keywords: Scanning Electron Microscope (SEM), vacuum, beads, morphometric

characteristics, texture, humidity, conductivity, image analysis.
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OBJETIVOS
Obijetivo general:

Evaluar el efecto del uso de un liquido ionico en la preparacion de muestras bioldgicas

para su observacion en el microscopio electrénico de barrido (MEB).
Objetivos especificos:

1. Determinar las caracteristicas morfomeétricas iniciales de las perlas de alginato de
calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia), como muestra bioldgica de alta
humedad a través del primer andlisis de imagen.

2. Comparar el efecto de los métodos de preparacion en la observacion de muestras
con alto contenido de agua utilizando tratamientos tradicionales y un liquido
i6nico por microscopia electronica de barrido a partir del segundo y tercer analisis
de imagen sobre las caracteristicas morfométricas iniciales de las perlas de
alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica (Chia) durante la preparacién de
muestras.

3. Establecer las diferencias entre los métodos de preparacion de muestras con
tratamientos tradicionales (fisicos y fisico-quimicos) y quimicos (liquido i6nico)
que se observan por microscopia electrénica de barrido a través de un analisis
cualitativo.

4. Comparar el efecto de los métodos de preparacion utilizando el liquido iénico y
los tratamientos tradicionales sobre las caracteristicas morfométricas iniciales y
de textura de las perlas dentro del microscopio electrénico de barrido a través de

un cuarto analisis de imagen.
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HIPOTESIS

Es posible comparar el uso de un liquido i6nico y otros tratamientos tradicionales con el
fin de recolectar mayor cantidad de informacion sobre la estructura y morfologia de una
muestra bioldgica con alto contenido de humedad a través de un analisis de imagen y la

microscopia electrénica de barrido.
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INTRODUCCION

En la actualidad los procedimientos para la preparacion o tratamiento de muestras
orgénicas y bioldgicas que son observadas en el microscopio electronico de barrido son
complejos y dependientes de la naturaleza y de las propiedades del material a analizar
(conductividad, contenido de humedad, estabilidad térmica, composicion) y de las
condiciones de operacion de equipo (alto y bajo vacio, voltaje de aceleracion, distancia

de trabajo, tipo de detector)?.

La microscopia electronica de barrido tiene la capacidad de analizar la topografia
tridimensional y la distribucion de las caracteristicas expuestas de un espécimen,
alcanzando una amplificacion de imagen, manteniendo la resolucion a escala
manometrica, en su forma natural y en tiempo real. Para obtener ésta informacion el
microscopio electronico de barrido (MEB) utiliza un haz de electrones en condiciones de
alto vacio, para el libre desplazamiento de los electrones, hasta interactuar con un
espécimen gue se encuentra en una camara a bajo o alto vacio, producto del choque se
genera una dispersion de electrones, que provienen de un volumen de interaccién y son
reconocidos como sefiales, los cuales serdn recolectados por un detector y procesados
para generar una imagen en la pantalla de un monitor. Por lo tanto el uso del MEB
convencional se limita a materiales conductores y que no se evaporen facilmente bajo las

condiciones existentes 2.

Las muestras biologicas y organicas se les consideran materiales fragiles, térmicamente
sensibles y no conductores, debido a que se componen de elementos de bajo nimero
atomico, y cuando un haz de electrones del MEB incide sobre la muestra, la penetracion
es profunda, lo que genera un gran volumen de interaccion a medida que la energia se
absorbe dentro del espécimen. Los electrones dispersos provienen de un nivel tan amplio
alrededor del punto de entrada que la resolucién se reduce considerablemente. Asi mismo
la penetracion profunda contribuye a la pérdida de sefial dentro de la muestra 2.

Las muestras no conductoras, cuando se bombardean con electrones, producen artefactos
conocidos como carga. Esto se manifiesta como distorsion de la imagen, dafio térmico y
areas oscuras dentro de una microfotografia debido a la repulsion de los electrones*.

Ademas las muestras bioldgicas y organicas estan compuestas principalmente de agua,

esta tiene una fuerte tension superficial debido a los enlaces de hidrégeno y cuando se
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evapora desde un espécimen, las fuerzas de adhesion del agua causan contraccion, arrugas
o roturas, por lo que la deshidratacion adecuada de las muestras es fundamental para evitar
el colapso de la estructura al vacio *°.

En la basqueda de alternativas para mantener las caracteristicas morfométricas iniciales
para muestras con alto contenido de humedad, se han propuesto tratamientos fisicos,
quimicos y ambos los cuales se han empleado para preservar y evitar el colapso de sus
estructuras durante la aplicacion del tratamiento hasta su analisis dentro del MEB,
proporcionandole a la muestra las condiciones necesarias para tolerar los parametros con

los que opera el equipo y obtener iméagenes de buena calidad *.

Entonces en el presente estudio se evaluara el efecto de distintos tratamientos fisicos,
fisico-quimicos tradicionales *® y el liquido idnico acetato de 1 etil 3 metil imidazolio "8,
como tratamiento quimico reciente, buscando mantener la calidad de una muestra
organica que posee alta humedad y utilizada como material de recubrimiento para
encapsulados, durante la preparacion y dentro de la camara de alto vacio de un MEB,
proporcionandole las caracteristicas necesarias para tolerar las condiciones en las que
opera el equipo, ademéas de monitorear las caracteristicas morfométricas de las muestras
antes y después de su respectivo andlisis con el MEB, utilizando herramientas
cuantitativas como es el analisis de imagen para modelar el proceso de preparacion y

mantener la estructura de las muestras 2.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO
1.1.  Microscopia electronica

1.1.1. Fundamentos de la microscopia electroénica:

En 1926 H. Busch, padre de la dptica electromagnética, presentd el disefio de un lente
electromagnético, logrando enfocar un haz de electrones como lo hace una lente dptica
con un rayo luminoso, esta aportacion abrio el camino al disefio por parte de Ernest Ruska
y Max Knoll del primer microscopio electronico, consiguiendo en 1934 superar el poder
resolutivo del microscopio optico?, esto se logré con el estudio de los fundamentos de la

microscopia electrénica como se sefiala a continuacion:

La resolucidn esta relacionada con la capacidad de distinguir detalles finos en una imagen
y se define como la distancia en la cual dos puntos pueden ser reconocidos como dos
objetos separados. El limite de resolucion r en un microscopio electrénico teéricamente

esta determinado por la siguiente ecuacion?:

0.61 %4
r =

» e €q. (1)

Donde a (rad) es el angulo de desviacion y A (nm) es la longitud de onda que esta
relacionada con el voltaje de aceleracion (V,) segun la ecuacion de longitud de onda de
De Broglie, en términos de diferencia de potencial acelerada para un electron, como se

muestra a continuacion:

12.26
= e 4. (2.)

<

Donde A esta en unidades de A y V. en eV

Estos dos grandes principios permitieron asociar a electrones en rapido movimiento con
una radiacién de longitud de onda corta, de acuerdo con la teoria cuantica de Max Planck
y la teoria de la relatividad de Albert Einstein, que fue demostrado por De Broglie, donde
una particula moviéndose a una velocidad cercana a la velocidad de la luz tenia una forma
de radiacion asociada con ella. Esta relacion estd expresada por la ecuacion de longitud
de onda de De Broglie:
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Donde h es la constante de Planck (6.63 * 10734 « S), v la velocidad de la particula

(m - s~1) y m la masa de la particula (kg).

Si la particula es un electrén y su velocidad 1/3 de la velocidad de la luz, entonces A =
0.05 A, la resolucion de un microscopio que emplee este tipo de radiacion sera mucho

mejor que la de un microscopio de luz.

Con base en los fundamentos antes descritos se generaron los principios que definen a la

microscopia electronica?,
1.1.2. Definicién de la microscopia electrénica:

Es una técnica en la cual una nube de electrones es acelerada en presencia de vacio
mediante la aplicacién de un voltaje de aceleracion, estos seran alineados y enfocados
con lentes electromagnéticas formando una sonda fina y ésta sera direccionada hasta

interactuar con una muestra.

1.1.3. Definicién de Microscopia electrénica de barrido (MEB):

Cuando el haz de electrones o sonda es enfocado sobre la muestra y se escanea a lo largo
de un patron de lineas paralelas se conocera como microscopia electronica de barrido
(MEB). Un generador de barrido es el responsable de producir el movimiento del haz, de
manera que barre la muestra punto a punto. Se generan varias sefiales como resultado de
esta interaccién, que se recolectaran para formar una imagen en una pantalla; la cual se

formara segun los detectores especificos para cada una de las sefiales®>.

El detector capta esta informacion y las convierte en una sefial electronica que es
proyectada en una pantalla con un tubo de rayos catodicos (CRT). El barrido del haz esta
sincronizado con el barrido de CRT y produce una relacién uno a uno entre puntos de la

muestra y puntos en el CRT?,

1.1.4. Componentes de un microscopio electronico de barrido (MEB):

En la Figura 1, se muestran los dos componentes principales de un MEB: La columna de
electrones y la consola de control. La primera consta de un cafién de electrones, lente
electromagnético, bobinas de deflexidn, lente Optico, detectores y sistema de vacio.

La consola de control consta de una pantalla de visualizacion de tubo de rayos catodicos
(CRT), las perillas y el teclado de la computadora que controlan el haz de electrones®?.
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Figura 1: Partes de un MEB convencional®®.
1.1.4.1.  Cafion de electrones:

El propdsito de la pistola o cafion es proporcionar un haz estable de electrones de
energia ajustable y debe reunir ciertos requerimientos, entre ellos que produzca un
alto brillo y tenga alta estabilidad?. EI mas comun consta de tres componentes: un
filamento que actda como catodo (electrodo negativo), la tapa o rejilla de Webnelt
(electrodo de control) y el anodo (electrodo positivo), como se observa en la Figura
2. Estos componentes se mantienen a diferentes voltajes eléctricos mediante
conexiones apropiadas al suministro de alto voltaje, que varia en el rango de 0.1-30
kvil,
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Figura 2: Diagrama de un cafién de electrones termoionico convencional?.

A través del filamento (Figura 2) se hace circular una alta corriente para calentarlo, a
temperaturas entre 2000 y 2700 K lo que provoca el desprendimiento de electrones, los
cuales forman una nube alrededor del filamento. Mediante la aplicacién de un elevado
voltaje al &nodo, los electrones son direccionados desde la nube y atraidos hacia esta

terminal.

La tapa o rejilla es para controlar la cantidad de electrones emitidos y enfocarlos dentro
de la pistola, ademas esta conectada al filamento por una resistencia variable, por esta se
generara una polarizacion negativa entre el filamento y la rejilla. En la Figura 2 se trazan
lineas con potencial de campo electrostatico constante (equipotencial) que varian de
negativo, cero y positivo, los electrones se mueven hacia potenciales positivos, dejando
al filamento solo donde las lineas positivas del campo se encuentran con la superficie del

filamento.

El voltaje de polarizacion provoca una alta curvatura en los equipotenciales cerca del
agujero de la rejilla, produciendo una accion de enfoque en los electrones emitidos. Esto
los obliga a realizar un cruce de didmetro y crear un angulo de divergencia (p) entre la

rejilla'y el anodo.

Los electrones emitidos en la pistola se aceleran desde el alto potencial negativo del
filamento (por ejemplo, -20,000 V) hasta el potencial de tierra (0 V) en el anodo. Un
agujero en el anodo permite que una fraccion de estos electrones avance por la columna

hacia las lentes'?,
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Se utilizan varios tipos de pistolas de electrones en un microscopio electrénico de barrido
comerciales, los mas comunes son las de tipo termoionica, las de campo y las de clase
Schottky.

Bogner et al. 2007*2, informd que la primera y mas extendida fuente de electrones fue la
pistola termoiodnica. Un grupo consiste en un filamento de tungsteno (W) doblado como
una horquilla en forma de “V”, con un radio en la punta de aproximadamente 100 pm,
este tiene una temperatura de fusion suficientemente alta (3650 K), lo que permite que el
material soporte temperaturas elevadas por mas tiempo (~2600-~3000 K); entonces
cuando se calienta con el paso de la corriente eléctrica hasta aproximadamente 2700 K
genera espontdneamente electrones termoidnicos. Esta fuente tiene la ventaja de ser
econdmica y requerir un vacio relativamente bajo, sin embargo, la vida util de los catodos
de W se limita a 100 h aproximadamente debido a la evaporacion del material y en

consecuencia volviéndose mas delgado en algunas partes.

Otro grupo de emisor termoionico son los de hexaborato de lantano (LaBe); este tiene una
funcion de trabajo inferior comparado con el primer grupo, lo que significa que pueden
emitir la misma cantidad de electrones a una temperatura de calentamiento mas baja. Y
dependiendo de la nitidez de la punta, llegan a exhibir un brillo de 5 a 10 veces mas que

la de un filamento de tungsteno, ademas su vida til es 10 veces mayor*3.

En cuanto a las pistolas de campo, estas utilizan un proceso de tunelizacion mecanica
cuantica al acercarse a un electrodo de extraccion con polarizacion positiva para la

emision de electrones.

Existen dos tipos de fuentes de emision de campo: emision de campo frio (CFE) y emision
de campo térmico (TFE), incluida la emision de campo Schottky (SFE). En la CFE, el
alto campo eléctrico hace que los electrones atraviesen la barrera de potencial y dejen el
cable del catodo a temperatura ambiente. Los electrones se emiten desde una fuente
virtual con un area de solo unos pocos nanémetros de diametro. Los TFE son similares
en principio, pero operan a una temperatura mas alta. Esto ayuda a mantener una punta
limpia, reducir el ruido y la inestabilidad. El principal beneficio de estas fuentes de
emision de campo es la obtencién de un brillo mas alto. Este es un limite fundamental
para la resolucion en MEB, ya que determina la corriente disponible en un tamafio de
sonda determinado Yy establece el tiempo de grabacién por pixel de la imagen. Ademas
del alto brillo, las pistolas de emision de campo muestran otra ventaja importante: la
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fuente virtual es pequefia, generalmente en un rango de 5-25 nm. La Optica requerida
hacia desmagnificar esta sonda para observaciones de alta resolucion se simplifica, por lo
tanto, en comparacion con el caso de los emisores termoidnicos, donde el tamafio de
fuente efectivo es del orden de 5 pum, se produce una baja desmagnificacion lo que

contribuye a reducir las aberraciones de la lente'?.

En la Tabla 1 se muestran las principales caracteristicas de las fuentes de emision que se

usan en MEB:

Tabla 1: Pistolas de emisién para MEB y sus caracteristicas'*.

Tipo de pistola | Horquilla de Emision de
LaBs Schottky
de electrones tungsteno campo
: Cristal de
] Cristal de
Material del tungsteno
Tungsteno hexaborato de Tungsteno )
catodo. solo/oxido de
lantano . .
Zirconio
Calentamiento Temperatura
. 2600 1800 ) 1700 a 1800
del catodo (K). ambiente
Funcion de
trabajo del 4.4 26a27 4.1 2.7a29
catodo (eV).
Diametro de la
fuente de 30 um 10 pm 5nm 20 nm
electrones.
Brillo
108 107 10° 108
(Alcm?*sr.).
Ancho de
2.0 1.5 0.2 0.3a1.0
energia (eV)
Presion de
_ 10 10° 108 107
trabajo (Pa).
Tiempo de vida . )
) 50 horas ~1000 horas 1 afio o mas 9 meses
del catodo.
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1.1.4.2.  Lentes electromagnéticas:
Una lente electromagnética esté constituida por un cilindro anular de hierro dulce (pieza
polar) el cual esta rodeado por una bobina de cobre y una envoltura de hierro dulce, como
se muestra en la Figura 3. Al circular una corriente por los enrollamientos de la bobina,

se genera un campo magnético en el espacio anular de la pieza polart®.

Haz de electrones

Bobina con envoltura
de hilos conductores —— [E—
e [ [ i e Piezas polares
(Hierro dulce)
==== | | | ===
Envoltura de hierro dulce o ——
' —— N 1 |

Campo magnético concentrado

Figura 3: Corte transversal de una lente electromagnética®®.
En la Figura 4 se observa que los electrones al llegar a la lente virtual o magnética, son
influenciados por este, siguiendo una trayectoria helicoidal alrededor del eje dptico de tal
manera que convergen, el movimiento no afecta las condiciones de focalizacion y pueden
aplicarse las mismas leyes Opticas que rigen los diagramas de rayos de microscopia de
luz (2), resultando una imagen reducida del haz en el plano de la imagen. El angulo de
apertura se determina geométricamente a partir del diametro de apertura y la distancia
focal, el mismo tiene una gran influencia en las caracteristicas de la lente, como las

aberraciones y la profundidad focal®!4,
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electrones 4__.{ Eje 6ptico magnética

Lente virtual o

E}'u'. :: ! ::::;..: magnética
ntut === I

.--. ._,_:!: Piezas polares
L e

= """ —Distancia focal
a'n O ] |

) O

Punto focal l :
Angulo de apertura

Imagen reducida del haz
en el plano de la imagen.

Figura 4: Configuracion de una lente magnética4.
La amplificacion de la lente esta controlada por la intensidad y la variacién de corriente

permitiendo modificar la distancia focal.

La distancia focal puede cambiarse variando la corriente que circula por los
enrollamientos de la bobina. A medida que incrementamos la corriente que pasa por la
bobina, se incrementa el campo magnético, las lentes se hacen mas potentes y la longitud

focal decrece?.
1.1.43.  Lentes objetivos:

El lente objetivo toma la imagen reducida de la primera lente y se convierte en su haz de
electrones contribuyendo a una desmagnificacién adicional, como se muestra en la Figura
5; entonces esta es la lente final en la columna del MEB que enfocaré a los electrones en

la superficie de la muestra®?.
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Figura 5: Configuracion de una lente dptica.

1.1.4.4. Bobinas o sistemas de deflexion:

El sistema de desviacion hace que el haz se mueva hacia una serie de ubicaciones
contraladas a lo largo de una linea y luego a lo largo de otra debajo de la primera, y asi
sucesivamente, hasta que se generé un raster rectangular en la muestra. Simultdneamente,
el mismo generador de escaneo crea un raster similar en la pantalla de visualizacion. Se
utilizan dos pares de bobinas de desviacion electromagnética (bobinas de exploracion)
para barrer con el haz a través de la muestra, como se observa en la Figura 6. El primer
par de bobinas desvia el haz del eje éptico del microscopio y el segundo par dobla el haz
de nuevo sobre el eje en el punto de giro de la exploracion. El aumento de la imagen es
la relacién entre la longitud del réaster en la pantalla de visualizacion y la longitud
correspondiente del raster en la muestra. Por ejemplo, un raster de 100 um de ancho en el
espécimen que se muestra en una pantalla de visualizacidén de 10 cm de ancho genera una
imagen de 1000X aumentos. Cuando se necesita un aumento en la ampliacion de la
imagen, las bobinas de exploracién se excitan con menos fuerza, de modo que el haz se
desvia a través de una distancia mas pequefia en la muestra. Teniendo en cuenta que el
tamafo del raster en la muestra también depende de la distancia de trabajo, la distancia

desde la muestra hasta la parte inferior de la lente final®!.
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Figura 6: Sistema de deflexion®!
1.1.45. Sefales y detectores:
1.1.45.1. Sefales:

Una vez que el lente objetivo enfoca el haz de electrones, estos interactuan con los
electrones y el ndcleo de los atomos de la muestra produciendo una dispersion o sefiales,

las cuales seran captadas por detectores>!!. Existen dos tipos de dispersion (o scattering):

i. Dispersion eléstica

ii. Dispersion inelastica
La primera es un proceso en el cual un electrén incidente, puede cambiar su direccion,
sin pérdida apreciable de energia. Este cambio se da por las interacciones de tipo
Coulémbicas entre un electrén incidente, el nucleo y los electrones del atomo. La
probabilidad de dispersion elastica aumenta fuertemente con el nimero atbmico Z, porque
los &tomos mas pesados tienen una carga positiva mucho mas fuerte en el nicleo atémico,

y disminuye a medida que aumenta la energia electronica®**.

