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INTRODUCCION

La interaccion de los electrones con la materia es un fenémeno com-
plejo de multiples efectos, los cuales son controlados mediante las técnicas
apropiadas y asi aprovechados para conocer la estructura interna de los
materiales. La técnica de microscopia electronica de transmision se ocupa
de la informacién contenida en aquellos electrones que traspasan una
muestra solida sobre la que se ha hecho incidir un haz electrénico coheren-
te y a gran velocidad. La heterogénea distribucion de densidad electronica
presente en la muestra provoca en la radiacion transmitida la formacion de
imagenes de interferencia, que adecuadamente interpretadas, revelan sus
caracteristicas morfolégicas y estructurales. Este es asimismo el funda-
mento de la microscopia dptica y el avance que supone la microscopia
electronica respecto a ella es en tltima instancia una consecuencia de la dis-
tinta naturaleza de la radiacién que se emplea en cada caso. Debido al fe-
némeno de difraccion inherente a toda interaccion onda-materia, la reso-
lucién que se consigue en el analisis microscépico viene limitada por la
longitud de onda de la radiacion empleada. Para el foton esta cota se en-
cuentra alrededor de los 200 nm mientras que para el electron, con una
longitud de onda del orden de 10%-10° veces mis pequena, llega a ser infe-
rior a los 0.2 nm. El desarrollo de instrumentos precisos y provistos de efi-
caces dispositivos correctores ha conseguido establecer este nivel de reso-
lucién como especificacion tipica de los microscopios electronicos que se
comercializan en la actualidad. La microscopia electronica se configura asi
como una técnica capaz de resolver estructuras a nivel atomico y de hecho
ya comienzan a ser clasicas las observaciones llevadas a cabo estos altimos
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anos, en las que ha sido posible discernir los dtomos e iones integrantes de
ciertas redes cristalinas.!

Aunque la microscopia electrénica de transmisién ha encontrado su
maxima expresion en la observacion de materiales biolégicos, su papel en
el estudio de la estructura de materiales tecnolégicos es sin duda alguna so-
bresaliente y hoy en dia se le considera indispensable en este sentido. Me-
tales, ceramicos y polimeros vienen siendo explorados con el microscopio
electronico como unico medio para conocer la relacién entre la morfologia
y la estructura a nivel atémico o molecular. La difraccién de electrones se
erige por otra parte como técnica insustituible en el analisis estructural de
muestras microscopicas de estos materiales.

LA FORMACION DE LA IMAGEN

El mecanismo de formacion de la imagen en el microscopio electroni-
co es un proceso complicado cuya descripcion detallada queda fuera del al-
cance de este trabajo. Aqui nos referiremos solo de una manera cualitativa
a los fenomenos basicos implicados, los cuales determinan en gran parte
las posibilidades y modos de operar de la técnica.

Los electrones que se transmiten a través de una muestra sobre la que
se ha hecho incidir un haz electrénico coherente se catalogan en tres tipos:

a) Electrones no desviados con cinética idéntica a la de los incidentes.

b) Electrones desviados eldsticamente.

¢) Electrones ineldsticos, que son desviados cediendo parte de su ener-
gia a la muestra.

Los electrones no desviados y los elasticos son los tnicos que contri-
buyen constructivamente a la formacién de la imagen. La fraccion inelasti-
ca es por otra parte la responsable del ruido de fondo presente en toda
imagen de microscopia electrénica.

Segun la teoria de Abbe (Fig. 1), las interferencias que se producen en
un frente de onda transmitido por una muestra y que a continuacion se ha
hecho refractar por una lente, originan en el plano focal posterior una ima-
gen de difraccion y a continuacion una segunda imagen (imagen secunda-
ria) que representa al objeto y que define el plano de imagen de la citada
lente.” El microscopio electronico permite visualizar alternativamente
cualquiera de estas dos imagenes con lo que es posible llevar a cabo de ma-
nera simultinea el anilisis de difraccion de electrones y la observacion
morfologica de una misma muestra.