La segunda consiste en que un electrén incide sobre un &tomo y pierde parte de su energia,
a menudo ionizando los &tomos de la muestra, pero no sufre cambios significativos en su
direccidn. Si la interaccion inelastica tiene lugar entre el ndcleo y un electron de alta

energia, el electron primario perdera parte de su energia cinética debido al efecto de

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE ' UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

frenado que ejerce el campo coulémbico del nucleo atbmico, provocando también una
disminucion de su velocidad desviando su trayectoria en un pequefio angulo. En cambio,
si el electron incidente interactGa con un electron del &tomo, entonces sus energias se
distribuyen. La energia con la que impacta el electron incidente se distribuye de manera
que una parte es absorbida por la muestra y la otra generara sefiales como; rayos X,

electrones secundarios, luz visible, electrones Auger.

En la Figura 7 se observa las sefiales que se generan por la interaccion de los electrones

primarios y los a&tomos de la muestra®.

Electrones incidentes de alta velocidad
A

' ~
| | !
O (a) (b) Sic)

Retrodispersion
L
Eyeccionde  primaria
electrones

Energia "
. secundarios
compartida /4

\\: ’\J\N-—rRayos X

a compartida :
— I Dispersién baja
| del angulo

Velocidad

(f reducida

Dispersidn Dispersion
ineslistica  eléstica primaria

Atomo de la

muestra

Atomo de
la muestra

Dispersion alta
del angulo

primaria

Figura 7: Sefales producidas por la interaccion del haz primario con un atomo de la muestra?.

Todas las sefiales resultan de un volumen de excitacién primaria que se formo debido a
la interaccion de electron con el espécimen (Figura 8); los electrones incidentes penetran
a una profundidad que es directamente dependiente de la energia del haz e inversamente

subalterno al nUmero atémico de la muestra.
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Figura 8: Volumen de excitacion primaria y profundidad de penetracion con sus respectivas sefiales®.

Los electrones generados presentan caracteristicas diferentes como se describe a

continuacion:

Electrones secundarios: Emergen de los atomos de la muestra que se liberan a través de
la ionizacién. Son relativamente bajos en energia <~25 eV y tienden a escapar solo de las
decenas de nandmetros superiores de la superficie. Proporcionan imégenes topograficas

fuertes de superficies

Electrones retrodispersados: Provienen de las interacciones elasticas y, por lo tanto,
tienen energias cercanas a la del haz incidente. La fuerza de la dispersién que puede
devolver los electrones a la superficie depende en gran medida del numero atémico Z,
por lo que las imagenes de electrones retrodispersados proporcionan un contraste de

composicion, asi como topogréfico.

Rayos X caracteristicos: Este tipo de sefial; se produce cuando un electron de un orbital
interno de un &tomo es desalojado por un electrén del haz incidente (descomposicion de
los atomos ionizados). La vacancia es llenada con un electrén de un orbital mas externo.
En este salto el exceso de energia es liberado en forma de radiacion electromagnética
(rayos X). Puede proporcionar tanto una identificacion cualitativa como informacion

elemental cuantitativa de las regiones de una muestra®t15,

Electrones Auger: Cuando un electrén de una capa externa llena una vacancia de una capa

mas interna, el exceso de energia puede inducir la eyeccion de un electrén de una 6rbita
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externa; convirtiendo esta energia en energia cinética. Este es mas alta en elementos de

bajo nimero atdmico debido a que los electrones estan débilmente ligados al nucleo.

Catodoluminiscencia: Es la emision de fotones en longitudes de onda en los rangos del
ultravioleta, visible o infrarrojo, para disipar el exceso de energia que se genera en la
transicion electronica entre orbitales. Esta técnica permite realizar estudios de

concentracion de impurezas en un material®®,

La energia del foton de rayos X emitido es caracteristica del elemento ionizado, por lo
que la espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDX) permite el mapeo de las

especies de elementos'®,

En la Tabla 2 se observa un resumen de las aplicaciones para las principales sefiales?.

Tabla 2: Aplicaciones de las sefales producidas por la dispersion de electrones?.

interaccion Sefal Aplicacién

e”. Incidente /e ~del nucleo e~ .Secundarios Morfologia superficial

Contraste por nUmero atomico.

e~ . Incidente / nucleo e~ . Retrodifundido
Contraste topografico.
Catodo Concentracion de impurezas.
luminiscencia
e .Incidente / Vacancias Rayos X Composicion elemental.

Electrones Auger Composicion superficial.

1.1.45.2. Detectores:

La electronica del sistema de deteccion convierte todas estas sefiales en cambios de
intensidad punto por punto en la pantalla de visualizacién y produce una imagen. Las dos
sefiales méas utilizadas para producir imagenes en MEB son electrones secundarios (SE,
por sus siglas en inglés) y retrodispersados (BSE, por sus siglas en inglés). El detector
estandar Everhart-Thornley (ET) y el detector de estado sélido (vCD) recogen este tipo
de sefiales. En el caso del detector ET, los SE y BSE se recolectan cuando se aplica un

voltaje positivo a la pantalla de un colector frente al detector. Los electrones capturados
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por el centelleador/fotomultiplicador se amplifican para ser mostrados con el tubo de rayo

catodico de visualizacion®®.

En el caso de los BSE de baja energia y SE es necesario aplicar un gran potencial positivo
(+10 kV a +12 kV) a un revestimiento de metal delgado en la cara del centelleador
(objetivo de plastico o vidrio dopado, o un compuesto cristalino como CaF. dopado con
europio) para acelerarlos y que adquieran energia suficiente de modo que generan luz en
este. Este gran potencial podria desviar y distorsionar el haz en la camara de muestra,
para evitar esto el centelleador esta rodeado por una jaula de Faraday. El cual recolectara
los electrones de baja energia con mayor eficiencia geométrica que simplemente
recolectando la fraccion definida por el &ngulo solido de la linea de vision, aplicando un
potencial de polarizacion separado en la jaula, el cual tiene un rango de -50 V a +250 V
que se pueden seleccionar, este rango de negativo a positivo ofrece la posibilidad de
rechazar por completo los electrones secundarios (-50 V) o recogerlos eficientemente
(+250 V). Mostrando asi una ventaja en el detector por sus dos condiciones de
polarizacién. En caso de los electrones retrodispersados no es necesario aplicar un gran
potencial ya que estos transportan suficiente energia, 10 a 30 keV, para excitar

directamente el centellador®!.

Entonces una vez que se emite luz, esta se conduce por reflexién interna total en una
varilla sélida de plastico o vidrio (tubo de luz) a un fotomultiplicador. Esta sefial puede
pasar a través de una ventana de cristal de cuarzo (fotocatodo), que forma una barrera de
vacio, hacia el primer electrodo de un fotomultiplicador. En este fotocatodo, los fotones
se convierten de nuevo en electrones, y estos se aceleran en los electrodos sucesivos
(dinodos) del fotomultiplicador, produciendo una cascada cada vez mayor de electrones
hasta que se alcanza el colector final. La ganancia tipica del fotomultiplicador es ajustable
seleccionando el voltaje en los electrodos. El proceso de fotomultiplicacion proporciona

alta ganancia con poca degradacion de ruido y un alto ancho de banda®*.

La Figura 9 muestra el funcionamiento de un detector de Everhart-Thornley después de

una dispersiontt1o,
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Figura 9. Funcionamiento de un detector™®.

1.1.4.6. Sistema de vacio:

La columna del microscopio electronico y la camara de muestra requieren ser evacuados,

para libre desplazamiento de los electrones y por seguridad del equipo.

En el segundo caso si se presentan moléculas de gas entre el filamento y el &nodo pueden
convertirse en iones cargados positivamente. Estos iones pueden aumentar la
conductividad en el espacio filamento-anodo lo suficientemente para provocar descargas
eléctricas discontinua, en lugar de un haz de electrones estable o continuo. La vida del
filamento disminuye cuando el vacio es ineficiente; tanto el bombardeo de iones positivos

como la oxidacion los debilitan®t’,

Con los MEB que utilizan pistolas termoidnicas, como se muestra en la Figura 10; el
sistema se evacla mediante una bomba de difusion de aceite (ODP, por sus siglas en
inglés) o una bomba turbo molecular (TMP, por sus siglas en inglés), las cuales mantiene
el sistema bajo una presion controlada de 107 a 10 Pa, también se utiliza una bomba de
respaldo o bomba rotativa de aceite (ORP) para la evacuacion previa al intercambio de
muestras y posterior con el fin de mantener baja la contrapresion de ODP/TMP. La bomba
de difusion puede trabajar eficientemente s6lo cuando la presion inicial del gas es
reducida por la bomba ORP.
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Figura 10: Sistema de evacuacion de un MEB de emision termoidnical®.

En el caso de microscopios electrénicos con pistolas de emision de campo; (Figura 11),
ademas de usar estas fuentes de evacuacion utilizan las bombas de iones de sputter (SIP),
para mantener limpia la superficie de la fuente de electrones a un nivel atémico,
alcanzando un vacio ultra alto de alrededor de 10 Pa. En estos MEB la columna que
contiene la trayectoria del haz de electrones posee un numero de pequefios
compartimentos divididos conectados por medio de orificios, y se utiliza un mecanismo
de evacuacion diferencial para aumentar gradualmente la presion hacia la cdmara de
muestras. Esto permite mantener constante la presion de la pistola de electrones incluso

si la presion en la camara de la muestra varial16:1,

— SIP

]
>~

Orificios L, SIP
Camara para
cambiar de S

muestra

— SIP

— 1 » Camarade
muestra

L » ORP 0 Bomba
de respaldo

ORP o Bomba+«——
de respaldo

ODP o TMP

Figura 11: Sistema de evacuacion de un MEB de emisién de campo®.
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1.1.4.7.  Controles del operador:

Los primeros controles que un operador debe dominar son aquellos que controlan la
creacion del haz de electrones como, el voltaje de aceleracion y la corriente de emision,
de los lentes (la primera lente determina tanto la cantidad de corriente de haz disponible
como el tamafio minimo de su didmetro), y el control del lente objetivo permite enfocar
el haz de manera que el didmetro mas pequefio se ubique exactamente en la superficie de
la muestra. Finalmente, debido a que algunas ubicaciones en la superficie de la muestra
pueden aparecer demasiado claras u oscuras en la pantalla de visualizacién, se
proporcionan controles de sefial, contraste marcado (o "nivel oscuro") y brillo para
recortar o expandir la intensidad mostrada hasta que se obtenga una imagen razonable.

Esta se muestra en la pantalla de visualizacion®®.
1.1.5. Pardmetros instrumentales de MEB:

La resolucion final alcanzada en MEB se controla optimizando los pardmetros
instrumentales y la preparacion de muestras. De acuerdo con Southworth 1975, estos
dependeran de la nitidez limitante y la visibilidad caracteristica de las microfotografias
de MEB, dichos parametros son: el tamafio del haz, su intensidad de corriente con la que
viaja, el &ngulo de convergencia y el voltaje de aceleracion del haz de electrones; como

se muestra en la Figura 12:

Voltaje de Angulo de convergencia (a)

aceleracion
del haz de
electrones

Intensidad de corriente del
haz de electrones

Tamano del haz de
electrones

Figura 12: Parametros instrumentales®®.
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1.2.  Preparacion o tratamiento de muestras para MEB:

De acuerdo con los fundamentos con los que opera el microscopio electronico, la muestra
debe presentar ciertas caracteristicas para ser analizada como: tolerar el alto vacio, el cual
es necesario para un camino libre en la trayectoria del haz, ser térmicamente estable y

producir una alta dispersion de electrones (propiedad conductora).

Las muestras inorganicas en su mayoria cumplen con estas condiciones, pero las muestras
orgénicas y bioldgicas no, debido a que generalmente estan compuestas de material fragil,
no conductor y térmicamente sensible. Por lo anterior la preparacion de la muestra es
fundamental para evitar los cambios en la estructura manteniendo la calidad de la muestra
con el fin de obtener informacion correcta de lo observado en el microscopio, para lo cual
se han realizado diferentes estudios respecto a este tema, un claro ejemplo sucedi6 en
1934 donde Bill Marton (Bruselas) mont6d técnicas de preparacion de muestras,
consiguiendo las primeras microfotografias de modelos bioldgicos, en este estudio
observo que habia aumentado el contraste, entonces interpreté que era debido a la
dispersion de electrones y no a la absorcion después de la interaccion electron-espécimen.
Con este descubrimiento se iniciaron las primeras técnicas de preparacion en modelos

biolégicos, obteniendo microfotografias a través de la dispersion de electrones?.

Es importante destacar que las muestras bioldgicas que quieran ser analizadas con un
MEB deben ser secadas antes de ser introducidas en el microscopio, de otro modo la baja
presion del equipo causara que el agua (y otros liquidos volatiles) se evapore saliendo

violentamente del espécimen, alterando la estructura®.

Existen diferentes técnicas para mantener la estructura de las muestras bioldgicas intacta
dentro de un MEB; estos pueden ser métodos fisicos, fisico-quimicos y quimicos. Aunque
el primero puede ser el método preferido para la preservacion 6ptima del estado nativo,

requiere una instrumentacion costosa y habilidades avanzadas®.
1.2.1. Tratamiento tradicional fisico:

La liofilizacion y secado en punto critico (CPD, por sus siglas en inglés) son los métodos
mas usados para preservar la estructura del espécimen, ya que aparte de secarlas permiten
un recubrimiento conductivo inmediato lo que proporciona una carga reducida y mejoras
en el contraste. Se ha observado que estas pueden provocar dafios en la muestra como

aparicion de grietas y contracciones hasta un 50% en el caso de la primera, mientras que
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la segunda puede causar distorsiones y dafios por la formacion de cristales de hielo. Otros
métodos poco comunes son la congelacion instantanea o la congelacion a alta presion, a

menudo son utilizadas para reducir la formacidn de cristales de hielo®.

El CPD es el método mas comercial, se conoce como punto critico al estado particular de
un gas en el cual todavia puede sufrir licuefaccion. Este estado viene determinado por la
presion y temperatura critica, por encima de este punto el gas no puede experimentar
licuefaccidn, debido a que el limite entre la fase gaseosa y liquida ha desparecido: en este
punto ambos estados son igualmente densos. El principio de esta técnica esta en que una
muestra organica hidratada (polimeros hidrogeles, almidon, etc.) o bioldgica (células,
tejidos, sangre, parasitos, espermatozoides, entre otros) sera previamente tratada con
diferentes solventes como el etanol o acetona para que el fluido inicial contenido en la
muestra sea desplazado con el fin de mantener la microestructura inicial del estado
hidratado®®,

1.2.2. Tratamientos tradicionales fisico-quimicos:

Este método incluye varios pasos que incorporan una fijacién con soluciones quimicas,
su posterior secado de punto critico y recubrimiento con metales, a continuacion se

describe este método:
Pretratamiento

En algunas muestras se requieren lavados y eliminacién de componentes, con el fin de
exponer una region de interés ya sea a través de métodos quimicos o mecénicos, otras
requieren un etiquetado para la identificacion de elementos no visibles, por ejemplo el

etiquetado inmunolégico®.

Fijacion:

Los fijadores quimicos pueden ser compuestos organicos e inorganicos, los cuales
estabilizan estructuras, las preparan para posteriores tratamientos, conservan o provocan
determinadas reacciones quimicas, mantienen las propiedades fisicas y aumentan la
conductividad al espécimen. Algunas muestras requieren de dos fijaciones y cuando es

asi, se conoceran como fijacién primaria y post-fijacion o fijacion secundaria estos se

preparan en soluciones previamente tamponados®.

Los aldehidos son utilizados como fijadores primarios ya que conservan principalmente
proteinas y otras macromoléculas asociadas con proteinas, por ejemplo, las lipoproteinas
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y las histoproteinas asociadas con el ADN. El Glutaraldehido (GA) sigue siendo el fijador
primario mas utilizado y es un fuerte agente de reticulacion de proteinas, en el caso de
materiales densos pueden fijarse mejor si se agrega paraformaldehido (PFA) fresco junto
con GA. Aunque PFA no se entrecruza tan rapido como GA, su forma de penetrar los

tejidos es mas acelerada®*®.

Otro ejemplo de fijador primario es el N,N'Diciclohexilcarbodiimida (DCCD), el cual es
un reticulante que se usa para muestras con alto contenido de polisacaridost. En estudios
anteriores se utilizd este compuesto como un precursor polimérico?®, de modo que

interacciona con grupos carboxilo para entrecruzarlos.

En la literatura se reportaron resultados que demostraron que la incorporacion de aminas
en las soluciones fijadoras mejora la conservacion estructural de biomoléculas sensibles,
un ejemplo de amina es la lisina. Cuando se incorporé lisina a una solucion fijadora
primaria con aldehidos produjo las mejores imagenes de filamentos de actina pura. La
lisina tiene la capacidad de formar polimeros grandes, los cuales pueden controlarse
mediante la temperatura de fijacion, la duracion de la fijacion, la relacion y concentracion
de amina y reticulante, conservando y mejorando la visibilidad de ciertas estructuras

labiles en microfotografias con microscopios electronicos?..

La adicion de colorantes al fijador primario no solo se usan para obtener un buen contraste
en las microfotografias sino que también ayudan a estabilizar clases particulares de
lipidos como es el caso del verde de malaquita o también incorporando rojo de rutenio y
azul de alcian con lisina para asegurar los polisacaridos que habitualmente se pierden al

utilizar el fijador de Karnovsky?2%,

Para optimizar el proceso se utilizan fijadores secundarios; como el tetréxido de osmio y
aunque es mas lento para penetrar en la célula, es un fuerte oxidante que reacciona
vigorosamente con los enlaces dobles de los lipidos insaturados, volviendo la estructura
mas estable y evitando su colapso, el osmio también reaccionan lentamente con

proteinas?.

La fijacion se puede realizar por el método de inmersion, el cual consiste en sumergir
directamente la muestra en un recipiente que contenga la solucion fijadora en un volumen
10 veces mayor por lo menos, también se puede realizar montando primero la muestra en

soportes tales como vidrio, plastico o filtros millipore en forma de monocapa para luego
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sumergirlas en el fijador. Otros autores recomiendan el uso de vapores del fijador, durante

10-15 min, cuando la muestra es muy labil?.

La calidad de la fijacion esta influenciada por el pH y los iones presentes, en cuanto a
esto la eleccion del tampdn juega un rol muy importante ya que protegera a la muestra
durante el proceso. Los buffers mas usados en microscopia electronica son: tampdn
fosfato, cacodilato y los organicos como HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1
piperazinaetanosulfonico) este tltimo se ha considerado fuertemente como un reemplazo
para los dos primeros ya que ocasionan menos efectos perjudiciales sobre la fina

estructura de la muestra y no son toxicos*.

Por otro lado, es importante conocer la naturaleza bioquimica del material, para
seleccionar el tipo y condiciones que debe tener el fijador, con el fin de obtener imagenes
con estructuras similares a su estado natural. Si no se conoce, se podria determinar

empiricamente el mejor fijador probando multiples reactivos de reticulacion.
Deshidratacion:

La deshidratacion es un paso previo al secado de las muestras, el objetivo de la
deshidratacion es disminuir la tension superficial del agua contenida en las muestras. El
agua tiene una fuerte tensién superficial debido a los enlaces de hidrégeno y cuando se
evapora de una muestra biologica, las fuerzas de adhesion del agua causan arrugas, roturas
0 el colapso de estructuras. Es por lo que se utiliza una serie de lavados por inmersién

con solventes organicos como etanol o acetona a distintas concentraciones.

Se dice que es un paso previo un secado porgue estos solventes luego se reemplazan con
CO2, que puede alcanzar su punto critico, reduciendo la tension superficial a cero bajo
temperatura y presion tolerables para la mayoria de las muestras bioldgicas. El gas se

liberara lentamente y la estructura permanecera en gran parte intacta’.
Secado:

Es necesario secar la muestra, para evitar que moléculas de agua se liberen dentro de la
columna de vacio del microscopio electronico de barrido, ya que estas podrian interferir
con la trayectoria libre de los electrones y también dafarian el filamento. Ademas, la
muestra debe montarse en un sustrato adecuado para cumplir con los requisitos de la
platina del microscopio, y las consideraciones adicionales pueden incluir orientacién,
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propiedades de adherencia y suficiente contacto de la superficie con el montaje

conductivo para evitar la carga.

La deshidratacion con solventes seguida de un secado de punto critico (CPD) es el método
mas comun para eliminar el agua de las muestras, como su nombre lo indica, la muestra
se calienta hasta el punto critico del agente de transiciéon, donde a temperaturas y
presiones especificas las fases gaseosa y liquida son indistinguibles. En esta fase, el
agente puede liberarse lentamente como un gas, y los artefactos asociados con la
contraccion se minimizan. El punto critico para el agua y etanol es alto (aproximadamente
374 °C a2.19 x 10’ Pay 241 °C a 6.08 x 10° Pa, respectivamente), pero otros agentes
como el diéxido de carbono (CO2) estan en un rango tolerable para la mayoria de las
muestras biologicas (31.1 °C a 7.39 x 108 Pa)*18,

Montaje:

Antes del recubrimiento de las muestras organicas y biologicas para aumentar su
conductividad se realiza el montaje después del secado, las muestras se montan en un
soporte, el cual es un cilindro de bronce, aluminio o carbon, presentan diferentes tamafios
con didametros de 1 cmy 2,5 cm. La muestra se puede colocar sobre un adhesivo conductor
y/0 pegarse sobre el portamuestra usando pintura conductora esperando que se seque para

que se observe en un MEB?.
Recubrimiento:

Luego del montaje de las muestras se realiza el recubrimiento con un metal, para formar
una delgada capa sobre ella con el fin de minimizar el dafio, volverla conductora y mejorar
su contraste topografico en las imagenes durante el escaneo en el MEB. La eleccion del
metal se debe considerar cuidadosamente segun la aplicacién. Las aleaciones de oro,
oro/paladio, oro/platino, o platino (Au, Au / Pd, Au / Pt y Pt, respectivamente) son
opciones comunes para las imégenes de baja resolucion. Iridio (Ir), tungsteno (W) o
carbono (C), proporcionan un mejor recubrimiento para imagenes de alta resolucion. En
todos los casos, la aplicacion de una capa minima es importante para evitar oscurecer los

detalles estructurales?.

Otro procedimiento quimico para la preparacidon de muestras es el uso de liquidos i6nicos,
el cual se realiza en funcion de caracteristicas especiales, como su estructura y forma, asi

como del contenido de agua*’®.
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1.2.3. Tratamiento reciente quimico utilizando liquidos iénicos (LIs):
Algunos investigadores han propuesto recientemente metodologias quimicas utilizando
liquidos ionicos, ya que éstos permiten la observacion de muestras en MEB sin la
necesidad de fijaciones, secado y recubrimiento a pesar de su alto contenido de agua en

la muestra’:82>26,

1.2.3.1.  Liquido ionico:
1.2.3.1.1. Definicion:

Los liquidos i6nicos (LIs, por sus siglas en inglés) son compuestos organicos que
permanecen liquidos a temperatura ambiente 0 menos de 100 °C, debido a que sus iones
no se empaquetan bien (carga electrostatica deslocalizada). Estos resultan de la
interaccion de un catién organico voluminoso y un anion organico o inorganico dando
una estructura regular uniforme, es decir, una fase liquida. Ademas la combinacién de un
catién organico asimétrico mas grande y sus equivalentes inorganicos mas pequefios

reducen la energia de la red del compuesto dando bajos puntos de fusion en los LIs?"?8,

1.2.3.1.2. Composicion:

En el disefio de un LI, generalmente se utilizan aniones fluorados. Los aniones mas
populares consisten en cloruro, nitrato, acetato, hexafluorofosfato y tetrafluoroborato. Y
en cuanto a los cationes mas estudiados se tienen; amonio, sulfonio, fosfonio, imidazolio,

piridinio, picolinio, pirrolidinio, tiazolio, oxazolio y pirazolio®.
1.2.3.1.3. Propiedades:

La composicién y propiedades especificas de estos liquidos dependen del tipo de cation
y anion en la estructura e incluyen aquellas que son superacidicas, basicas, hidrofilas,
miscibles en agua, inmiscibles en agua e hidréfobas. Por lo general, el anién controla la
miscibilidad del agua, pero el cation también influye en la capacidad de enlace de

hidrogeno o hidrofobia®=°.

Otras propiedades son: una presion de vapor insignificante (6.67x107 Pa), (no se
evaporan y pueden aplicarse a sistemas de alto vacio), poseen una conductividad eléctrica
de alrededor de 100 mSxcm™, son electroquimicamente estables (tienen una ventana
electroquimica de alrededor de 5.8 V). También son térmicamente estables a altas

temperaturas (600 K) y condiciones de vacio durante varias horas®.
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1.2.3.1.4. Clasificacion:

Los LIs pueden se pueden clasificar en préticos (PIL, por sus siglas en ingles) y apréticos
(AIL, por sus siglas en ingles); el primero esta compuesto solo por el cation y anién. Su
sintesis es méas simple, consiste en la transferencia de un protdn desde un &acido de
Bronsted hasta una base del mismo tipo. De esta forma se origina la presencia de al menos
un proton capaz de promover enlaces de hidrégeno. El segundo esta formado por una sal
con un enlace ionico debil pero no lo suficiente para ser liquida a temperatura ambiente.
Por tanto, necesitan ser mezclados con otro compuesto que disminuya el enlace cation-
anion de la sal a través de la formacion de enlaces de puente de hidroégeno. Entonces en
su estructura se tendrd al cation, anion y otra molécula. Estas son conocidas también como

disolvente eutéctico profundo (DES)3132,

Los liquidos ionicos con las propiedades mencionadas proporcionan un contraste de
imagen en MEB comparable al uso de recubrimiento de metal y carbono cuando se usan
con muestras aislantes?®. Por lo cual se han utilizado para obtener microfotografias de
muestras bioldgicas, como algas, células cultivadas, tejidos de animales, un bizcocho y
cromosomas condensados®33°. En este estudio se utilizara el liquido i6nico acetato de 1

etil 3 metil imidazolio, el cual se describe a continuacion:

1.2.3.1.5. Acetato de 1 etil 3 metil imidazolio:
1.2.3.1.5.1. Definicion:

Es un liquido i6nico prético compuesto por el cation imidazolio rodeado del anion acetato
y viceversa, formado interacciones reticulares entre los iones a través de fuerzas Coulomb
combinadas con la fluxionalidad rotacional y/o torsional de los componentes, ademas de

enlaces puente de hidrogeno®® como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Estructura del liquido i6nico acetato de 1 etil 3 metil imidazolio®.
Los LIs a base del cation imidazolio presentan en general alta estabilidad térmica, bajos
puntos de fusion y viscosidad®” y el anion acetato, el cual es pequefio, polar, posee una

cola de metilo hidréfoba y un grupo carboxilato hidrofilico®.
1.2.3.1.5.2.  Propiedades fisicas y quimicas:

El acetato de 1 etil 3 metil imidazolio es un liquido transparente, cuyo punto de fusion es
-45 °C, su densidad y viscosidad es 1.027 gxcm™ y 143.61 cP respectivamente a 25 °C,

el pH es 5.4, la conductividad es 2.55 mSxcm™ y el peso molecular es 170.21 gxmol.
1.2.3.1.5.3.  Aplicaciones:

Este sal organica se ha empleado en estudios para observar muestras biol6gicas con alto
contenido de humedad, tales como la matriz extracelular de un microorganismo, a travées
de la microscopia electronica de barrido convencional en condiciones de alto vacio sin
previo secado o recubrimiento con metales pesados’. Ademas se destacd su uso entre 6
diferentes liquidos i6nicos para observar un biopolimero hidratado dentro de la cdmara
de alto vacio del MEB®.
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Por lo tanto, todo el proceso convencional de preparacion de la muestra biolégica de
deshidratacion, secado en puntos criticos y hacer que la superficie de la muestra sea
conductora pueda reemplazarse por tratamiento con un LI’

Uno de los objetivo de estas metodologias de tratamiento fisico, quimico y
fisicos/quimico para la preparacion de muestras es obtener informacion de esta en
condiciones idénticas a su estado natural, sin que aparezcan artefactos que introduzcan
errores durante la interpretacion de las imagenes. Los artefactos son errores o
malformaciones y pueden presentarse por el tratamiento que se dio a la misma antes de

introducirlas en el MEB.

Para disminuir estos artefactos es necesario conocer la naturaleza de la muestra y su

composicion con el fin de darle un tratamiento adecuado. Como se observa en la Figura

14.
Muestras
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\ -
;I—/
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Figura 14: Tratamiento fisico y fisico-quimico de una muestra segln su naturaleza?
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Como se observa en la Figura 14, las muestras hidratadas pueden someterse a varios
tratamientos, lo cual dependera de la cantidad de agua o humedad que presenten en su
estructura, por ejemplo las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) de los
microorganismos, presentan una gran cantidad de agua, iones y productos solubles de
baja y alta masa molecular que estan atrapados en el interior de las células, por lo cual el
meétodo para su observacion en MEB seria un tratamiento fisico o fisico-quimico, sin
embargo ciertos estudios no los recomiendan debido a que el glucocélix de los
microorganismos suele colapsar con estos tratamientos por lo que se ha recomendado el
uso de liquidos idnicos o utilizar otro tipo de equipo como el microscopio electronico de
barrido ambiental y de presion variable (ESEM y VPSEM por sus siglas en ingles

respectivamente) para muestras con esta naturaleza®,

Es importante destacar que el uso de LlIs, resultan ser una alternativa para la observacion
de muestras con alto contenido de agua, entre las cuales podemos mencionar capsulas
elaboradas con materiales poliméricos, que sirven para preservar 0 mantener en su interior

moléculas de interés alimentario o farmacéutico®®.
1.3.  Encapsulacion:

Es una técnica en la cual particulas liquidas, sélidas o gaseosas, denominadas como
nacleo, sustancia activa, fase interna o carga util, son cubiertas con una pelicula
polimérica porosa llamada capsula, material de pared, membrana, acarreador, caparazén,

perlas o particulas de manera muy general“.
1.3.1. Pared de encapsulados:

El material de pared que se utiliza son polisacaridos, como alginatos, mucilago o gomas,

almidones maltodextrinas y quitosanos, que al contacto con el agua forman hidrogeles*!.
1.3.1.1. Hidrogeles:

Los hidrogeles son biomateriales, cualquier sustancia disefiada para estar en contacto con
sistemas bioldgicos o sistemas con vida, también conocidos como materiales poliméricos
entrecruzados de origen natural o sintético; estructuralmente son tridimensionales, y se
hinchan al entrar en contacto con una solucion acuosa. Como consecuencia, se forman
materiales blandos y elasticos con una cantidad significativa de agua retenida en su
estructura, pero no llegan a disolverse. Pueden obtenerse mediante polimerizacién y

entrecruzamiento simultaneo de uno o varios mondmeros polifuncionales, es decir,
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mondmeros que posean al menos un grupo funcional, como, por ejemplo, grupos
hidroxilos (-OH), carboxilos (-COOH), sulfonilos (-SOsH), amidas (-CONH>), entre
otros. Estos grupos son los que le aportaran la naturaleza hidrofilica (afin con el agua) al
material polimérico resultante. Se los denomina inteligentes por la posibilidad de liberar
compuestos absorbidos en los mismos, de manera controlada, al ser sometidos a un
estimulo externo como puede ser un cambio en la temperatura, pH del medio, luz,

moléculas bioldgicas, campo eléctrico o magnético, concentracion idnica entre otros®®.

Estos biomateriales se han convertido en una clase de material de pared absolutamente
necesaria en el campo de encapsulacion ya que algunos pueden exhibir una buena
biocompatibilidad por sus similitudes naturales a un tejido blando (contenido en agua
relativamente alto, consistencia blanda y elastica y baja tension superficial), ademas de
una alta permeabilidad para gases, nutrientes y desechos metabdlicos*?. Convirtiéndolos
en andamios atractivos para su uso en la encapsulacion de una variedad de cargas como
celulas, microbios, enzimas, medicamentos, vitaminas, minerales, colorantes,
prebioticos, probioticos, sabores, nutracelticos, antioxidantes, olores, aceites, bacterias,

etc®,
1.3.1.2. Alginatos:

Los alginatos son hidrocoloides que se extraen de tres especies de algas marrones y
representan una familia de polisacaridos lineales que contienen cantidades variables de
acido B-D-manuronico y a-L-glucorénico, estos grupos se distribuyen en secciones
constituyendo homopolimeros tipo bloqgue G (-GGG), bloqgues M (-MMM-) o
heteropolimeros en los que M y G se alternan (-MGMG-). Tanto la distribucion de los
monomeros en la cadena polimérica como la carga y volumen de los grupos carboxilos,
confieren al gel formado caracteristicas de flexibilidad o rigidez dependiendo del
contenido de glucordnico. Las sales del acido alginico estan formados por 3 bloques, M,
G y MG. Cuando dos cadenas de bloque G se alinean, se forman sitios de coordinacion.
Debido a la forma de bucles de estas cadenas, existen cavidades entre ellas que tienen el
tamafio adecuado para acomodar al ion calcio y ademas estan revestidas de grupos
carboxilos y otros atomos de oxigeno electronegativo. Después de la adicién de iones
calcio, el alginato sufre cambios conformacionales, dando lugar al conocido “caja de
huevo” Figura 15. Esto se basa en la dimerizacion de la cadena y, finalmente, en la mayor

agregacion de los dimeros. Se sabe que la fuerza de los geles de alginato depende del
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REPOSITORIO DE

namero de enlaces cruzados formados, del tipo reticulacion ionica, de la longitud y la
rigidez de los bloques entre los enlaces. Esto es importante ya que los alginatos que
presentan grandes regiones de bloques G forman un gel de forma alta y exhiben mayor
porosidad y los que presentan grandes bloques M forman un gel de fuerza media, pero
con una alta resistencia a la sinéresis y muestran poros mas pequefios que los hacen mas

suaves*.

g ca?* ® écido a-L-guluronico @ icido B-D-manurdnico

Figura 15: Modelo caja de huevo que se describe en el texto 44,

1.3.1.3. Mucilago o gomas:

Otros materiales utilizados como materiales de pared para la elaboracion de capsulas es
el mucilago, estos son polimeros biodegradables muy complejos y de gran diversidad
funcional, se extraen de fuentes vegetales y estan formados por polisacaridos no
celulésicos con igual namero de azlcares que las gomas y pectinas, por lo que tienden a
confundirse, y se les diferencia solamente por sus propiedades fisicas. Estos polimeros de
origen vegetal destacan por sus aplicaciones industriales como formadoras de gel y
quelantes, un ejemplo es el mucilago de chia por sus propiedades como; solubilidad en

agua, alto peso molecular y una alta viscosidad®.
1.3.1.3.1. Mucilago de Salvia hispanica L. (chia):

El mucilago que se obtiene de la semilla de Salvia hispéanica L. (chia), (es un polisacarido
ramificado altamente acido formado principalmente por residuos de D-xilosa, D-manosa,
D-arabinosa, D-glucosa, &cido galacturénico y acido glucurénico que ha unido un
pequefio porcentaje de material proteinaceo que forma parte integral de la estructura.
Debido a esta composicion y a su capacidad de formar soluciones altamente viscosas a
bajas concentraciones es que se consideran un material de pared potencial para
encapsulacion*®#’. Sin embargo, por la cantidad de agua que presentan es muy compleja
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la observacion de la muestra en MEB, por lo cual resulta interesante evaluar el uso de
liquidos i6nicos y comparar los resultados obtenidos con metodologias tradicionales para
la preparacion de muestras organicas himedas.

Refiriéndose al material de recubrimiento de los encapsulados a base de polimeros con
alto contenido de humedad no se han reportado estudios que hagan un seguimiento de la
muestra durante su preparacion para observarlas en un MEB, y es que solo se analizan las
posibles causas de los dafios por el tratamiento en las microfotografias. Es por ello que
este estudio se complementara con el analisis de imagen en ciertos puntos durante la
preparacion y la microscopia para modelar el proceso de preparacién y mantener la
calidad de las muestras (forma y tamafio).

1.4.  Andlisis de imagen:
1.4.1. Definicion y aplicaciones:

El analisis de imagen (Al) se ha utilizado como herramienta cuantitativa para la
evaluacion de las caracteristicas; por ejemplo las morfométricas y de textura las cuales
han sido una de las més aplicadas en la industria de los alimentos como herramienta para
monitorear la deshidratacion de rodajas de bananas y manzanas, asi como determinar la
forma de semillas o migas de pan, a partir de un sistema estandarizado de adquisicion de
imagenes, en donde se han analizado parametros relacionados con la forma (area,
diametro, perimetro, circularidad, etc.)®'%4"48 y los parametros relacionados con la
textura visual, el cual es un método para la medicién de la rugosidad sin contacto que se
forma por la interaccién de la luz con la superficie rugosa, se basa en la variacion local
del brillo de un pixel al siguiente (o0 dentro de una regidon pequefia), los cuales se
almacenan como una matriz de pixeles con diferentes intensidades o niveles de gris

formando la superficie de una imagen digital*°.

Para realizar el andlisis de estas caracteristicas es importante la manera en que se obtienen
las iméagenes, en este estudio se propone el uso de un escaner, a parte de las
microfotografias MEB, ya que este ofrece todas las ventajas de los sistemas basados en
camaras, asi como la adquisicion de imagenes en 2D mediante escaneo plano, el cual es
rapido, facil de usar, econémico e independiente de las condiciones de luz externa y tiene

buena precision®®.

El programa para analizar estas imagenes es el software gratuito ImageJ (National
Institutes Health, Bethesda, Md, EE. UU.), ya que este tiene incorporado herramientas
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para el analisis morfométrico de particulas y permite instalar complementos como el
GLCM que calcula las caracteristicas de textura establecidas en matrices de coincidencia
de nivel de gris a partir de una imagen, también se define como algoritmo estadistico de
segundo orden que compara dos pixeles vecinos a la vez y compila la frecuencia con la
que se pueden encontrar diferentes niveles de grises dentro de un area restringida. Con
este algoritmo es posible calcular catorce pardmetros de textura, sin embargo, solo se
considera util: energia (uniformidad o segundo momento angular), contraste (varianza o
inercia), homogeneidad (diferencia inversa) y entropia ya que los otros resultan
redundantes. Se consideran tres variables en este algoritmo; el nUmero de niveles de gris

(0-255), la distancia de los pixeles (d) y el 4ngulo de desplazamiento (0)°%°1,
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CAPITULO 1

2. MATERIALES Y METODOS:
2.1.  Material bioldgico:
- Semilla de Salvia hispénica L. (chia) obtenida de la localidad de la Palma,
municipio de Nopala (Villagran, Hidalgo, México).
2.2.  Materiales de laboratorio:
- Termometro.
- Frascos de plastico termoresistentes de 2 L.
- Cernidor (Mainstays, China, malla de 1mm).
- Tamices de plastico de menor apertura (malla 250 micras).
- Mortero.
- Bolsas con cierre hermético de 2 x 2”.
- Jeringa de plastico de 10mL de la marca BD plastipak.
- Colector de aluminio de 12 cm de didmetro.
- Frascos de vidrio ambar de 50 mL.
- Tubos félcon.
- Micropipeta automatica de 100 — 1000 pL.
- Micropipeta para liquidos viscosos.
- Cintas de pH.
- Cintas parafilms.
- Cintas conductoras doble cara de cobre.
- Material de vidrio.
- Malla de nylon del filtro del poliéster o tela filtrante para la filtracion liquida

2.3. Reactivos:

- Alginato de sodio (Sigma Aldrich, 9005-38-3).

- Acetona.(Fermont PQ06016)

- CaCly (JT. Baker, 1313-01).

- N, N'-Diciclohexilcarbodiimida (DCCD) (Sigma-Aldrich, D80002).
- Lisina (Sigma-Aldrich, L5501-5G).