El modo comin de operar en el microscopio electrénico consiste en
visualizar la imagen secundaria, la cual se registra como una proyeccion bi-
dimensional de la densidad electrénica presente en la muestra. Solo en
aquellos casos en que la fluctuacion de densidad electrénica sea significati-
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Figura 1. Geometria de la formacion de la imagen de un objeto segin la teoria de Abbe. O:
objeto, L: lente objetivo, F: plano focal posterior, I: plano de imagen
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va se obtendra una representacion lo suficientemente contrastada como
para extraer informacion sobre la naturaleza de la muestra. Las sustancias
orgdnicas se caracterizan por poseer una distribucion de densidad electro-
nica bastante homogenea por lo que sus imagenes son por lo gencral inex-
presivas. La solucion técnica consiste en aplicar un agente de tincion, cons-
tituido por atomos pesados (uranio, plomo, volframio, etc.) que de manera
selectiva se fija sobre ciertas partes de la muestra reflejando las diferencias
composicionales o estructurales presentes.

Junto con el contraste, es la resolucion el otro parametro que define
la calidad de una imagen de microscopia. Son muy diversas las causas que
hacen que la resolucion de una micrografia electronica suela estar muy por
debajo del valor que teéricamente cabria esperar, unas debidas a imperfec-
ciones instrumentales y otras generadas por la propia naturaleza de la
muestra. Para una sustancia estable y con un instrumento operando
correctamente, la resolucion practica viene determinada por la aberracion
cromatica debida a la presencia de electrones inelasticos. Dado que la pro-
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porcién de este tipo de electrones aumenta exponencialmente con la canti-
dad de materia colisionada, el espesor de la muestra resulta ser un factor
decisivo de la calidad de la imagen que se obtiene. Asi resulta que para una
muestra de 100 nm de grosor, la resolucion limite es de 6 nm, un valor casi
40 veces mayor que el alcanzable por un instrumento convencional. La
utilizacién de muestras ultrafinas (<80 nm) es pues una exigencia basica en
la microscopia electronica y representa sin duda alguna, el principal factor
limitante en la aplicacion de esta técnica.

En conclusion, muestras delgadas y adecuadamente contrastadas re-
sultan ser imprescindibles para la obtencion de buenas imagenes. Por ello
la preparacion de muestras constituye una ctapa esencial en la metodologia
de la microscopia electrénica, la cual es necesario conocer y dominar para
conseguir una correcta aplicacion de la técnica.

MORFOLOGIA DE POLIMEROS

Esta claramente establecido que las propiedades fisicas de los polime-
ros estan influenciadas por su micromorfologia y de aqui el interés de su
estudio para llegar a comprender el comportamiento de estos materiales.
Entre las diversas técnicas aplicables al analisis morfologico estan la mi-
croscopia optica, la difraccion de rayos X, la espectroscopia Raman y la
miscroscopia electronica tanto de barrido como de transmision. La mi-
croscopia electronica de transmision ocupa dentro de este espectro un lu-
gar destacado que se justifica por el caricter directo y alta resolucion que
tienen sus observaciones, a lo que hay que anadir la posibilidad de correla-
cionarlas con la estructura molecular que se deriva del analisis por difrac-
cion de electrones y al que nos referiremos con detalle mas adelante. Entre
sus limitaciones mas severas estan, el deterioro del polimero por efecto de
la radiacion y las propias de la preparacion de muestra a las que antes he-
mos aludido con caracter general. A continuacién se comentan algunos de
los estudios morfologicos mas caracteristicos que sobre polimeros pueden
realizarse con esta técnica.

a) Reéplicas

Aunque los métodos de replicacion de superficies han cedido terreno
ante el avance de la microscopia electronica de barrido su utilizacion sigue
teniendo interés en estudios que requieren alta resolucion. La superficie a
estudiar puede ser exterior siempre que su estructura no haya sido afectada
por el procesado seguido para el conformado del pollmero, o por simple
manipulacion. En caso contrario se procede a la generacion de superficies
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internas mediante fractura controlada del material a temperaturas lo sufi-
cientemente bajas como para evitar deformaciones o desgarros. La combi-
nacién de ambas observaciones suele ser suficiente para reflejar con fiabili-
dad la micromorfologia genuina del material.