- Azul de alcian 1% (Aqueous-26026-01).

- Cacodilato de sodio trihidratado (Sigma-Aldrich, C0250).

- Tetroxido de Osmio (0s04.1%).

- Acido tanico (Sigma-Aldrich, 403040).
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- Agua desionizada.

- Alcohol etilico 96°LG (LITIMEX)

- Etanol etilico puro (Sigma Aldrich E7023).

- Acetato de 1-etil-3-metilimidazolio (Sigma-Aldrich, 689483).

2.4.  Equipos e instrumentacion:

- Hot plate (Thermo Scientific SP131325 Cimarec Hot Plate Magnetic Stirrer).

- Bafio ultrasonico (Limpiador ultrasonico Cole-Parmer, calentador/

temporizador digital; 2.5 galones, 230V).

- Micro tamices (Mini-Sieve Micro Sieve Set).

- Estufa (TERLAB MR, México).

- Molino (KRUPS, México).

- Secador de punto critico (K850 Critical Point Dryer).

- Equipo de Recubrimiento de pulverizacion catddica (Denton Vacuum Desk |1

Sputter Coater # 60174).

- Microscopio electronico de barrido de emision de campo Schottky (JSM-

7800F).

- Microscopio electrénico de barrido (Jeol Mod. JSSM-5800 LV).

- Bomba de jeringa. (CICATA- IPN. Querétaro).

- Escéaner fotogréafico (HP Scanjet G3010).

- Medidor de pH (Hanna Instruments - PH211).

- Campana de extraccion.

- Balanza analitica digital (OHAUS).

2.5. Otros:
- Programa ImageJ incluido con Java de 64 bits 1.8.0 112 (70 MB) para
Windows.
- Programa estadistico Sigma Plot 14.0 para Windows.
2.6. Metodologia:

2.6.1. Determinacion de las caracteristicas morfométricas iniciales de las
perlas de Alginato de calcio-mucilago de Salvia hispéanica L. (chia),
como muestra bioldgica de alta humedad a través del primer andlisis
de imagen:

Primero se obtuvieron las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L.
(chia) el cual se detalla a continuacion:
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a) Extraccién con solventes organicos y secado de mucilago de Salvia hispanica
L. (chia):

El proceso de extraccion se realizd pesando 15 g de semilla de Salvia hispanica L. (chia),
este se coloco en un litro de agua destilada previamente acondicionada a 40 °C. La semilla
hidratada se agit6 durante 1 h a 40 °C, posteriormente se colocd en un bafio de sonicacion
por 53 minutos y se congel6 por 40 horas. Despueés se acondiciond a temperatura ambiente
y se filtrd, primero una filtracion gruesa utilizando un cernidor (Mainstays, China, malla
de 1mm) frotando las semillas contra las aspas para generar mayor liberacion del material,
posteriormente por dos tamices de plastico de menor apertura (malla 250 micras) y por
ultimo por una tela filtrante de nylon. El liquido obtenido se coloc6 en una solucion
etanol-acetona (70:30), en una pera de decantacion, esta se agito y se dejo en reposo hasta
la separacion de fases. Se decanto la fase acuosa y se recuperdé la fase organica; esta se
lavé con una misma cantidad de acetona, luego con una espatula se extrajo el mucilago y
se procedio a exprimirlo contra las paredes del vaso, después se extendi6 en una placa
petri, se secd en estufa a 40 °C por 4 horas. El material obtenido se pulveriz6 en un molino
y después en un mortero hasta obtener un polvo fino, este luego se tamizé utilizando una
malla nimero 60, obteniendo un tamafio de particula de 250 micras aproximadamente,
luego se almacend en bolsas de pléastico herméticamente cerrados a temperatura

ambiente*!.

b) Elaboracion de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica
L. (chia), como muestra orgénica de alta humedad:

Después se continud con el proceso de elaboracidn de perlas; esta metodologia se tomé
de trabajos similares®? con ciertas modificaciones. Primero se mezclo el alginato de
sodio y mucilago de Salvia hispanica L. (chia) a una concentracion 1:1 para generar una
solucion al 1% (p/v) de ambos materiales. La mezcla obtenida se agitdé suavemente hasta
su homogenizacion, la solucion se coloco en una jeringa de plastico de 10 mL, con aguja
de acero inoxidable de didmetro interno y externo de 0.6 y 0.8 mm respectivamente, la
cual estuvo adaptada a una bomba de jeringa (CICATA- IPN. Querétaro). La solucién se
extruyd a temperatura ambiente (25 °C), a una velocidad de flujo constante de 2.5 mL/h
y una distancia de trabajo constante de 5.5 cm, cayendo en un colector de aluminio de 12

cm de diametro que contenia 30 mL de solucion de reticulacion (CaCl; al 2% (p/v))*L.
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Las perlas obtenidas se distribuyeron en 4 placas Petri con 20 mL de solucién reticulante,
estas placas se colocaron dentro de un escaner HP Scanjet G3010, las imagenes se
obtuvieron a 2400 ppp en formato JPEG. El conteo de las perlas se realiz6 por andlisis de
imagen utilizando el programa gratuito ImageJ (National Institutes Health, Bethesda,

MD, EE. UU.), del cual se utilizaron las herramientas “ROI Manager” y Multi-point.

Para establecer el sistema de réplicas, las perlas recolectadas se dividieron en 5 grupos
(A, B, C, Dy E) y se almacenaron en tubos falcon debidamente rotulados a 4 °C con

solucidn reticulante.

La Figura 16 muestra la distribucion de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia

hispanica L. (chia).

Perlas de  Alginato-
mucilago de chia en

‘soluciénde CaCl2 2%

Figura 16. Sistema de réplicas.
La determinacion de las caracteristicas morfométricas iniciales se describe mas adelante

en el item 1. Inciso A).

2.6.2. Comparacion del efecto de los métodos de preparacion fisica y fisico-
quimica tradicionales y quimica (liquidos iénicos) en la observacion
de muestras con alto contenido de agua en un microscopio electrénico
de barrido a partir de un segundo y tercer analisis de imagenes sobre
las caracteristicas morfométricas iniciales de las perlas de alginato de
calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia) durante la preparacion

de muestras.

Se aplicaron métodos de preparacién para muestras bioldgicas y organicas con alto
contenido de humedad, dichas metodologias fueron extraidas de diferentes referencias

bibliograficas. Los métodos de preparacion se detallan a continuacion:

2.6.2.1.  Método de preparacion fisica tradicional o secado de punto critico
(CPD) para la observacion de muestras organicas himedas en un

microscopio electrénico de barrido.
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El secado de puntos criticos es el método fisico mas comercial, el objetivo de este
tratamiento es reducir la tension superficial del agua contenida a cero, de este modo se
evita el colapso de las estructuras durante el secado. Ademas se incorpord un programa
de deshidratacion estandar en frio, utilizando etanol en concentraciones crecientes como

fluido intermedio®®.
Este tratamiento se identificé como tratamiento 1 (T1) y se detalla a continuacion:
Tratamiento 1 (T1):

i.  Seleccion de perlas de alginato de calcio-mucilago de chia:

Del sistema de réplicas (A, B, C, D, y E) se tomaron 50 perlas de cada uno y se colocaron
en tubos falcon, como se muestra en la Figura 17:

Perlas de Alginato- Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
mucilago de chia en wpx R e “ryn wpn
‘solucionde CaCl2 2% ® & g C R E

T,

50 50 50 50 50

perlas perlas perlas perlas perlaf
ST AS ‘T, B T, C" “T, D" S E

Figura 17. Seleccion de particulas para la aplicacion del tratamiento 1 (T1)

ii. Lavado:

A las perlas contenidas en los tubos falcon se les afiadié 2mL de agua destilada y se
dejaron en estado reposo por 5 min a temperatura ambiente, luego con una pipeta pasteur

se retiro el agua. Este paso se realizo por triplicado.
iii.  Secado de punto critico (CPD):

Una muestra generalmente se procesa a través de concentraciones variables con un
liquido de deshidratacion, que culmina en el reemplazo completo del agua con este
liquido intermedio. Debido a que tiene una tensién superficial baja, es menos probable
que la muestra experimente dafios debido a la evaporacién mientras se transfiere a la
camara, ademas de ser miscible con CO 2 (el fluido de transicion) garantiza condiciones
satisfactorias después del lavado para que comience el proceso de CPD®.
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Entonces el secado de puntos criticos se realiza en dos etapas:
e Deshidratacion con el fluido intermedio o etapa intermedia:

Entonces después del tercer lavado se retir6 el agua con una micropipeta, y se continud
con un programa de deshidratacién en gradiente de etanol frio dejando en reposo a 4 °C

por 10 min, utilizando 2mL de solucién como se indica a continuacion®.

a) 30% etanol frio por 10 min a 4°C
b) 40% etanol frio por 10 min a 4°C
c) 50% etanol frio por 10 min a 4°C
d) 60% etanol frio por 10 min a 4°C
e) 70% etanol frio por 10 min a 4°C
f) 80% etanol frio por 10 min a 4°C
g) 90% etanol frio por 10 min a 4°C
h) 100% etanol frio por 10 min a 4°C (por triplicado).

Terminado el proceso de deshidratacion se seleccionaron muestras para el segundo

analisis de imagen, el cual se describe mas adelante en el item I. inciso B).
e Secado o etapa de transicion:

De las perlas contenidas en etanol al 100% y 4°C se tomaron 3 perlas por cada repeticion
y se introdujeron en una bolsa hecha de papel china rotulada, después se colocaron dentro

de la camara del secador de punto critico; y se continud con el siguiente proceso®:

v Se colocaron las muestras dentro de la camara de CPD.

4 Se llen6 la cdmara con etanol hasta cubrir las muestras y se enrosco
la tapa de la cdmara.

v Se abrid la llave de suministro de gas para enfriar la camara hasta
la licuefaccion del CO2 (4 °C — 6 °C) con flujo lento.

4 Una vez alcanzada la temperatura se abrié la valvula de llenado de
camara para mezclar las muestras con CO; liquido; se suministrd
CO; hasta que el manémetro marque 300 psi, luego se cerro la
valvula y se incubé por 10 min. En este tiempo ambos liquidos se
mezclaron.

v La temperatura se mantuvo entre (4 °C — 6 °C) durante todo el

proceso.
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4 Se evacud una parte del etanol lentamente de la cAmara de muestra,
ya que se encuentra mezclado con CO., nuevamente se inyecto CO>
liquido hasta los 600 psi y se dej6 incubar por 10 min. Este paso se
realizé por cuadruplicado.

v Una vez que todo el etanol fue eliminado de la camara, se encendio
la temperatura para calentar la camara de las muestras hasta
alcanzar las condiciones de punto critico del CO>, es decir, 34 °C
y 1200 psi, cuando se alcanzd estas condiciones se apagd la
temperatura y se incubo por 5 min.

v Pasado los 5 min se abrio lentamente la valvula de salida para el
gas y se evacuo el CO, la presion fue disminuyendo lentamente
hasta que en el mandémetro llegue a los 0 psi, se abrio la camara y
se pudo retirar las bolsas secas con mucho cuidado utilizando
pinzas.

El proceso de secado dur6 4 horas.

Terminado el proceso de secado de punto critico se seleccionaron muestras para el tercer

analisis de imagen, el cual se describe mas adelante en el item I. inciso C).
iv.  Recubrimiento:

Previamente a este proceso se fijo una cinta conductora de cobre de doble cara sobre un

portamuestra y se retird la capa protectora para fijar las muestras secas.

Las perlas secas se retiraron cuidadosamente de las bolsas de papel china y con unas
pinzas de pléstico se distribuyeron cuidadosamente sobre la cinta conductora, el
portamuestra se introdujo en el equipo de pulverizacion al vacio (Equipo "Sputter/Carbon
Coaters" modelo 12157-AB), las condiciones para el recubrimiento fueron 50 segundos

a presion de 5 x 10! bar con atmosfera de argon®.

2.6.2.2. Meétodos de preparacion fisica-quimica tradicionales para la

observacién de muestras con alto contenido de agua en MEB.

Las metodologias fisica-quimicas tradicionales utilizadas para la preparacion de perlas de
alginato de calcio-mucilago de Salvia Hispanica L. (chia) incorporan el uso de fijadores
quimicos antes de un CPD, estos se establecieron de acuerdo a la naturaleza de la muestra

y se escogieron protocolos en los cuales se propone el uso de colorantes cationicos para

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



https://www.2spi.com/item/12157-AB/

REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

la identificacion de polimeros anidnicos, uso de agentes reticulantes que estabilizan o
crean nuevos entrecruzamientos de cadenas poliméricas como el N,N
diciclohexilcarbodiimida o el &cido tanico que permite incrementar la cantidad de
electrones secundarios en las muestras con el fin de obtener mayor contraste en las
microfotografias; estos protocolos también permitieron fijar las condiciones del MEB
tales como aceleracion de voltaje, distancia de trabajo y el tipo de detector(!235354)
teniendo en cuenta estas referencias se establecieron las condiciones de las metodologias
fisica-quimicas tradicionales y se identificaron como tratamiento 2 (T2), 3 (T3) y 4 (T4);

los cuales se detallan a continuacion:
Tratamiento 2 (T2):

i.  Seleccion de perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica
L. (chia):

Se tomaron 50 perlas de cada repeticion y se colocaron en tubos falcon como se muestra

en la Figura 18:

Perlas de  Alginato-
mucilago de chia en

solucion de CaCl2 2%

Figura 18. Seleccién de perlas para la aplicacion del tratamiento 2 (T2)

ii. Lavado:

Las particulas contenidas en los tubos falcon se lavaron siguiendo el mismo método que
el tratamiento 1 inciso ii).
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iii.  Fijacion primaria
Después del tercer lavado se retiro el agua con una pipeta pasteur con mucho cuidado y

se afladio por las paredes del tubo falcon 2mL de la solucion fijadora, se mezclo, se

recubrié con papel aluminio y se dejé en reposo durante 2 hora a temperatura ambiente.

Una solucién fijadora se prepard6 mezclando N,N'-Diciclohexilcarbodiimida 2.5% en
buffer de cacodilato de sodio 0.2 M pH 7 a 40°C, una vez disuelto se bajo la temperatura
a 20°C para afadir la L-lisina 75 mM, se ajustd el pH a 7 con HCI 0.5 M vy luego se
incorpord azul de alcian 0.075%. La concentracion final del buffer fue 0.1M.

Posteriormente se retiro la solucion fijadora primaria y se procedié con el lavado, el cual
se realizd como se indica en el tratamiento 1 inciso ii). Luego las perlas continuaron con
los procesos de deshidratacion, secado, montaje, recubrimiento con oro y la seleccion de

muestras para el segundo y tercer analisis de imagen como se detalla en T1?.
Tratamiento 3 (T3):

. Seleccion de perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispéanica L.
(chia):

Se tomaron 60 perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia) de cada

repeticion y se colocaron en tubos falcon como se muestra en la Figura 19:

Perlas de  Alginato-
mucilago de chia en
solucion de CaCl2 2%

Figura 19. Seleccién de perlas para la aplicacion del tratamiento 3 (T3)

El procedimiento de lavado y fijacion primaria se realizé de acuerdo con lo descrito en el

tratamiento 2 hasta el inciso iv).
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ii. Fijacion secundaria:

A las perlas contenidas en los tubos falcon se les retir6 el agua del ultimo lavado, dentro
de una campana de extraccion, se les afiadio 1mL de la solucion fijadora secundaria, se

colocaron las tapas a cada tubo y se dejo en estado de reposo por 30min.

La solucion fijadora secundaria se prepard con tetradxido de osmio al 1% en tampon

cacodilato de sodio 0.1 M y pH 7 con cuidado y dentro de una campana de extraccion®.

Posteriormente se retir6 la solucion fijadora y se afiadio 2mL de agua destilada para el
lavado, como se describe en el tratamiento 1, inciso ii). Luego las perlas continuaron con
los procesos de deshidratacion, secado, montaje, recubrimiento con oro y la seleccion de

muestras para el segundo y tercer analisis de imagen como se detalla en T.
Tratamiento 4 (Ta4):

i. Seleccidn de perlas de alginato de calcio - mucilago de Salvia hispénica L.
(chia):

Se tomaron 60 perlas de cada repeticion y se colocaron en tubos falcon como se muestra
en la Figura 20:

Perlas de  Alginato-
mucilago de chia en

solucionde CaCl2 2%

Figura 20. Seleccion de perlas para la aplicacion del tratamiento 4 (T4)

Las perlas continuaron con los procesos de lavado, fijacion primaria/lavado, fijacion
secundaria/lavado como se detalla en Ts.
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ii. Tincion:
A las perlas contenidas en los tubos falcon se les retir6 el agua del ultimo lavado y se les

afiadié una solucion de acido tanico al 1% en cacodilato de sodio trihidratado 0.1M, se

agito y se dejé en reposo durante una hora.

Al finalizar la tincion se retird la solucion con mucho cuidado y se procedio con el lavado
como se detalla en el tratamiento 1 (Ty) inciso ii). Luego las perlas continuaron con los
procesos de deshidratacion, secado, montaje, recubrimiento con oro y la seleccion de
muestras para el segundo y tercer analisis de imagen como se detalla en T1°3.

2.6.2.3.  Meétodo de preparacion quimica utilizando un liquido i6nicos para

la observacién de muestras con alto contenido de agua en MEB:

En esta metodologia para la preparacion de perlas de alginato de calcio-mucilago de chia
se considerd la forma de secado segun lo reportado por otros autores’® y se continué con

las indicaciones para el correcto uso del liquido iénico. El cual se detalla a continuacion:
i.  Seleccion de perlas:

Se tomaron 50 perlas y se colocaron en tubos falcon como se muestra en la Figura 21:

Perlas de  Alginato- Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
mucilago de chia en =A% g “cr “D” £

solucionde CaCl2 2%

Figura 21. Seleccién de perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia) para la
aplicacidn de liquidos i6nicos (Ts).

ii. Lavado:
A las perlas contenidas en el tubo falcon se les afiadié 2mL de agua destilada y se dejo en
estado de reposo por 5 min a temperatura ambiente, posteriormente se retir6 el agua con
una pipeta pasteur. Este paso se realizo por triplicado.
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iii.  Secado por absorcion:

Después del tercer lavado se seleccionaron 3 perlas por cada repeticion y se colocaron
sobre parafilm, se elimino el exceso de agua por capilaridad con una pipeta pasteur y por

absorcion utilizando papel kimwipe®,
iv.  Inmersion de las perlas de alginato de calcio-mucilago de chia:

Al finalizar el secado se tomaron 100 uL de acetato de 1-etil-3-metilimidazolio con una
micropipeta de liquidos viscosos, se cubrieron las perlas y se dejé en estado de reposo
por 5 min. Luego se seleccionaron algunas perlas para realizar el segundo analisis de

imagen como se describe mas adelante en el item 1. inciso B).
v.  Secado por absorcion:

Después de los 5 min se elimind el exceso de liquido idnico por capilaridad con una pipeta
pasteur y secado por absorcion utilizando kimwipes®. Luego se seleccionaron algunas
perlas para realizar el tercer analisis de imagen como se describe mas adelante en el item

. inciso C).
vi. Montaje:

Sobre un portamuestras se colocd la cinta conductora de doble cara de cobre, las 3 perlas
secas se montaron con mucho cuidado sobre la cinta para que queden fijas. De tal forma
que éstas quedaran listas para introducirlas en el MEB?.

2.6.3. Establecimiento en las diferencias entre los métodos de preparacion
de muestras con tratamientos tradicionales (fisicos y fisico-quimicos)
y quimicos (liqguido ionico) que se observan por microscopia

electronica de barrido a través de un analisis cualitativo:

Las perlas fijadas en los portamuestras y preparadas con los tratamientos tradicionales se
introdujeron en un microscopio electronico de barrido JSM-7800 Schottky Field

Emission Scanning Electron Microscope.

Entonces el portamuestra con las perlas recubiertas con oro se introdujo primero en una
precamara de intercambio, ya que la cdmara principal o de analisis se encuentra en alto
vacio, esta precamara se abri6 introduciendo una corriente de nitr6geno, a continuacion
se cerr6 la camara de intercambio y se volvio a hacer vacio en la misma, cuando se

equilibré el vacio en ambas camaras se introdujo el portamuestra en la cAmara de analisis.
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Una vez que se alcanz6 alto vacio se encendio el filamento y se establecieron los
parametros del equipo como aceleracion de voltaje (15 V), distancia de trabajo (Z=30
mm) y se programd el uso del detector de electrones secundarios. Estos pardmetros se

establecieron mediante pruebas preliminares.

Para las perlas tratadas con el liquido iénico, el portamuestra se introdujo en la camara de
vacio del microscopio electrénico de barrido (Jeol Mod. JSM-5800 LV), se esper6 hasta
que alcance el alto vacio, luego se establecieron los mismos parametros del microscopio

con las perlas con tratamientos tradicionales.

Se utilizaron dos equipos diferentes debido a que el microscopio electrénico de barrido
(Jeol Mod. JSM-5800 LV) no estuvo disponible debido a fallas técnicas por lo cual se
tomd la decision de trabajar con el microscopio electronico de barrido JSM-7800
Schottky Field Emission Scanning Electron Microscope.

Se tomaron 15 microfotografias con magnificaciones de 40X y otras a 200X, 500X y
1000X para observar la estructura completa de las perlas y la diferencia entre los métodos
de preparacion de muestras con tratamientos tradicionales (fisicos y fisico-quimicos) y

quimicos (liquido ionico) a través de un analisis cualitativo.

2.6.4. Comparar el efecto de los métodos de preparacion utilizando el
liquido ionico y los tratamientos tradicionales sobre las caracteristicas
morfométricas iniciales y de textura dentro del microscopio

electronico de barrido a partir de un cuarto analisis de imagen.

De las 15 microfotografias de las perlas tomadas a 40X se realiz6 el cuarto andlisis de
imagen como se describe mas adelante en el item | inciso D). el cual fue para evaluar el
efecto de los tratamientos sobre las caracteristicas morfométricas iniciales dentro de los
microscopios. Asi mismo se tomaron 15 microfotografias a 500X para evaluar el efecto
de los tratamientos sobre las caracteristicas de textura de las perlas.

I.  Descripcion de los analisis de iméagenes respectivos:

Para monitorear el efecto de los tratamientos sobre las perlas se realizaron 4 analisis de
imagen. A continuacion la Figura 22 y la Figura 23 muestran un resumen de los
tratamientos tradicionales y del liquido idnico respectivamente indicando los puntos

donde se efectuaron los analisis de imagen (puntos marcados con asteriscos):
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Figura 22. Preparacion de las perlas con métodos tradicionales
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Figura 23. Secuencia de preparacion de perlas con el método de liquido i6nico.

A. Primer andlisis de imagen:

En este punto se determind las caracteristicas morfométricas iniciales de las perlas de
alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (Chia) mediante un analisis de imagen,
el cual se detalla a continuacion®:
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i Seleccion de las muestras:

Se aislaron 50 perlas por cada repeticion y se colocaron en placas Petri con 20 mL de
agua destilada, la Figura 24 muestra la seleccion de perlas para la obtencién de las

caracteristicas morfométricas iniciales (To):

Grupo
IEI

Perlas de  Alginato-
“mucilago de chia en
‘solucionde CaClI2 2%

Figura 24. Seleccion de perlas sin tratamiento (To) para su respectivo analisis de imagen.

ii. Obtencion de imagenes:

Las placas se colocaron dentro del escaner (HP Scanjet G3010) junto con una regla
metélica de 20 cm para fijar la escala, las imagenes se adquirieron a una resolucion de

2400ppp Y se guardaron en formato JPEG™.

iii. Procedimiento para el analisis de imagen de las caracteristicas

morfométricas:

Las imagenes obtenidas se cambiaron a escala de grises (8 bits) utilizando el software
ImageJ (National Institutes Health, Bethesda, Md, EE. UU.), luego se ajust6 la imagen
con la herramienta Umbral para obtener un histograma, el cual nos muestras las imagenes
segmentadas a escala de grises en caracteristicas de interés y fondo. Se ajusto el valor
maximo y minimo hasta obtener la forma de las perlas originales, luego se establecid los
pixeles del umbral en negro y todos los demas pixeles en blanco, como se muestra en la

siguiente Figura 25:
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Figura 25: Ajuste del umbral de imagen con el software ImageJ.
Una vez obtenido el umbral en negro se procedi6 a fijar la escala utilizando la regla como
distancia conocida, resultando un valor de 94.4 pixels/mm de manera que se obtuvieron

las medidas en unidades milimétricas.

Luego con la herramienta “limpiar” se elimino todo el fondo, hasta quedarse solo con las
perlas. Se procedi6 a utilizar nuevamente la herramienta de umbral, luego en el menu de
analisis se seleccionaron las siguientes herramientas para determinar las caracteristicas
morfometricas, estas fueron didmetro de Féret (mm), relacion de aspecto (AR) y factores

de forma (circularidad).

Por ultimo se utilizé la herramienta de analizador de particulas con las que se obtuvieron

los valores de estas caracteristicas morfométricas iniciales®®.
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B. Segundo analisis de imagen:

En este punto se compard el efecto de los tratamientos tradicionales y la aplicacién del
liquido idnico durante la preparacion de las perlas sobre sus caracteristicas morfométricas

iniciales por primera vez, la cual se detalla a continuacion:
I. Seleccion de muestras:

En el dltimo punto de deshidratacion con etanol al 100%, para los tratamientos
tradicionales, se aislaron 10 perlas por cada repeticion y se colocaron en placas Petri con
20 mL de etanol frio 96%.

En el caso de las perlas con tratamiento de liquido ionico, después de su inmersién se

tomaron 2 perlas por cada repeticion y colocaron en una placa Petri.

La obtencion de imégenes y el procedimiento para el andlisis de imagen de las
caracteristicas morfométricas se realizd6 como se describe en A inciso ii) vy iii)

respectivamente.

Para comparar el efecto de los tratamientos sobre las caracteristicas morfométricas en este
punto se realiz6 un analisis estadistico con los valores obtenidos por el analisis de imagen;

como se detalla a continuacion:

ii. Andlisis estadistico:
a. Analisis estadistico:

Los datos cuantitativos obtenidos por el analisis de imagen serdn procesados por el
programa estadistico Sigma Plot 14.0 para Windows, el cual es un paquete de gréaficos y
visualizacion, con funcionalidades de anélisis estadistico, que permite exportar los
graficos generados a Excel y PowerPoint. Este programa permite realizar el analisis de
varianza 0 ANOVA (por sus siglas en ingles) para comparar y observar las diferencias

significativas entre distintos tratamientos®.

Entonces los valores obtenidos por el analisis de imagen se ordenaron por tratamientos y
caracteristica morfométrica, posteriormente estos valores se analizaron con el programa
Sigma Plot 14.0 con el cual se corrié un analisis de varianza (ANOVA), este permitio
comparar el efecto de cada tratamiento sobre las caracteristicas morfométricas iniciales

de las perlas e identificar la diferencia significativa entre cada uno (P<0.05)%.
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C. Tercer analisis de imagen:

En este punto se comparo el efecto de los tratamientos tradicionales y liquido i6nico sobre
las caracteristicas morfométricas iniciales de las perlas durante la preparacién por

segunda vez, la cual se detalla a continuacion:
I. Seleccion de muestras:

Al finalizar el secado de punto critico, en el caso de los tratamientos tradicionales, se
aislaron 10 perlas de cada tratamiento y se colocaron en placas Petri.

En el caso de las perlas con tratamiento de liquido i6nico, después del secado por

absorcidn se tomaron 2 perlas por cada repeticion y se colocaron en una placa Petri.

La obtencion de iméagenes y el procedimiento para el andlisis de imagen de las
caracteristicas morfométricas se realizaron como se describe en el punto A inciso ii) y iii)

respectivamente y el analisis estadistico como se puntualiza en B inciso ii).
D. Cuarto analisis de imagen:

Este cuarto analisis se realizo para precisar la diferencia entre los métodos de preparacion
de muestras con tratamientos tradicionales (fisicos y fisico-quimicos) y quimicos (liquido
i6nico) que se observan por microscopia electronica de barrido, y para determinar el
efecto del uso de liquido i6nico sobre las caracteristicas morfométricas iniciales y
superficiales dentro del MEB.

i Seleccion de muestras:

Este analisis se realizo a partir de las perlas que se introdujeron en los respectivos MEB;
Microscopio electronico de barrido de emision de campo Schottky (JSM-7800F) para las
perlas con tratamientos tradicionales y (Jeol Mod. JSSM-5800 LV) para el tratamiento con
liquido idnico.

ii. Obtencidn de imagenes:

Se tomaron 15 microfotografias de cada tratamiento con aumentos de 40X y 15 KV,
también se tomaron microfotografias a mayores aumentos para observar con mas detalle

la superficie de las perlas.
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iii. Procedimiento para el analisis de imagen:

A las microfotografias obtenidas a 40X se les realizaron dos tipos de analisis de imagen;
uno para obtener el efecto de los tratamientos sobre las caracteristicas morfométricas y el
segundo para observar el efecto sobre las caracteristicas topogréaficas o superficiales de
las perlas, a traves de un analisis de textura.

El procedimiento para obtener las caracteristicas morfométricas, se realiz6 como se
describe en el punto A inciso ii), pero se modificé la escala ya que se utilizé la medida de
la barra que aparece en cada microfotografia; en el caso de las microfotografias obtenidas
con el microscopio (JSM-7800F) la escala fue de 440 pixels/mm y las microfotografias
obtenidas con el (Jeol Mod. JSM-5800 LV) fue 470 pixels/mm. Las caracteristicas
morfométricas que se seleccionaron fueron area (mm?), diametro de Féret maximo (mm),

relacion de aspecto (AR) y factores de forma (circularidad)*’.

El procedimiento para obtener las caracteristicas de textura o superficiales a partir de las
microfotografias, se determind con el complemento GLCM version 0.4 del programa
ImageJ ya que este calcula las caracteristicas de textura establecidas en matrices de
coincidencia de nivel de gris. Para este analisis primero se capturd una region de interés
(FOV), el cual representa el 50 % del area central de cada perla, luego se ajusté el FOV
a escala de grises (8 bits), después se seleccionaron los parametros del complemento
GLCM, los cuales analizaron la textura de la imagen estudiando la dependencia espacial
de los valores de pixeles representados por una matriz de coincidencia P, 6 con la entrada
P «,0) (I, J) siendo la frecuencia o distancia relativa para dos pixeles (d) separados en la

direccion (0) para tener valores I y J respectivamente.

Estos parametros se midieron a una distancia (d) igual a 1, el angulo de desplazamiento
(0) igual a 0° vy se activaron los pardmetros de momento de diferencia inversa
(homogeneidad) y entropia, la primera mide la homogeneidad local de pixeles en la
imagen y es lo opuesto a la entropia, por ejemplo a valores altos de homogeneidad se
tiene una superficie homogénea mientras que en la entropia a valores altos indican que se
estd frente a una superficie rugosa por su distribucién irregular de pixeles en la

imagen®®0,
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iv. Analisis estadistico:

El analisis estadistico se realizé como se describe en el punto B inciso ii). Tanto para el
analisis de las caracteristicas morfométricas como para las caracteristicas de textura o

superficiales®®.
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSION:

3.1.  Obtencion de perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L.
(chia), como muestra bioldgica de alta humedad y la determinacion de las
caracteristicas morfomeétricas iniciales a través del primer analisis de

imagen.

Se obtuvieron perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (Chia)

homogéneas con las siguientes caracteristicas morfométricas iniciales:

Tabla 3: Caracteristicas morfométricas iniciales de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia
hispanica L. (Chia).

Diametro de feret maximo  Relacion de aspecto  Circularidad

3.29 mm + 0.05 1.25 +0.02 0.82 +£0.01

Estas caracteristicas morfométricas iniciales que se observan en la Tabla 3 se obtuvieron
de 5 repeticiones (A, B, C, D y E) con por lo menos 50 objetos por repeticién, estas
presentaron un diametro de Feret maximo de 3.29 mm % 0.05, una relacion de aspecto de
1.25+0.02 y la circularidad fue 0.82 + 0.01, el diametro de Feret indica el tamafio inicial
de las perlas, la relacion de aspecto muestra que el diametro de Feret maximo es 1.25 +
0.02 veces més que el diametro de Feret menor, por lo tanto la forma inicial de las perlas
no es circular como se esperaba, esto coincide con el factor de forma que result6 0.82 +
0.01, la circularidad es un parametro de factor de forma (SF, por sus siglas en inglés)
donde un circulo perfecto tiene un SF de 1.0 y una linea tiene un SF cercano a cero. Por
lo tanto la metodologia para la obtencion de perlas utilizando la bomba de jeringa a

presion, flujo y distancia de trabajo constante permitio obtener muestras homogéneas.

Por otro lado en las imégenes de las perlas sin tratamiento To obtenidas utilizando el
escaner, también se pudo observar que el mucilago de Salvia hispanica L. (Chia) se

distribuye de forma no homogénea en cada perla, como se muestra en la Figura 26:
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Figura 26. Distribucién del mucilago de chia delimitada con circulos rojos en cada perla reticulada con
iones calcio.

Esta distribucién no homogeénea del mucilago en las perlas estaria provocando un cambio
considerable en la forma de cada perla, esta misma distribucion afecta la deformacion de
la gota al desprenderse de la aguja, esto puede estar relacionado con la alta viscosidad y
microestructura que presenta el mucilago. Refiriéndose a la microestructura se han
identificado moléculas con hidrocarburos insaturados que podrian ser lipidos y otros
polisacéridos como la D-Xilosa, D-Manosa, D-Arabinosa, D-Glucosa*®, se propone que
por sus estructuras no estarian formando parte de la red polimérica reticulada con el calcio
por lo que se distribuyen de forma diferente. Pero otros polisacaridos identificados como
acido glucoronico y é&cido galacturénico del mucilago de Salvia hispanica L. (chia), que
por su estructura quimica se podrian estar uniendo a los mondémeros de los &cidos

urénicos del alginato para formar parte de la red polimérica que interacciona con el calcio.

Otro factor que podria estar afectando la forma de las perlas es el tamafio de la particula
del polvo fino del mucilago de Salvia hispanica (chia), ya que se observo que al momento
de mezclar la solucion de alginato y la solucion de mucilago este Gltimo no se
homogenizaba del todo y cuando se dejaba de agitar estas particulas precipitaban y otras
pocas quedaban en suspension, por lo cual se sugiere que se trabaje con una polvo mas
fino para que se llegue a homogenizar del todo con el alginato o filtrar la solucién y asi

también obtener perlas con mejores propiedades.

A través de la imagen en la Figura 26 también se pudo observar que los polisacaridos se

mantienen en su forma hidratada o estado semisoélido, lo cual la asemeja a la sustancia
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polimérica extracelular (EPS) de los microorganismos en donde el agua, como
componente principal, ocupa el 97% de la red polimérica, considerandose asi a las perlas
de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispénica (chia) como una muestra bioldgica de
alta humedad y por lo tanto un medio de inmovilizacion como los EPS el cual en dicha

red quedan atrapadas células, iones y productos solubles de baja y alta masa molecular®,

Esta observacion proporciono la informacion necesaria sobre la naturaleza de las perlas,
de manera que se pudo establecer los métodos de preparacion de las muestras para

observarlas en un microscopio electronico de barrido.

3.2.  Comparacion del efecto de los métodos de preparacion en la observacion
de muestras con alto contenido de agua utilizando tratamientos
tradicionales y un liquido i6nico por microscopia electrénica de barrido
a partir del segundo y tercer analisis de imagenes sobre las caracteristicas
morfométricas iniciales de las perlas de alginato de calcio-mucilago de
Salvia hispéanica (Chia) durante la preparacion de muestras:

3.2.1. Segundo anélisis de imagen:

Se presentan los resultados del segundo anélisis de imagen que muestran el promedio y
coeficiente de variacion de 5 repeticiones por tratamiento con por lo menos 10 objetos
por repeticion. Letras iguales en cada barra de los graficos de la Figura 27 significa que

no hay diferencia significativa entre tratamientos (P<0.05):

En las tablas 4, 5, y 6 y en la figura 27 con los Graficos i), ii) y iii), se muestran la
comparacion del efecto de la deshidratacion en gradiente de etanol frio (T1) con el efecto
de la aplicacion de fijadores quimicos seguido de la deshidratacion (T2, Ty T4) y el uso
de liquido i6nico (Ts), sobre el didmetro de Féret, la relacion de aspecto y la circularidad
inicial (To), donde se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas de (P =
<0.001), (P =0.001) y (P = 0.003) respectivamente. Los datos completos del ANOVA se
muestran en el ANEXO 2 inciso A).

Es importante resaltar que para los tratamientos fisico-quimicos, se evalu6 el efecto de
los fijadores quimicos después de la deshidratacion porque en pruebas previas se observo
que las perlas se disgregaban luego de la aplicacion de tetroxido de osmio y acido tanico
de los tratamientos Tz y T4 respectivamente, esto sucedia al extraer las muestras para el
analisis de imagen. En el caso de T2 no se observo este inconveniente ya que estas perlas

presentaron mayor dureza después de su fijacion.
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Tabla 4 Diametro de feret maximo (mm) del Segundo anélisis de imagen

Segundo andlisis de imagen
Diametro de feret maximo

Tratamiento (mm)
TO Final
T1 3.29 £0.05 297 £0.12
T2 3.29 £0.05 3.29 +£0.08
T3 3.29 £0.05 3.29+£0.13
T4 3.29 £0.05 3.86 £0.18
T5 3.29 +£0.05 3.00 £0.19

Tabla 5 Relacion de aspecto del Segundo analisis de imagen

Segundo analisis de imagen

Tratamiento

Relacion de aspecto

TO Final
Tl 1.25+0.02 1.23+£0.04
T2 1.25 +0.02 1.30 £ 0.06
T3 1.25 +0.02 1.33+£0.03
T4 1.25+0.02 1.30 £0.03
T5 1.25+£0.02 1.25+0.14

Tabla 6 Circularidad del Segundo andlisis de imagen

Segundo andlisis de imagen

) Circularidad
Tratamiento ]
TO Final
T1 0.82+0.01 0.79+£0.05
T2 0.82+0.01 0.77 £0.02
T3 0.82+0.01 0.72 +0.05
T4 0.82+0.01 0.75+0.04
T5 0.82+0.01 0.80 £0.05
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Figura 27. Gréficos del segundo analisis de imagen i) Diametro de Féret, ii) relacién de aspecto v iii)

circularidad.