La preparacién de una réplica puede efectuarse con métodos en una o
dos etapas, dependiendo del comportamiento del material que se estudia.
En el método directo, la superficie a observar se sombrea con un metal,
usualmente platino, y a continuacion se cubre con una pelicula de carbon
de alrededor de 10 nm de gruesa que tendra la funcion de soporte. La pe-
licula, una vez separada de la muestra, constituye una réplica exacta de la
superficie que refleja su micromorfologia con todo detalle. La replicacion
en dos etapas es s6lo aconsejable en el caso de materiales que se resisten a
ser separados de la pelicula metalica que se deposita sobre ellos. El método
consiste en fabricar en primer lugar una réplica del material por evapora-
ci6n sobre su superficie de una solucién acuosa de un polimero apropiado
(alcohol polivinilico, acido poliacrilico, etc.). La pelicula formada puede
ser facilmente separada de la muestra y a continuacion replicada segun el
método anterior.

Los métodos de replicacion han sido extensivamente empleados en el
estudio de las estructuras esferuliticas de los polimeros y también en el
anilisis detallado de las organizaciones lamelares y de las modificaciones
que en ellas se producen por efecto de las condiciones de solidificacion o
de deformacion mecanica.’

b) Secciones

La preparacion de secciones ultrafinas con espesor por debajo de los
100 nm se realiza en un aparato especialmente disenado para este fin que
se denomina ultramicrotomo. El corte se efectia con cuchillas de vidrio o
diamante sobre muestras que previamente han sido talladas a un tamano de
décimas de milimetro. Aunque el proceso es muy laborioso, la técnica esta
bien dominada y su éxito depende casi exclusivamente de las caracteristicas
fisicas de la muestra. El polimero no debe ser ni elastico ni resiliente, lo que
impone en la practica llevar a cabo el seccionado a una temperatura clara-
mente inferior a su temperatura vitrea. Ello implica en numerosos casos el
empleo de criotécnicas incomodas de aplicar y no siempre con resultados
satisfactorios. El proceso también se dificulta por la presencia de heteroge-
neidades o aditivos dentro del material hasta el punto de que suele ser ina-
plicable en la mayoria de las formulaciones plasticas comerciales. El resul-
tado es que s6lo un escaso nimero de polimeros (resinas epoxi, acrilatos,
poliésteres) puede ser cortado en el ultramicrotomo en las condiciones que
se consideran de rutina.
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El desarrollo de métodos quimicos, aunque de manera discreta, ha
permitido ampliar las posibilidades de la técnica de secciones. En estos mé-
todos la muestra es tratada con un agente quimico apropiado que hace al
polimero susceptible de ser cortado a temperatura ambiente al mismo
tiempo que lo contrasta adecuadamente. En la bibliografia puede encon-
trarse un considerable nimero de variantes que han ido apareciendo inin-
terrumpidamente a lo largo de estos anos. Entre ellas cabe destacar la téc-
nica desarrollada por Kato* consistente en tratar las muestras con tetroxi-
do de osmio (Fig. 2). La osmificacion ocurre sobre los polimeros que con-
tienen insaturaciones y la reaccién permite una tincién especifica en copo-
limeros y mezclas al mismo tiempo que conlleva la vitrificacion del mate-
rial. La observacion de secciones de ABS, poliestirenos de impacto y alea-
ciones de polibutadieno constituyen ejemplos tipicos de aplicacién de esta
metodologia.

Figura 2. Estructura de panal de poliestireno de alto impacto. La muestra se trata con vapores
de tetroxido de osmio para endurecerla y tefiir la fase elastomérica, constituida por polibuta-
dieno. Aumentos: 7.000.