En la tabla 4 y en el Gréfico i) (ver Figura 27), se observa que la deshidratacién en

gradiente de etanol frio (T1) y la aplicacion del liquido ionico (Ts) reducen el didmetro de
Feret inicial (To) de 3.29 £ 0.05 mm a2.97 £ 0.12 mm y 3.00 + 0.19 mm respectivamente,

entre ambos tratamientos no se observa diferencia significativa, en cuanto a T1, esta

disminucion podria estar atribuida a la reduccion de la fuerte tensién superficial del agua

en la muestra por el etanol, ya que este debilita los enlaces puente de hidrégeno del agua,

afectando el tamafio de las perlas®. En el caso de Ts se conoce que el acetato de 1etil 3

metil imidazolio es hidrofilico y se une con moléculas de agua a través de enlaces puente

de hidrégeno, como lo propone Brehm et al. 2012°7 y es el anidn acetato que se encarga

de formar esta interaccion, como se muestra en la Figura 28, debilitando los enlaces

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

puente de hidrégeno del agua, disminuyendo asi la tension superficial y por consecuencia

el tamafio de las perlas al igual que el etanol.
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Figura 28. Interaccion del acetato de letil 3 metil imidazolio con el agua®.
En cuanto a las perlas con T2 y Tz no se observo una disminucion en sus didmetros
iniciales a comparacion de los otros tratamientos, sus valores fueron 3.29 + 0.08 mm y
3.48 £ 0.13 mm respectivamente, asi mismo no hubo diferencia significativa entre sus
didmetros con las de To, estos resultados sugieren que la aplicacion de la solucion fijadora
primaria de T> y secundaria en T3 mantienen el didmetro de las muestras, esto podria
atribuirse a la incorporacion de los agentes reticulantes como: el DCC, la L-lisina y azul
de alcian en la solucion fijadora primaria y el tetroxido de osmio, en la solucion fijadora
secundaria. La combinacion de L-lisina, azul de alcian y glutaraldehido se ha demostrado
que estabilizan polisacaridos extracelulares aniénicos fibrosos de tres especies de
Staphilococcus para microscopia electronica de transmision?. Debido a que el
glutaraldehido tiene una baja afinidad por los polisacaridos se reemplaz6 por N, N-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), el cual se ha propuesto como agente reticulante porque
entrelaza los grupos carboxilo presentes en polisacaridos®. Por otro lado, el DCC se usa
ampliamente como un agente de condensacién eficaz para la aglomeracion directa de
acidos carboxilicos con aminas y alcoholes para dar facilmente amidas y ésteres
respectivamente®’. Ademas, el DCC también se utilizo como agente de condensacion en
la sintesis de péptidos y ha sido el reactivo mas importante para la activacion y
acoplamiento desde entonces, esta carbodiimida reacciona con los acil aminoacidos para
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dar anhidridos simétricos, ésteres activados o actuar directamente como un agente
acoplante. En cualquier caso el primer evento de la activacion es la formacién de una O-

acilurea, la cual es muy reactiva®®.

Se conoce también que los ésteres activados de la O-Acilurea reaccionan facilmente con
una variedad de polimeros funcionales que tienen grupos hidroxilo o amino terminales .
En el caso de la estructura del alginato de calcio presentan abundantes grupos hidroxilo.
Por otro lado, un espectro Raman revel6 la presencia de grupos funcionales como
hidroxilo en mucilago de Salvia hispanica L. (Chia) pertenecientes a polisacaridos tales

como glucomanano, xilanos y arabinoxilanos entre otros*’.

Por lo descrito anteriormente se propone que la lisina activd al DCC para formar O-
Acilurea en la solucion fijadora primaria, la cual es muy reactiva por su grupo éster
activado, esta molécula interaccionara con los grupos hidroxilo de los acidos urénicos
que forman el polimero para establecer nuevos entrecruzamientos, volviendo la estructura
mas rigida y finalmente resultarian perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia

hispanica (Chia) co-reticulados. Esto se describe en la figura 29.
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Figura 29: Co-reticulacion de los polimeros que forman las perlas alginato de calcio-mucilago de Salvia
hispanica L (Chia).

Ademaés, como el reticulante esta en mayor concentracion en la solucion fijadora primaria
hace que la red del gel sea méas densa, lo que restringe la penetracion de moléculas de
agua en las redes del hidrogel y por lo tanto, disminuye su capacidad de hinchamiento,
esto coincide con lo reportado por Mohan et. al 2007,
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El la figura 29 también se observa que las perlas se tifieron de color azul, esto se dio
porque el azul de alcian (AB, por sus siglas en inglés) actia a través de enlaces
electrostaticos o ionicos con restos de carga negativa, especialmente polisacéridos

complejos?.

Los colorantes cationicos, como el AB, estarian mejorando las interacciones de
reticulacion entre el DCC y la L-lisina con los polimeros anionicos, resultando una
estabilizacion mejorada de todo el complejo y una estructura mas resistente. Este
resultado coincide con lo reportado por Fassel et al. 1993%, donde se determind que la
lisina es capaz de mejorar la interaccion de AB con glutaraldehido en la estabilizacion del
glucocélix de distintas especies de staphilococcus, observandose material fibroso mas
extenso utilizando la combinacion de lisina con AB que con otros colorantes cationico a

través de un microscopio electrénico de transmision.

En el caso del tratamiento 3, en el cual se incorporo el fijador secundario, este contiene
el tetroxido de osmio, oxidante fuerte, se sabe que este reacciona con hidrocarburos
insaturados para fortalecer estas interacciones, en el caso de los grupos funcionales del
mucilago de Salvia hispénica L. (Chia) se ha observado mediante un espectro Raman la
presencia de interacciones de doble enlace entre carbonos*’. Este fuerte oxidante hizo que
las muestras se vuelvan mas sensibles después de su incorporacion, pero no altero el

tamanio de las perlas.

En la tabla 4 y en el Grafico i), también se observa un aumento en el diametro inicial de
las perlas con T4, debido a que las perlas responden a ligeros cambios en su entorno tales
como los componentes quimicos de la solucidn de tincion. Un estudio en el que se evalué
el carécter polianionico de las redes poliméricas del acrilato de sodio sobre hidrogeles de
poli (N-isopropilacrilamida), para que este tenga la capacidad de absorber agua del medio,
afirmaron gue esta respuesta se relaciona con la incorporacion de pequefias cantidades de
unidades i6nicas en las redes poliméricas no idnicas, este es un método empleado para
aumentar la hinchazon y las caracteristicas de respuesta de los hidrogeles®®. Entonces el
incremento en el didmetro de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica
(Chia) seria la consecuencia de la formacién de unidades ionicas en la solucidn de tincién,
el cual contiene el acido tanico y cacodilato de sodio trihidratado; pues el acido tanico es
un polimero compuesto por glucosa y acido galico y este Gltimo es considerado un &cido
fuerte por el valor de su pKa*?, este puede reaccionar con los iones sodio del buffer,

forméandose un polimero con unidades ionicas en la solucion de tincion, proporciondndole
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el caracter polianionico a las cadenas poliméricas de las perlas co-reticuladas provocando
el aumento del didmetro en las perlas por la absorcién de agua. Este mismo efecto de
aumento de didmetro se observo en la fijacion de filamentos de actina donde se utilizo
diferentes soluciones de acido tanico a diferentes concentraciones y cocadilato de sodio
0.1M, las microfotografias obtenidas por microscopia electronica mostraron deformacién
e hinchamiento de los filamentos a comparacion de otros fijadores que contienen aminas

y glutaraldehido?L.

La incorporacién de acido tanico protege a las muestras del efecto oxidante del tetradxido
de osmio?!, tiene la capacidad de unirse a macromoléculas como hidratos de carbono y
proteinas?, también mejora la conductividad de las muestras lo cual serviria para
visualizar detalles topograficos diminutos %, sin la necesidad del pulverizador con oro®;
entonces se podria sugerir el uso de otro buffer para aprovechar las ventajas del acido

tanico en MEB.

En latabla 5y en el Grafico ii) (ver Figura 27), se observa que entre la deshidratacion en
gradiente de etanol frio (T4), la incorporacién de soluciones con fijadores quimicos (T,
T3y T4) y el liquido i6nico (Ts) no hay diferencia significativa con la relacion de aspecto
inicial (To), asi mismo los valores obtenidos fueron 1.23 £ 0.04, 1.30 + 0.06, 1.33 + 0.03,
1.30+0.03,1.25+0.14 para T1, T2, T3, T4y Tsrespectivamente. Entonces no hay cambios
en la relacién de aspecto inicial de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia
hispanica L. (Chia) por los tratamientos, estos resultados también indican que las perlas
que han aumentado o disminuido de tamafo lo han hecho de forma proporcional sin

alterar la relacion entre sus didmetros iniciales.

En la tabla 6 y en el Grafico iii) (ver Figura 27), se comparan los efectos en el factor de
forma de circularidad inicial (To) por Ty, T2, T3, T4y Ts; se observa que solo Tz altera la
circularidad inicial de las muestras porque hubo diferencia significativa en donde el valor
inicial del factor de forma varié de 0.82 + 0.01 a 0.72 + 0.05. Esto podria atribuirse al
fuerte efecto oxidante del tetroxido de osmio, ya que se observé que después de la fijacion
secundaria, las muestran resultaban mas fragiles por lo que se tuvo que realizar los
lavados y deshidratacion con mucho cuidado para no alterar la forma de las perlas por
causas mecanicas. Se esperaria que las perlas tratadas con acido tanico (T4) resultaran
también con cambios en su circularidad, ya que a estas también se les someti6 a una
fijacion secundaria previamente, pero segun la grafica nos dice que no existe diferencia

significativa entre T4 y To por lo que el &cido tanico estaria estabilizando la muestra a
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nivel del entrecruzamiento de los polimeros ya que también tiene efecto reticulante®®. Con
esta observacion se podria decir que las perlas no se deforman por el entrecruzamiento

entre los polimeros.

Por otro lado los valores del factor de forma con los otros tratamientos fueron 0.77 + 0.02,
0.72+£0.05,0.75+£0.04 y 0.80 £ 0.05 para Ty, T2, T4y Ts respectivamente, con los cuales

no se observo diferencia significativa con el valor de factor de forma inicial.
3.2.2. Tercer andlisis de imagen:

Se presentan los resultados del tercer analisis de imagen que muestra el promedio y
coeficiente de variacion de 5 repeticiones independientes por tratamiento con por lo
menos 10 objetos por repeticion. Letras iguales en cada barra de los gréficos de la Figura
30 significa que no hay diferencia significativa entre tratamientos (P<0.05):

En las tablas 7, 8 y 9 y en la Figura 30 con los gréaficos i), ii) y iii), muestran la
comparacion del efecto del secado de punto critico (T1, T2, T3y T4) y el secado por
absorcién después de la aplicacion del liquido i6nico (Ts) sobre el didmetro de Feret, la
relacion de aspecto y la circularidad inicial (To), donde se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas de (P = <0.001), (P =0.020) y (P = 0.040) respectivamente
de las perlas. Los datos completos del ANOVA se muestran en el ANEXO 2 inciso B).

Tabla 7 Didmetro de feret maximo (mm) del Tercer analisis de imagen

Tercer analisis de imagen
Diametro de feret maximo

Tratamiento (mm)
T0 Final
T1 3.29+0.05 253 £0.11
T2 3.29 £ 0.05 255%+0.24
T3 3.29+0.05 243+0.11
T4 3.29 £ 0.05 2.63+0.30
T5 3.29 £ 0.05 3.00+0.19
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Tabla 8 Relacion de aspecto del tercer analisis de imagen

Tercer analisis de imagen

Tratamiento

Relacion de aspecto

TO Final
T1 1.25+0.02 1.25+0.14
T2 1.25+0.02 1.19+£0.13
T3 1.25+0.02 1.30+0.12
T4 1.25+0.02 1.42 £0.16
T5 1.25+0.02 1.20 +0.08

Tabla 9 Circularidad del tercer analisis de imagen

Tercer andlisis de imagen

) Circularidad
Tratamiento -
TO Final
T1 0.82+0.01 0.80+0.04
T2 0.82 £0.01 0.82 £ 0.03
T3 0.82+0.01 0.85+0.02
T4 0.82 £0.01 0.82 £0.02
T5 0.82 £0.01 0.80 = 0.04
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Figura 30. Gréficos del tercer andlisis de imagen: i) Didmetro de Feret, ii) relacion de aspecto y iii)
circularidad.

En la tabla 7 y en el Grafico i) (ver Figura 30), se observo que no hay diferencia
significativa entre las perlas que se trataron con el método de secado de punto critico (Ty,
T2, T3y Ta), sin embargo, si existe diferencia significativa entre estos y el diametro de
Feret inicial (To). Los tratamientos T1, T2, Tz y T4 disminuyeron el didmetro inicial de
3.29 £ 0.05 mm a 2.53 £ 0.11 mm, 2.55 £ 0.24 mm, 2.43 £ 0.11 mm y 2.63 + 0.30 mm
respectivamente, representando un promedio de disminucién del 22.93%. Esta
disminucion es debida al alto porcentaje de humedad que tiene la muestra, lo cual hizo
que se extendiera el tiempo de la etapa de transicién del etanol por el CO- liquido, la cual
fue de 4 horas, sin embargo no se logré cambiar todo el fluido intermedio, provocando

esta disminucién cuando se llevo la muestra hasta el punto critico.
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Comparando el secado de los métodos tradicionales con el de liquido idnico se observa
que el didmetro de Feret de estas perlas disminuyen de 3.29 + 0.05 mm a 3.00 £ 0.19 mm.

Pero no hay diferencia significativa entre estos valores.

El secado de punto critico y el de absorcion les proporcionaron las propiedades de
adherencia sobre el portamuestra a las perlas. Lo cual es importante para colocar las

muestras en la camara de vacio del microscopio.

En latabla 8y en el Grafico ii) (ver Figura 30), se observa que entre la relacion de aspecto
de Ty, T2, T3, Tay Tsno hay diferencia significativa con respecto a To, asi mismo los
valores obtenidos fueron 1.25 +0.14, 1.29 £ 0.13, 1.30 £ 0.12, 1.42 £+ 0.16 y 1.20 £ 0.08
respectivamente lo cual indica que si hay una disminucién en sus tamarios, este se da de
forma proporcional, es decir que se mantiene la relacion entre el didmetro mayor y menor

en las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica (chia).

Y en latabla 9 y en el Grafico iii) (ver Figura 30), se observa que todos los tratamientos
mantienen la forma inicial de las perlas, porque no hay diferencia significativa entre los
valores de circularidad de T1, T2, T3, T4y Tscon el valor de la circularidad inicial deTo.
Siendo estos valores 0.8 + 0.04, 0.82 + 0.03, 0.85 £ 0.02, 0.82 + 0.02 y 0.80 = 0.04

respectivamente.

Hasta este punto las muestras preparadas con liquidos idnicos ya tienen las caracteristicas
necesarias para ingresar a la cdmara de vacio del MEB y puedan ser observadas. Debido
a que el acetato de 1 etil-3 metil imidazolio puede enlazarse con el agua a través de un
enlace puente de hidrégeno permitiendo que las perlas permanezcan himedas durante la
observacion en el microscopio electronico de barrido, ya que los liquidos idnicos resisten
la evaporacién incluso en condiciones de alto vacio por su baja presion de vapor. Ademas,
le proporciona una conductividad de 2.5 mSxcm™ a las perlas, por lo que no es necesario
secarlas y recubrirlas como los tratamientos fisicos y fisicoquimicos tradicionales. Es
importante resaltar que la preparacion de las perlas con el liquido idnico se realizé en 7
minutos en total, mientras que con los tratamientos tradicionales hasta este punto llevaron
8 horas de preparacion, a este tiempo se le tiene que agregar el tiempo de montaje y los
50 segundos de recubrimiento para introducirlas finalmente en la camara de alto vacio

del microscopio electronico de barrido.
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3.3.  Establecimientos en las diferencias entre los métodos de preparacion de
muestras con tratamientos tradicionales (fisicos y fisico-quimicos) y
quimicos (liquido i6nico) que se observan por microscopia electronica de

barrido a través de un analisis cualitativo.

En la Figura 31 y en el ANEXO 3 se observan las microfotografias de las perlas de
alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia) con los métodos de preparacién
utilizando tratamientos fisicos (T1), fisico-quimicos (T2, Tz y T4) y liquido idnico (Ts)

obtenidas por microscopia electronica de barrido.

Figura 31. Visualizacion de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia)
preparadas con liquido ionico (Ts) y métodos tradicionales (T1, T2, T3y Ta).
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Las microfotografias de las perlas con tratamientos tradicionales (T1, T2, Tz y Ta4) se
obtuvieron con un Microscopio electronico de barrido de emision de campo Schottky
(JSM-7800F), y las microfotografias de las perlas tratadas con el liquido iénico acetato
de 1 etil-3metil imidazolio, se tomaron con un MEB (Jeol Mod. JSM-5800 LV). Para
todas las microfotografias se utiliz6 un voltaje 15kV, un detector de electrones
secundarios y un aumento de 40X, manteniendo una distancia de trabajo de 30 mm, estos
parametros se observan en la parte inferior de las microfotografias, area conocida como
la huella digital de la imagen, en esta también se muestra una barra la cual se usa para
fijar la escala y determinar las caracteristicas morfométricas de las perlas. En este caso
los microscopios electronicos utilizaban diferente software, por eso las huellas digitales
no son iguales tanto para las microfotografias obtenidas con JSM-7800F como para las
microfotografias tomadas por Jeol Mod. JSM-5800 LV.

Como se observa en la Figura 31, con todos los tratamientos se obtuvo una imagen de las
perlas de Alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (Chia) tridimensional, bien
conservada y claramente enfocada; estas se formaron por la dispersion de electrones
secundarios que abandonaron la parte méas superficial de las muestras generando una
imagen de su morfologia superficial; en el caso de las perlas con tratamientos
tradicionales (T1, T2, Tz y Ta) es la pulverizacion con oro, cuya conductividad es de
4.55x10% mSxcm™?, que aumento la dispersion de electrones, y en el caso de las muestras
tratadas con (Ts) fue el acetato de 1 etil 3 metil imidazolio, cuya capacidad conductora a
temperatura ambiente es mucho menor que la del oro (2.55 mSxcm™). Esto sucedi6
porque la conductividad eléctrica de los liquidos i6nicos aumenta con la temperatura, esta
propiedad esta relacionada con la carga deslocalizada de sus iones, es decir a menor
interaccidn entre estos, mayor serd la conductividad; por lo que se logré observar una

imagen sin acumulacion de cargas eléctricas en la superficie de la muestra®L,

Para estudiar la topografia superficial de muestras con alto contenido de agua, como los
encapsulados, hidrogeles, biopeliculas de microorganismos, etc., manteniendo su calidad,
se han utilizado técnicas como; microscopia electronica de presion variable (VPSEM, por
sus siglas en inglés) y microscopia electrénica ambiental (ESEM, por sus siglas en inglés
436162 |os cuales utilizan vapor de agua en la camara de la muestra para ionizar los
electrones secundarios y aumentar las sefiales para formar una imagen en la pantalla®?, de

modo que no es necesario un pretratamiento,
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En la literatura, las observaciones con MEB se utilizan a menudo para mostrar aspectos
morfologicos generales de las capsulas, como la forma y el tamafio. Hasta ahora solo
perlas observadas con ESEM y VPSEM profundizan en los detalles finos de la rugosidad
de la superficie de la muestra y detalles importantes como porosidades, asperezas,
continuidad del recubrimiento y grietas siendo esta informacion crucial para evaluar
correctamente las caracteristicas de las paredes de las capsulas®. Es importante el estudio
de estas caracteristicas ya que se ha demostrado que este material polimérico hecho a
partir de alginato de calcio y mucilago de Salvia hispanica (chia) tiene importancia en el
area de alimentos sobre todo en la preparacion de aditivos enzimaticos o nutracéuticos,

con posible aplicacion en la panificacion y otras industrias alimentarias®’.

Sin embargo el tiempo para observar las muestras con un ESEM o VPSEM es mas corto
porgue las muestras bioldgicas se ven afectadas térmicamente por el haz de electrones y
empiezan a colapsar dentro de la camara, pero esto no sucede cuando se emplean los
liquidos idnicos, debido a que son térmicamente estables hasta los 600°C o0 mas®?, ademas
de tener una presion de vapor insignificante (<5 x 107° Torr)®, por lo que se ha utilizado
para el estudio de muestras bioldgicas en condiciones de alto vacio en un microscopio
electrénico de barrido, asi también las microfotografias obtenidas en este estudio se
parecen a las observadas por ESEM y VPSEM en cuanto al contraste y resolucion ademas

de mantenerlas mas tiempo en la cdmara de alto vacio y no se dafiaron”52,

En estas microfotografias de las perlas tomadas a 40X con los tratamientos tradicionales
(T, T2, T3y T4) se pudo observar fibras que se desprenden de la superficie de las perlas,
esto sucedid por el pre-tratamiento que se le dio a la muestra antes de introducirla en la
camara del microscopio electronico de barrido; este desprendimiento de fibras no se llega
a observar en las perlas recubiertas con el liquido idnico (Ts), por lo que se pudo conocer
su interaccién con otros polimeros que forman la topografia de la muestra sin alterarla.

Estas fibras se muestran con mas detalle y a mayores aumentos en las siguientes Figuras:

La Figura 32 muestra las microfotografias de las perlas con el tratamiento fisico o secado

de punto critico y recubrimiento con oro a mayores magnificaciones.
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Figura 32: Microfotografias de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia) con
tratamiento fisico tradicional (T1).

Las microfotografias T1—a, Ti—b, T1—cy T1—d; muestran la capacidad del microscopio
electrénico de barrido para observar la morfologia superficial a 200X, 500X, 1000X y
5000X respectivamente; en todas las microfotografias se observa una estructura del borde
exterior compacta y gruesa. El efecto del tratamiento fisico sobre la superficie de las
perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia) provocan numerosas
grietas sobre la superficie (ver cuadro rojo de la microfotografia T1 — a), también se
observa la presencia de fibras que salen desde el interior de las perlas (T1— b), asi como
el colapso de estructuras (ver cuadro rojo de la microfotografia T1 — c), este colapso
proporciond informacion sobre la ultraestructura en el interior de las perlas (T1—d), en la
cual se observan mas fibras; naturalmente estas deberian observarse como una matriz
polimérica gelatinosa, debido a la naturaleza y composicién de la muestra, pero por el
efecto del secado de punto critico este condujo a una considerable distorsion de la
superficie, como las rajaduras. Estos artefactos también se observaron en las matrices
poliméricas extracelulares o biopeliculas de microorganismos y lo atribuyeron a los
tratamientos fisicos que se le proporciona para observarlas en microscopio electrénico de
barrido®. Sin embargo este tratamiento pudo mantener la estructura tridimensional de las

perlas y no se presentaron muchos colapsos como se observan con otros métodos fisicos,
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por ejemplo el secado en estado de congelacion que consiste en una liofilizacion seguida

de una sublimacion del hielo directamente en condiciones de vacio®.

La Figura 33 muestra las microfotografias de las perlas tratadas con solucion fijadora

primaria, secado de punto critico y recubrimiento con oro a diferentes magnificaciones.

Figura 33. Microfotografias de perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispénica L. (chia) con
tratamiento fisico-quimico tradicional incorporando una solucion fijadora primaria (T2).

En estas microfotografias se observa que la superficie de las perlas presentan una
estructura del borde exterior mas compacta y mas gruesas que las perlas tratadas con Ty,
ademas no presentan grietas (T2 - a). En los cuadros rojos de la microfotografia (T2 — b)
se observa el colapso de la superficie de las perlas ocasionado por dafios mecéanicos, ya
que se observan las huellas de las pinzas; este colapso proporciond informacion de la
estructura interior, y se observan matrices y no fibras como en la estructura interior de las
muestras tratadas con Ti. Entonces se podria decir que la solucion fijadora primaria
protege la estructura interior durante el secado de punto critico por la co-reticulacion en
el borde superficial de las perlas; pero esto no ocurre con las matrices de la superficie ya
gue se observan como fibras (ver los cuadros rojos de las microfotografias (T2 —c) y (T2
- d), esto podria ser porque estdn mas expuestas durante el proceso de secado.
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Por lo tanto, la aplicacion de esta solucion fijadora primaria antes del secado de punto
critico permitié obtener perlas sin colapso de estructuras, sin grietas y ademas le
proporciond mayor fuerza al gel lo que la hizo mas compacta. A comparacion del uso de
otras soluciones fijadoras primarias que incorporan glutaraldehido®, con la que no se pudo
mantener la estructuras de perlas de alginato y presentaron mayor colapso después del

secado, debido a que el glutaraldehido tiene baja afinidad con los polisacaridos?.

En la Figura 34, se muestran las microfotografias de las perlas de alginato de calcio-
mucilago de Salvia hispanica L. (chia) tratadas con solucion fijadora primaria,

secundaria, secado de punto critico y recubrimiento con oro a diferentes magnificaciones.

Figura 34. Microfotografias de perlas de alginato de calcio-Salvia hispanica L. (chia) con tratamiento
fisico-quimico tradicional incorporando una solucién fijadora primaria y secundaria (T 3).

Este tratamiento es el mas convencional que se ha utilizado para observar muestras
bioldgicas en un microscopio electronico de barrido, con la diferencia que se empled una
solucidn fijadora primaria especifica para polimeros! en vez de una fijacion quimica con

glutaraldehido. En este tercer tratamiento fisico-quimico se evaluo el efecto al incorporar
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la solucidn fijadora secundaria; en estas microfotografias no se observan grietas en la
superficie de las perlas por el efecto del secado de punto critico, ademas presentan una
topografia compacta (Ts - a), sin embargo se obtuvo una superficie mas arrugada (Ts - b)
y a comparacion de los tratamientos anteriores se observa que las matrices poliméricas
exteriores no se desprenden del borde superficial de las perlas (T3-cy T3-d), ademas en
el cuadro rojo de la microfotografia Ts - ¢ se observé la presencia de microrganismos
adheridos a las matrices poliméricas, y a estos se consideraron como un factor
contaminante, ya que no se esterilizaron durante la preparacion de las perlas de alginato

de calcio-mucilago de Salvia hispéanica L. (chia).

Por lo tanto, la incorporacion de la solucion fijadora secundaria estabilizo la estructura de
la superficie de las perlas y su aplicacion hizo que no se desprendieran las matrices
durante el secado de punto critico como en el caso de los tratamientos tradicionales Ty y
To.

La Figura 35 muestra las microfotografias de las perlas tratadas con solucion fijadora
primaria, secundaria, tincién, secado de punto critico y recubrimiento con oro a diferentes

magnificaciones.
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Figura 35: Microfotografias de perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia) con
tratamiento fisico-quimico tradicional incorporando una solucion de tincion (Ta4).

La incorporacion del &cido tanico en la solucion de tincion para la preparacion de
muestras bioldgicas se ha utilizado en microscopia electronica de barrido para estabilizar
y mejorar su conductividad®®. Las microfotografias de las perlas con solucion de tincion
se observan mas brillantes cuando se enfocan a 40X (ver Figura 31, T4), y con aumentos
de 200X (Figura 35, T4 - a), se aprecia la profundidad de las arrugas a comparacion de
los tratamientos anteriores, esta superficie mas arrugada se atribuye a la cantidad de agua
que se incorporé en la muestra durante la tincién, esto se observa en el segundo analisis
de imagen (ver Figura 27, Gréfico 1)), provocando que se arrugue mas durante el secado
de punto critico. Sin embargo el &cido tanico también es considerado como un agente
reticulante por lo que se observa una superficie mas gruesa y compacta de las perlas (T4
- b), asi también las fibras se mantienen adheridas sobre la superficie de las muestras (ver
cuadro rojo de la microfotografia (T4 — ¢) y la microfotografia (T4 - d), ademas no se

presenta el colapso de estructuras y grietas.
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La Figura 36 muestra las microfotografias de las perlas de alginato de calcio-mucilago de

Salvia hispénica L. (chia) tratadas con el liquido idnico (Ts) a diferentes magnificaciones:

1SkU SO

Figura 36. Microfotografias de Perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica (chia) tratadas
con acetato de 1 etil 3 metil imidazolio.

Este liquido i6nico se ha utilizado para observar muestras con alto contenido de agua en
un microscopio electronico de barrido, esto es atribuido por la presion de vapor
insignificante de los LI (£ 6.67x107 Pa) lo que permite que permanezcan en estado
liquido y no se evaporen durante la medicion, mientras siguen siendo conductores®.
Ademas, se obtienen microfotografias con alta resolucion y contraste; sin la necesidad de
un recubrimiento con metales, esto se debe a la baja densidad del acetato de 1 etil 3 metil
imidazolio (1.099 g/mL), la cual es cercana a la del agua. En general, la profundidad de
penetracion del haz de electrones primario es inversamente proporcional a la densidad del
material objetivo®, entonces cuando la muestra fue previamente recubierta con el LIy
bombardeada por el haz primario, los electrones secundarios fueron facilmente emitidos
desde la superficie de las perlas, obteniendo informacion real de la topografia de las

muestras.

En la primera microfotografia (Ts - a) tomada con una magnificacion de 200X, se observa
una topografia muy compacta con algunas zonas hundidas en la superficie de la perla
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(flecha roja), esto pudo ocurrir por la interaccion entre el liquido i6nico y las moléculas
de agua, ya que se observa una disminucion en el tamafio cuando este interacciona con la
muestra (ver Figura 27, Gréafico i)). La segunda microfotografia (Ts - b) tiene una
magnificacion a 500X, donde se pueden observar las fibras gelatinosas o polimeros
entrecruzados (flecha roja), estas se asemejan a las biopeliculas de los microorganismos
recubiertas con un L1 7. Y en la siguiente microfotografia (Ts - c) se aprecian dos tipos de
fibras gelatinosas que forman la superficie de las perlas, unas se hallan entrecruzadas y
otras se encuentran por encima y unidas a estas, también poseen formas mas definidas
como hexagonales y cuadradas, asi mismo en estas dos imagenes se apreciaron poros los
cuales se midieron de acuerdo a lo reportado por Zehnder et al.2015% los cuales tienen
un largo de 0.13 mm y un ancho de 0.07 mm aproximadamente.

En la microfotografia (Ts— d) se puede observar la acumulacion del liquido ionico sobre
la superficie de las perlas, dificultando la medicion de la textura de la superficie porque
cubren las fibras como también se observa en la microfotografia (Ts — €) mostrando una
superficie mas lisa. Estos artefactos se pudo generar por la forma de secado que se empled
después de la inmersion con el LI ya que no se pudo extraer el exceso totalmente, por lo
que otros autores han utilizado un secado al vacio para distribuir el LI de forma
homogénea por toda la superficie de las muestras®. Otros estudios lo atribuyen a la alta
viscosidad de este liquido (143.61 cP a 25 °C) por lo que se sugiere diluir a diferentes
concentraciones con agua Milli-Q, seguido de un mezclado por vortice y posteriormente
precalentado a 40 °C antes de su uso®. Ya que si solo se diluye el LI, la muestra altamente
hidratada sufre cambios drasticos causados por el vacio de la cAmara del microscopio

electrénico de barrido®.

En el analisis de la superficie de estas perlas se observo que el voltaje con las que se
obtuvieron las microfotografias no permitié observar la topografia de las muestras a
mayores magnificaciones de 500X con el LI, por lo que se perdia la resolucion; sin
embargo, utilizando este tratamiento quimico se pudo obtener muy buena informacion
acerca de la topografia superficial de las perlas con apenas 500X de aumento a
comparacion de los tratamientos tradicionales con los cuales se requieren de hasta 5000X
de magnificacion, y por consiguiente mayor cantidad de microfotografias para analizar

una muestra completa.
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3.4. Comparar el efecto de los métodos de preparacion utilizando el liquido
ionico y los tratamientos tradicionales sobre las caracteristicas
morfométricas iniciales y de textura de las perlas dentro del microscopio

electronico de barrido a partir de un cuarto analisis de imagen.

Se presentan los resultados del cuarto analisis de imagen que muestran el promedio y
coeficiente de variacion de 5 repeticiones independientes por tratamiento con por lo
menos 3 objetos por repeticion. Tanto para el analisis de imagen de las caracteristicas
morfomeétricas y superficiales. Letras iguales en cada barra significa que no hay diferencia

significativa entre tratamientos (P<0.05).

a) Enlastablas 10, 11y 12y en la Figura 37 con los Graficos i), ii) y iii), se muestran
las comparaciones de los efectos de los distintos tratamientos sobre el didmetro
de Feret, relacion de aspecto (AR) y circularidad inicial, donde se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas de (P = <0.001), (P = 0.048) y (P =
<0.001) respetivamente de las perlas dentro del microscopio electronico de
barrido y durante el analisis de microfotografias. Los datos completos del
ANOVA de estas caracteristicas morfométricas se muestran en el ANEXO 2

inciso C) punto a).
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Tabla 10 Didmetro de feret maximo (mm) del Cuarto analisis de imagen

Cuarto analisis de imagen

Diametro de feret maximo

Tratamiento (mm)
TO Final
T1 3.29+0.05 212 +£0.17
T2 3.29+£0.05 2.21+0.13
T3 3.29+0.05 2.19 £0.27
T4 3.29 +£0.05 1.99+0.21
T5 3.29 £ 0.05 2.29+0.23

Tabla 11 Relacion de aspecto del Cuarto analisis de imagen

Cuarto analisis de imagen

Tratamiento

Relacion de aspecto

TO Final
Tl 1.25 +0.02 1.20 £ 0.09
T2 1.25 +0.02 1.35+0.17
T3 1.25 +0.02 1.27 +0.15
T4 1.25 +0.02 1.32+0.15
T5 1.25+0.02 1.34£0.15

Tabla 12 Circularidad del Cuarto analisis de imagen

Cuarto analisis de imagen

) Circularidad
Tratamiento -
TO Final
T1 0.82+0.01 0.83+0.02
T2 0.82+0.01 0.82+£0.02
T3 0.82+0.01 0.81 +£0.04
T4 0.82 +0.01 0.75+0.06
T5 0.82 +0.01 0.79 £0.03
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Figura 37. Analisis estadistico: i) Diametro de Féret, ii) relacion de aspecto v iii) circularidad.
En latabla 10 y en el Grafico i) (ver Figura 37), se muestra el efecto de los tratamientos
en la camara de alto vacio del MEB sobre el diametro de Feret inicial (To) de las perlas,
este grafico indica que el diametro inicial de las perlas tratadas con el liquido i6nico
disminuy6 de 3.29 + 0.05 mm hasta 2.29 + 0.23 mm, mientras que el diametro de las
perlas con T4 fueron las que disminuyeron hasta los 1.99 + 0.21 mm en comparacion con
los otros tratamientos tradicionales (T1, T2 y T3 ), los cuales no presentan diferencia
significativa, ademas de mostrar una reduccion en el diametro inicial de 3.29 £ 0.05 mm
hasta 2.12 £ 0.17 mm, 2.21 + 0.13 mmy 2.19 + 0.27 mm respectivamente. Entonces las
perlas con y sin tratamiento del liquido idénico, mostraron diferencias significativas con

respecto al diametro de Feret inicial, mostrando una reduccién en el tamafio de las perlas
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en un 30.54 % con el Ts, el 33.95 % con los tratamiento Ty, T2y Tz y el 39.55 % con el
T4, siendo este Ultimo el tratamiento que mas afecto el didmetro de las muestras y las

tratadas con el liquido idnico el que menos redujo el tamafio.

Un comportamiento similar también se observo en un polimero superabsorbente a base
de acrilato, acido acrilico y monomeros reticulables hidratado recubierto por el acetato de
1 etil 3 metil imidazolio puro, para observarlo en un microscopio electrénico de barrido,
donde se reportd una reduccion de tamafo del 17.65% mientras que el de este estudio fue
del 30.54 %, por lo que se explico que esta disminucion se ocasiond por la evaporacion
de una cantidad limitada del agua, sin embargo, una vez que el comportamiento de la
evaporacion alcanzé un estado estable, el tamafio de la particula se conservo
independiente del tiempo que se mantuvo la muestra en la cAmara del microscopio
electrénico de barrido 8. En este estudio se estaria confirmando que existe una reduccion
de tamano, pero a consecuencia de la falta de recubrimiento en algunas zonas de la
superficie de la muestra, ya que en algunas microfotografias se observo que este liquido
no se disperso por toda la superficie, ocasionando la evaporacion del agua, entonces se
recomienda colocar las perlas de alginato de calcio-mucilago de salvia hispanica L. (chia)
en un secador de vacio después del recubrimiento, como se reporta en otros trabajos®,

para que el LI se disperse por toda la superficie de forma homogénea.

En latabla 11y en el Grafico ii) (ver Figura 37), se presenta el efecto de los tratamientos
sobre la relacion de aspecto de las perlas en el MEB, es decir la relacion entre los didmetro
maximo y minimo de Feret, indicando que este no se alter6 con ninguno de los
tratamientos ya que no se observa diferencia significativa entre sus valores, siendo estos
1.20 £0.09, 1.35+0.17, 1.27 £ 0.15, 1.32 £ 0.15y 1.34 £ 0.15 para Ty, T2, T3, Tay Ts
respectivamente con la relacion de aspecto inicial la cual fue 1.25 + 0.02.

En latabla 12 y en el Grafico iii) (ver Figura 37), se indica el efecto de los tratamientos
sobre la circularidad de las muestras en el microscopio electronico de barrido, como factor
de forma de las perlas, se observa que solo el tratamiento 4 afect6 la circularidad inicial
de estas en comparacion con los otros tratamientos, ya que es el Gnico que presenta
diferencia significativa con respecto a la circularidad inicial, esta variacion se pudo
ocasionar por manipulacion mecanica de las perlas al montarlas sobre el portamuestra, el
cual se realiza después del secado de punto critico, ya que se observo que estas se vuelven
mas sensibles en comparacion con las otras perlas tratadas.
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b) Las siguientes tablas, 13y 14 y en la Figura 38 muestran los Graficos i), ii) que
representan el efecto de los tratamientos sobre las caracteristicas de textura o
superficiales, como la homogeneidad y entropia de las perlas de alginato de calcio-
mucilago de Salvia hispanica L. (chia) dentro del microscopio electronico de
barrido respectivamente, expresadas de forma cuantitativa a partir de 15
microfotografias obtenidas a 40X mediante un analisis de imagen de textura, en
donde se obtuvieron diferencias significativas de (P = <0.001) para homogeneidad
y entropia. Los datos completos del ANOVA para la cuantificacion de estas

caracteristicas superficiales se muestran en el ANEXO 2 incido C) punto b).

Tabla 13 Homogeneidad del analisis de textura de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia

hispanica
Homogeneidad
Tl 0.19+£0.05
T2 0.20£0.05
Tratamiento T3 0.14 £0.02
T4 0.23 +£0.05
T5 0.56 £ 0.05

Tabla 14 Entropia del analisis de textura de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica

Entropia
T1 7.77+£0.31
T2 7.40+0.26
Tratamiento T3 7.87+0.31
T4 7.75+0.38
T5 4,96 £ 0.52
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Figura 38. Graficos del analisis de textura de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica
L. (chia): i) Homogeneidad y ii) entropia.

En la tabla 13 y en el Gréfico i) (ver Figura 38) se mide y se compara la homogeneidad
local de pixeles en la superficie de las perlas con los distintos tratamientos, indicando que
las muestran con tratamientos tradicionales; Ti, T> , Tz y T4 presentan las mismas
caracteristicas de textura, porque no hay diferencia significativa entre estos en
comparacion con la superficie de las muestras con el tratamiento tradicional Ts; por lo
que se puede decir que la superficie de estas perlas son mas rugosas que las otras perlas
preparadas con T1, T2, T3y T4, porque el analisis de imagen de textura cuantificé mayor
variacion local de pixeles en la superficie de las perlas preparadas con este tratamiento.
Sin embargo, al comparar los valores de homogeneidad de la topografia de las perlas con
tratamientos tradicionales y las que fueron recubiertas con el LI, se observa una gran
diferencia, es decir que existe mayor homogeneidad local de pixeles sobre la superficie
de las muestras tratadas con Ts, indicando que las perlas poseen una superficie

homogénea.

En la tabla 14 y en el Gréfico ii) (ver Figura 38) se mide la entropia la cual cuantifica la
distribucion de los pixeles en una zona determinada, en este grafico se observa que la
superficie de las perlas con tratamientos tradicionales muestran la misma distribucién
irregular de los pixeles en las microfotografias, por lo que se indicaria que las perlas

tienen una textura superficial rugosa, en cambio los valores de entropia de las perlas
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tratadas con el LI son menores a comparacion de los otros tratamientos, presentando un

distribucion regular, por lo tanto, una textura superficial mas lisa.