Los polimeros semicristalinos por otra parte pueden ser igualmente
visualizados en secciones aprovechando la reactividad preferente que
muestra la fase amorfa frente a ciertos reactivos quimicos. Las poliolefinas
se tratan con acido clorosulfénico (Fig. 3) y posteriormente con acetato de
uranilo® y ciertas poliamidas con alcohol bencilico.® Las estructuras lame-
lares inatacadas destacan como fases transparentes a los electrones, que
pueden ser examinadas con gran detalle. En todos estos casos se hace nece-
sario un control preciso de la reaccion quimica que permita asegurar que
ésta solo tiene lugar en las zonas amorfas del material.
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Figura 3. Seccion de una muestra de polietileno mostrando el apilamiento de las lamelas de
alrededor de 145 A de grosor. La muestra se traté previamente con dcido clorosulfénico y
luego con disolucion de acetato de uranilo al 1%. Aumentos: 30.000.

c) Particulas

La existencia de polimeros en forma de particulas de dimensiones ta-
les como las exigidas para las muestras de microscopia electronica no es un
hecho frecuente pero que presenta un interés excepcional por la simplifica-
cién que supone su visualizacién. Un ejemplo tipico lo constituyen los la-
tex obtenidos por polimerizacién en emulsion. La suspension diluida se
deposita como aerosol sobre una pelicula soporte plastica de formvar o
parlodién (fig. 4). La deformacion que ocurre en la particula como conse-
cuencia de su deposicion puede estimarse mediante sombreado con un me-
tal a un angulo conocido. Existen procedimientos sofisticados para mini-
mizar la deformacion asi como para evitar la agregacion de las particulas.
Aplicando algin método estadistico apropiado se puede determinar la fun-
cion de distribucion para el tamano de particula que compone el latex que
se estudia. La técnica también es aplicable para seguir las modificaciones
que se producen en la morfologia de las particulas con la variacién en las
condiciones de la polimerizacion. Es posible llegar a visualizar particulas
de tamano hasta de 3-4 nm y el método se ha utilizado incluso para estimar
el peso molecular de ciertos polimeros observados en forma de particulas
monomoleculares.”
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Figura 4. Microesferas de un latex de PVC preparado por polimerizacion en emulsion. Las

particulas estan depositadas sobre una pelicula plastica (formvar) y su dizmetro es alrededor
de 0.5 micras. Aumentos: 4.000.
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Otro caso de interés de muestras de este tipo lo constituyen los mo-
nocristales y microfibrillas que se obtienen de los polimeros semicristali-
nos y que seran comentados en el siguiente apartado.

DIFRACCION DE ELECTRONES

El microscopio electrénico se puede emplear como camara de difrac-
ci6n de electrones bastando para ello el modificar las condiciones instru-
mentales para visualizar la imagen de difraccion en lugar de la imagen se-
cundaria. Entre los diversos procedimientos de que se dispone destaca el
método SA (irea seleccionada) en el cual, la zona de la muestra que se elige
para difractar es controlada con precision y puede llegar a ser s6lo de 1 nm
de diametro. En este método la imagen de difraccion que se forma en el
plano focal posterior de la lente objetivo es aumentada M veces mediante
el sistema de proyeccion del microscopio de modo que la longitud de
camara efectiva puede ser convenientemente variada siendo su valor
L = M donde f, es la distancia focal de la citada lente. La manipulacion
que se requiere es extremadamente simple y comoda y la observacion de
una muestra llega a ser una operacién de rutina que en la practica suele si-
multanearse con la observacion de la imagen en campo claro.
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El diagrama de difraccion de una muestra es un reflejo de su organiza-
cién estructural a nivel atémico y molecular (Fig. 1). Para una sustancia
amorfa, el diagrama consiste en un halo difuso que rodea a una mancha
central interna correspondiente a la radiacion no desviada. Este es el caso
de la mayor parte de las muestras biologicas, los materiales vitreos y las pe-
liculas metalicas que se obtienen por evaporacién. La informacion que su-
ministra esta clase de diagramas es escasa y de dificil interpretacion. Las
sustancias cristalinas por el contrario originan diagramas constituidos por
maximos y minimos discretos cuya localizacion viene definida por el tipo
de estructura presente. Es sélo en este segundo caso cuando la técnica de
difraccion de electrones presenta interés de aplicacion practica.

El modelo de diagrama que se obtiene de una muestra cristalina viene
determinado por el tipo y grado de orientacion molecular que en ella exis-
te. Cuando se trata de un monocristal, el diagrama consiste en un reticulo
puntual que refleja la red del mismo en el plano perpendicular al haz elec-
tronico. Inclinando el cristal a diferentes angulos mediante un goniémetro
se obtienen diagramas que corresponden a otros planos reticulares y es po-
sible recabar la informacién necesaria como para determinar todos los pa-
rametros de la estructura cristalina. Las muestras policristalinas en cambio
dan diagramas consistentes en anillos, los cuales estan integrados por las
reflexiones que corresponden a las ilimitadas orientaciones que adoptan
los multiples dominios monocristalinos. Un caso particularmente favora-
ble es el que se conoce como diagrama de fibra, el cual se obtiene a partir
de muestras con orientacién molecular en una direccion Gnica como son
las propias fibras o las peliculas que han sido estiradas en una direccion.
Este diagrama se interpreta como el correspondiente a la superposicion de
los distintos diagramas que se originarian por rotaciéon de un monocristal
de la muestra alrededor del eje de orientacion. Dado que el diagrama de fi-
bra responde a la estructura tridimensional de la muestra y la localizacion
de las reflexiones esta bien definida, la informacion que suministra suele
ser de excepcional valor en el anilisis estructural.

La informacion basica presente en el diagrama de difraccion viene
dada por la posicion y la intensidad relativa de las reflexiones. En la difrac-
cién de rayos X ambos tipos de datos son frecuentemente utilizados en la
determinacion de la estructura. En la difraccion de electrones la interpreta-
cion de la intensidad es mas complicada dada la fuerte interaccién con la
materia que ocurre en este caso, ello hace que los datos de intensidad se
suelan valorar s6lo de manera cualitativa y aproximada. Hay no obstante
algunos ejemplos en los que mediante un tratamiento corrector ha sido po-
sible utilizar las intensidades de los diagramas de difraccion de electrones
aunque no hay uninime connivencia acerca de la rigurosidad del método.”

La posicion de las reflexiones por otra parte define las distancias inter-
planares presentes en la red cristalina y su determinacion se realiza en base
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a la ley de Bragg. Dado el bajo angulo de refraccion para los electrones el
fenomeno se simplifica geométricamente de forma que la expresion practi-
ca es R.dy,; = LA. El producto LA (L, longitud de cimara; A, longitud de
onda del electron) viene definido por las condiciones de operacion del ins-
trumento y se conoce como constante de cimara, la cual es previamente
calibrada con ayuda de una muestra de estructura cristalina conocida. La
distancia entre planos hkl se determina midiendo en el diagrama la distan-
cia R a que su reflexion correspondiente se encuentre del origen. El inde-
xado del diagrama se lleva a cabo por tanteo y el grado de fiabilidad que
se alcanza depende del namero y definicion de las reflexiones que contie-
ne.

El estudio estructural de un polimero por difraccién de electrones re-
quiere por tanto el disponer de una muestra del material en forma de peli-
cula, a ser posible orientada, microfibrillas o en dltimo caso como polvo
microcristalino. Un caso particularmente significativo lo constituyen los
monocristales que se preparan a partir de disoluciones diluidas de la mayo-
ria de los polimeros semicristalinos (Fig. 5a). Estos cristales tienen morfo-
logia laminar con una dimensién del orden de mil veces menor que las
otras dos, y las cadenas de polimeros se encuentran en ellos alineadas con
sus ejes aproximadamente perpendiculares a la base de la limina. La difrac-

Figura 5. a) Lamelas de polietileno cristalizadas a partir de una disolucién al 0.1% del polime-
ro en tetracloroetileno a 65°C y sombreadas con platino a un angulo de 15°. Aumentos:
12.000. b) Difraccion de electrones de una lamela de polietileno. El reticulo rectangular que
se observa corresponde a la estructura del cristal proyectada a lo largo de su eje c a lo largo

del cual se alinean las cadenas.
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cién de electrones de estas lamelas depositadas sobre una pelicula soporte
se indexan como hkO y permiten establecer sin ambigiiedad el modelo de
empaquetamiento molecular adoptado por el polimero (Fig. 5b). Si se in-
clinan respecto al haz o se preparan secciones de sus sedimentos, se puede
obtener la informacién complementaria acerca de su tercera dimension.
Aunque carentes por el momento de aplicaciones técnicas, estos monocris-
tales constituyen la unidad bésica estructural de todo polimero semicrista-
lino en el estado sélido y de aqui que su estudio sea relevante para el cono-
cimiento de estos materiales.