Como se observa en ambos analisis estadisticos, la superficie de las perlas tratadas con
acetato de 1 etil 3 metil imidazolio mostraron una superficie mas homogénea y lisa, esto
se atribuye ala acumulacion de liquido ionico en la superficie de las perlas lo que
interfiere con la visualizacién de algunos detalles topograficos. En otros estudios se
observaron las mismas consecuencias del uso del liquido i6nico a concentraciones puras
y lo atribuyeron a la viscosidad, por lo que se sugirié realizar un pretratamiento, el cual
consiste en diluir el liquido idnico, mezclar y calentar la mezcla antes de su aplicacion
sobre las muestras o colocarlas en un secador de vacio para retirar el exceso del LI de
manera que se distribuya de forma homogeénea por toda la superficie de los especimenes,
antes de introducirlas en la camara del microscopio electrénico de barrido, para conocer
su textura real y mejorar de manera eficiente tanto la resolucién como el contraste de las

microfotografias®.
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4. CONCLUSIONES:

El uso del acetato de 1 etil 3 metilimidazolio afecta solo el tamafio de las muestras,
reduciéndola hasta un 30 % de la medida inicial; mas no afecta la forma inicial de las
perlas de alginato de calcio-mucilago de salvia hispénica L. (chia) durante el tratamiento
y su observacién dentro del microscopio electronico de barrido, asi mismo este liquido
ionico permitio obtener microfotografias bien conservadas, claramente enfocadas y su
morfologia tridimensional donde se pudo observar la interaccion entre los polimeros, la

forma que presentan y la presencia de algunos poros.

Respecto al primer objetivo especifico se concluye que el uso de la bomba de jeringa
permitio obtener perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia) con
caracteristicas morfométricas iniciales homogeéneas, ya que el analisis de imagen report6
un didmetro maximo de Féret de 3.29 + 0.05 mm, la relacion de aspecto de 1.25 £ 0.02 y
la circularidad de 0.82 + 0.01, sin embargo la distribucion no homogénea del mucilago y
el tamafio de particula del polvo fino no permitio obtener perlas con factor de forma igual
al.

Para el segundo objetivo especifico se concluye que durante la aplicacion de los
tratamientos T2 y T3z no afectan el tamarfio de las perlas ni la relacion de aspecto inicial
pero solo Tz afecta la circularidad inicial de las perlas, mientras que T1 y T5 disminuye
el tamafo inicial en un 9.75% y 8.69% respectivamente mas no afecta su forma inicial,
por lo contrario con el T4 se observa un incremento en el tamafio de las muestras pero
manteniendo la forma inicial de las perlas. Entonces del segundo analisis de imagen se
observa que la primera etapa de preparacion de las perlas con los tratamientos afecta
algunas caracteristicas morfométricas iniciales. En cuanto al tercer analisis de imagen, se
observa que en el caso de los tratamientos tradicionales, el secado de punto critico,
disminuye el tamafio de las perlas en un 22.93% a comparacion del tratamiento con el
liquido ionico, el cual mantiene el tamafio de las mismas, también se observa que las

metodologias de secado de los 5 tratamientos no afectan la forma inicial de las muestras.

En cuanto a las diferencias entre los métodos de preparacion de muestras con tratamientos
tradicionales (fisicos y fisico-quimicos) y quimicos (liquido i6nico) que se observan en
las microfotografas obtenidas por microscopia electrénica de barrido se concluye que a
pesar de que el acetato de 1 etil 3 metilimidazolio tenga una menor capacidad conductora

que el oro se obtuvieron microfotografias con iméagenes tridimensionales bien
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conservadas y claramente enfocadas, observandose también que las perlas con
tratamientos tradicionales provocan colapsos de estructuras en algunas zonas de la
superficie de las muestras, en cambio las perlas preparadas con el liquido i6nico muestran
una topografia himeda, observandose la interaccion de las matrices poliméricas

gelatinosas y la presencia de poros.

Por ultimo del cuarto analisis de imagen se observa que las caracteristicas morfologicas
iniciales de las perlas, tal como el didmetro de feret inicial se ven afectadas por las
condiciones de la cdmara de vacio de ambos microscopios electronicos de barrido, siendo
el tratamiento 4 el que lo disminuye en mayor porcentaje, es decir en un 39.55 %, a este
le siguen los tratamientos Ty, T2 y Ts con una disminucion en promedio del 33.95 % vy
por ultimo el Ts el cual sélo le afecta variando el didmetro inicial en un 30.54 %; es decir
las muestras tratadas con los liquidos iénicos causan menos cambios en el tamafio y la
morfologia inicial de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispénica L.
(chia). En cuanto el efecto del uso del acetato de 1 etil 3 metilimidazolio; sobre las
caracteristicas superficiales de textura de las perlas indica que las muestras poseen una
superficie lisa y una rugosa para los tratamientos tradicionales, debido a la incorporacién
de algunas soluciones fijadoras que provocaron la deformacion durante la aplicacion de
tratamientos asi mismo la deshidratacion en el secado de punto critico; mientras que el
recubrimiento con el liquido i6nico debida a su alta viscosidad no permitié una

distribucion homogeénea por lo que se recomiendo un secado al vacio.
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5. RECOMENDACIONES:

- Recomiendo que para obtener perlas de alginato de calcio — mucilago de
Salvia hispanica L. (chia) con un factor de forma de 1 o cerca a este valor es
importante obtener polvo fino de mucilago y trabajar con un tamafio de
particula menor a 250 micras, ya que estoy proporcionaria una mejor
disolucion al mezclarlo con el alginato.

- Es necesario cambiar la solucion con mucho cuidado para evitar su
contaminacion ya que durante el proceso se puede observar la presencia de
microorganismos que contaminan las muestras.

- Recomiendo utilizar otro tipo de buffer ya que el cacodilato de sodio ocasiono
que las perlas se disolvieran al momento de efectuar los respectivos lavados
en los tratamientos tradicionales.

- Se debe preparar la solucion fijadora primaria el mismo dia que se realizara la
fijacién ya que el reactivo DCC precipita porque es insoluble en agua a
temperatura ambiente.

- Aconsejo que en el secado de punto critico no colocar mas de 15 perlas por
tratamiento, debido a que estas pueden sufrir cambios en su morfologia y
tamafio por causas mecanicas.

- Sugiero que en el procedimiento de montaje de perlas sobre el portamuestras
utilizar pinzas de plastico en el caso de los tratamientos tradicionales, ya que
después del secado de punto critico estas se adhieren a la pinza.

- Recomiendo que en la etapa de absorcion del exceso de liquido iénico no
desechar este reactivo ya que se puede someter a un secado al vacio para
volverlo a utilizar.

- Lainvestigacion nos indica que las perlas deben observarse directamente en
el microscopio electronico de barrido después de su secado y recubrimiento

con oro ya que son de naturaleza higroscépica.
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7. ANEXOS:
ANEXO 1
PROCEDIMIENTO DETALLADO
i) Diagrama de flujo para la obtencién de polvo fino de mucilago de Salvia

hispanica L. (chia).

i -
==

Semillas de Salvia
hispanica L. (chia).

Polvo fino de mucilago de semillas
de Salvia hispanica L. (chia).

i) Diagrama para la obtencion de perlas de Alginato de calcio-mucilago de
Salvia hispénica L. (chia).

Mezclar alginato de sodio : o
y polvo fino del mucilago e Transferir la solucién a Exinie la solckio e Th,
1:1 para generar una g una jeringa de 10 mL. CaCl, al 2% (piv).

solucién al 1% (p/v).

Velocidad
de flujo
2.5mlL/h

Formacion de la
gota de la
solucion de

Alginato de sodio

y mucilago (1 % Distancia

(V) de
trabajo:
5.5cm.

Perlas de

algir)ato ) de Solucién

calcm-mucnago' de CaCl, al

de Salvia 2% (p/v).

hispanica L.

(chia).

Bomba de jeringa (CICATA- IPN. Querétaro).
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iii) Conteo de las perlas de Alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica

L. (chia).

Imagen de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Conteo de las perlas utilizando la herramienta ROI
Salvia hispanica L. (chia) en placa obtenidas con el Manager y multipunto del programa ImageJ.
Escaner fotografico (HP Scanjet G3010).

iv)  Aplicacion de los metodos de preparacion fisica y fisico-quimica
tradicionales v liguidos idnicos para la observacién de muestras con alto
contenido de agua en MEB.

Tratamiento 1 (T1) Método fisico tradicional:

tainiento fisico tradicional 1 (T C>

Lavar

Secar (CPD)

Recubrir

Observar en MEB

v
Wl
¥l
{

|
)
Montar ]
)
]

Perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica
L. (chia) en etanol al 100%.
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Tratamiento 2 (T2): Método de preparacion fisico-quimico tradicional.

ratamiento fisico-quimic
adicional 2 (T,) con fijacié
uimica primaria.

50

perlas
»

flE

Lavado 1

Fijador primario

Secar (CPD)

U

secado

Montar

L £ € € £ @ ¢

Perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispénica L. Recubrir

(chia) con fijacion primaria en etanol al 100%.

)
)
Lavado 2 ]
)
)
)
)

Observar en MEB

Tratamiento 3 (T3): Método de preparacion fisico-quimico tradicional.

‘ [ Lavado 1 ]

‘ ( Fijador primario ]

‘ [ Lavado 2 ]

‘ [ Fijador secundario ]

‘ [ Lavado 3 ]

‘ [ Secar (CPD) ]‘(W

. [ Montar ] ‘
Perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. ‘[ Recybyir ]
(chia) con fijacion y post fijacidon quimica en etanol al 100%. [ Se———— ]
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Tratamiento fisico-quimico

60 60 60

perlas perlas perlas
‘T, C ‘T, D" AP

v

Lavado 1

uimica, post
imica y tincion.

Fijador primario

Lavado 2

Fijador secundario

Lavado 3

Tincién

Lavado 4

-/ _J _Jo . _J _JL . _JL L _J _J

Secar (CPD)

Montar

R
Recubrir %

Perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia)
con fijacion, post fijacién quimica y tincion en etanol al 100% y 4° C.

€ € CKEEE KL K

Observar en MEB

Secado con puntos criticos de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia
hispanica L. (chia).

Perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica L. (chia) en
etanol frio al 100% .
T,

T,

’f":p,,,o-,

Bolsas de papel china Perlas de alginato de calcio-mucilago de
Salvia hispanica L. (chia) secas.
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Tratamiento 5 (Ts): Método de preparacion quimica utilizando el liquido idnico
Acetato de 1 etil 3 metilimidazolio.

Tratamiento quimico con 50 50 S0
& iido.ioni T perlas perlas perlas”
iquido idnico (T5s) Te A” T, B e
N
Lavar
J
Secar
2
Anadir el liquido iénico sobre
las perlas. )
Secar
Observar en MEB
Perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia
hispanica L. (chia) sumergidas en liquido idnico.
V) Perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispénica L. (chia) antes
de observarlas en un MEB
T5
Perlas de alginato de calcio-mucilago de
Salvia hispanica L. (chia) montadas en ) ) ] )
cinta conductora de cobre y recubiertas Perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia
con oro. (tratamientos tradicionales). hispanica L. (chia) montadas en cinta conductora
de cobre. (tratamiento con liquido ionico).
Estas muestras se observaron en un MEB
JSM-7800F  Schottk Field Emissi Estas muestras se observaron en un MEB
) chotty — Tie mission (Jeol Mod. JSM-5800 LV)
Scanning Electron Microscope.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




& UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

vi) Introduccion _de las perlas de Alginato_de calcio-mucilago de Salvia
hispanica (chia) dentro de los Microscopios electronicos de barrido
correspondientes.

Microscopio electronico de barrido
(Jeol Mod. JSM-5800 LV) para las

.P erlas 4 1EN ~y M'cr.OSCOPIO elect.ro.rTmO 48 perlas tratadas con el liquido i6nico.
introducidas en un (JSM- barrido de emision de
7800F). campo Schottky (JSM-

7800F) para las perlas con
tratamientos tradicionales

vii)  Obtencion de imégenes de las perlas con tratamientos tradicionales (T,
T2, T3y Ta) vy tratamiento con liquido ionico (Ts) utilizando un escaner
(HP Scanjet G3010) durante la aplicacion de los tratamientos.

Ts
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viii)  procedimiento para el analisis de imagen utilizando el programa ImageJ.

i Vo]
Fie [ wapge Process Anahyte Pupm Wedos Help
Blclalo~clslalalalys] Qled s]lal #lal7]=

i Threwhaid '

" * = |- Valor maximo y minimo 2 o B

|

» Histograma [ T

Y

= *] [ean ] . n P
- ] Tea ) Corams =] [ean

. r .
L e e W Dt b rrd | S beteg e

-
auts | sgusy | Maves | ats | agpn | Manet |

Andlisis de imagen utilizando el programa ImageJ

. .
* . «*°
.
- o? .
.. . .5
1 2 3 4 5

Las caracteristicas morfométricas que se
establecieron fueron: Diametro de Feret maximo
(mm), relacion de aspecto (AR) y circularidad. La
escala establecida fue de 94.4pixels/mm
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ANEXO 2
TABLAS DEL ANALISIS ESTADISTICO (ANOVA)
A) SEGUNDO ANALISIS DE IMAGEN

Analsis estadistico i (Diametro de Feret)

Source of Variation DF 585 MS F P
Between Groups 3 3764 0733 17678 <0001
F.esidual 43 1916  0.0425

Total 50 5681

Analisis estadistico ii (Relacion de aspecto)

Source of Variation DF 85 MSs F P
Eetween Groups 3 00742 00148 3303 0001
Eesidual 26 00701 000270

Total 31 0.144

Analisis estadistico iii (Circularidad)

Source of Variation DF 55 MS F P
Eetween Groups 3 00387 000773 4848  0.003
Eesidual 28 0.0447  0.00160

Total 33 00833

B) TERCER ANALISIS DE IMAGEN

Anélisis estadistico i (Diametro de Feret)

Source of Variation DF 585 MS F P
Between Groups 3 3.764 07533 17678 <0001
F.esidual 43 1916  0.0426

Total 50 5.681

Analisis estadistico ii (Relacion de aspecto)

Source of Variation DF 55 Ms F P
Between Groups 3 0247  0.0493 3026 02020
Besidual 43 0703  0.0164

Total 48 0951

Anadlisis estadistico iii (Circularidad)

Source of Variation DF 85 MS F P
Eetween Groups 3 00129 000238 2365 0040
Eesidual 45 00433 000101

Total 30 00583

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE Stk UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

C) CUARTO ANALISIS DE IMAGEN
a) Caracteristicas morfométricas:

Analisis estadistico i (Diametro de Feret)

Source of Variation DF 55 MS F P
Between Groups 3 6331 1.310 32731 <0.001
E.esidual 12 2881 0.0400

Total 17 9432

Analisis estadistico ii (Relacion de aspecto)

Source of Variation DF 55 M3 F P
Between Groups 3 0235 0.0470 2.367 0.048
E.esidual 72 1431 0.0199

Total 17 1.666

Anaélisis estadistico iii (circularidad)

Source of Variation DF 55 MS F P
Between Groups 3 00643 00129 11.020  <0.001
B esidual 12 00840 000117

Total 17 0.148

b) Caracteristicas superficiales:

Anélisis estadistico de la Homogeneidad

Source of Variation DF 58 MS F P
EBetween Groups 4 1.663 0416 202,890  <0.001
Fesidual 64 0131  0.00203

Total 68 1.794

Anadlisis estadistico de la Entropia

Source of Variation DF 85 M3S F P
Between Groups 4 8030 22348 1600539  <0.001
E.esidual 64 8936 0.140

Total 68 98327
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ANEXO 3

MICROFOTOGRAFIAS CON MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO
DE LAS PERLAS DE ALGINATO DE CALCIO-MUCILAGO DE SALVIA
HISPANICA (CHIA) EMPLEANDO DIFERENTES TRATAMIENTOS.

TRATAMIENTO 1

Microfotografias de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispéanica (chia)
secadas con el método de puntos criticos y recubiertos por pulverizacion al vacio con oro,
tomadas a 40X con el microscopio electronico de barrido de emision de campo Schottky
(JSM-7800F):

Microfotografias de la superficie de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia
hispénica (chia) con el tratamiento 1 a diferentes aumentos tomadas con el microscopio
electrénico de barrido de emision de campo Schottky (JSM-7800F):
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TRATAMIENTO 2:

Microfotografias de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispéanica (chia)
previamente fijadas con solucion fijadora primaria, secadas con el método de puntos
criticos y recubiertos por pulverizacion al vacio con oro, tomadas a 40X con el
microscopio electronico de barrido de emision de campo Schottky (JSM-7800F):

Microfotografias de la superficie de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia
hispanica (chia) preparadas con el tratamiento 2 a diferentes aumentos tomadas con el

microscopio electronico de barrido de emision de campo Schottky (JSM-7800F):
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TRATAMIENTO 3:

Microfotografias de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispéanica (chia)
previamente fijadas con solucion fijadora primaria y posteriormente con solucion fijadora
secundaria, secadas con el metodo de puntos criticos y recubiertos por pulverizacion al
vacio con oro, tomadas a 40X con el microscopio electronico de barrido de emision de
campo Schottky (JSM-7800F):

Microfotografias de la superficie de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia
hispanica (chia) preparadas con el tratamiento 3 a diferentes aumentos tomadas con el
microscopio electronico de barrido de emision de campo Schottky (JSM-7800F):
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TRATAMIENTO 4:

Microfotografias de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispéanica (chia)
previamente fijadas con solucion fijadora primaria y posteriormente con solucion fijadora
secundaria, incorporando una solucion de tincién, secadas con el método de puntos
criticos y recubiertos por pulverizacion al vacio con oro, tomadas a 40X con el
microscopio electrénico de barrido de emisién de campo Schottky (JSM-7800F):

Microfotografias de la superficie de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia
hispénica (chia) preparadas con el tratamiento 4 a diferentes aumentos tomadas con el
microscopio electrénico de barrido de emisién de campo Schottky (JSM-7800F):
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TRATAMIENTO 5:

Microfotografias de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia hispanica (chia),
tratadas con el liquido iénico acetato de letil 3 metilimidazolio tomadas a 40X con el
microscopio electronico de barrido Jeol Mod. JSM-5800 LV:
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Microfotografias de la superficie de las perlas de alginato de calcio-mucilago de Salvia
hispénica (chia) preparadas con el tratamiento 5 a diferentes aumentos tomadas con el
microscopio electronico de barrido Jeol Mod. JSM-5800 LV:

1SkU 188um %xZB00 1SkU S8

1SkU_ S650m ' : 1SKU  S8m
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ANEXO 4:

Constancia de haber realizado este proyecto de investigacion en el departamento
de Ingenieria Bioguimica, laboratorio de investigacion 11 de la Escuela Nacional de
Ciencias Biolégicas del Instituto Politécnico Nacional. Ciudad de México, México.

f“::" E DUC AC IéN E S Escuela Nacional de cu:::l:s Biolégicas

*2020, Afo de Leana Vicarlo, Benemerits IMndu dela Pau'if"
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125 Aniy o de Ia I} ! 1]
B0 Anlversatio del CECyT 6 “Migual Othen dc‘Mandi_ zlblr
75 Aniversario de la E 12 Naclonal de Bibli oy Ar

A QUIEN CORRESPONDA:

Por medio de la presente se hace constar que MONICA DAYSI CONDORI QUISPE, Bachiller en
Ingenieria Biotecnoldgica de la Universidad Catélica de Santa Maria (UCSM), sita en Arequipa,
Penil, realizé trabajo experimental relacionado a la preparacion de muestras biolégicas con alto
contenido de humedad para su observacién mediante microscopia electrénica de barrido, la
informacién obtenida durante su estancia del 24 de mayo al 16 de diciembre de 2019 en el
Laboratorio de Investigacién Il-Ingenieria, del Departamento de Ingenieria Bioguimica de la
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional (ENCB-IPN) en la
Ciudad de Meéxico.,, le permitira generar el documento para su titulacién de Ingeniera
Biotecndloga en su Universidad de origen.

El trabajo fue dirigido por las Doctoras Georgina Calderén Dominguez y Ma. de la Paz
Salgado Cruz, profesoras investigadoras de esta Institucion.

A solicitud de la interesada se extiende la presente CONSTANCIA para los fines legales que ella
estime conveniente, a los veintinueve dias del mes de enero del ano dos mil veinte.
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