La difraccién de electrones por otra parte es una técnica apropiada
para seguir las transformaciones que acontecen en los polimeros como
consecuencia de efectos mecanicos o térmicos. Para inducir efectos térmi-
cos el microscopio se habilita con un termostato que genera gradientes en
la muestra desde temperaturas subambiente hasta 200-300°C. Las defor-
maciones mecanicas se efectiian sobre la misma preparacion una vez depo-
sitada la muestra sobre la pelicula plastlca soporte, que es sobre la que real-
mente se ejerce la tension actuando asi como transmisora de la misma. En
cualquiera de los dos casos no sélo se observan los cambios morfologicos
sino que es posible detectar las transiciones estructurales que ocasional-
mente le acompanan.

DE versus Rayos-X

Dado que tanto la difraccion de rayos X como de electrones tienen
como objetivo comun el andlisis estructural es conveniente senalar las
competencias de una y otra y poner asi de relieve su caracter complemen-
tario.

La difraccion de rayos X es sin duda alguna el método por excelencia
con que se cuenta para el estudio de la estructura de los materiales cristali-
nos y ello es consecuencia de la precision y capacidad de la técnica junto
con el profundo entendimiento que se ha llegado a alcanzar del fenomeno
en este caso. No obstante la difraccion de electrones presenta ciertas pecu-
liaridades que la configuran como técnica complementaria e incluso insus-
tituible en ciertas aplicaciones.

Dado que el factor de dispersion atomica para el electron es del orden
de mil veces superior que para los rayos-X, el volumen minimo de muestra
necesaria para su analisis es del orden de 10” veces menor. Esto permite re-
gistrar diagramas de difraccion de electrones de micromuestras de tamano
insuficiente como para ser examinadas por rayos X. Asi por ejemplo solo
mediante difraccion de electrones es posible conocer la organizacion mole-
cular en los monocristales de polimeros o identificar la naturaleza de inclu-
siones microcristalinas. Por otra parte este es el unico método para deter-
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minar la estructura de polimeros que solo son orientables en forma de pe-
liculas conteniendo algunas capas moleculares.

En segundo lugar el microscopio electrénico es inico en poder com-
binar el analisis estructural con el morfolégico permitiendo definir cual es
la disposicion molecular dentro de una determinada morfologia. Se puede
asi determinar la orientacién de un dominio cristalino incluido en una ma-
triz amorfa o cristalina y también la orientacion relativa que presentan en-
tre si dominios cristalinos adyacentes.

Ortras caracteristicas que anaden atractivo a la difraccion de electrones
son la rapidez de registro de los diagramas, del orden de segundos, la flexi-
bilidad en la longitud de cimara que emplea, permitiendo estudios a alto
y bajo angulo de manera inmediata, y el mayor nimero de reflexiones que
se registra para una orientacion dada del cristal como consecuencia de la
pequenisima longitud de onda que se emplea.

Pero sin lugar a duda, el problema mas grave y que constituye la prin-
cipal limitacion que presenta esta técnica, es el efecto destructivo que ejer-
ce el haz de electrones sobre las muestras organicas. No sélo las interaccio-
nes moleculares de tipo secundario sino también los propios enlaces cova-
lentes llegan a ser destruidos a dosis de radiacion que suelen estar muy por
debajo de las que usualmente se aplican en la observacién rutinaria de
muestras por el método de campo claro. Aunque la morfologia de la mues-
tra suele permanecer aparentemente inalterada, ocurre inevitablemente un
deterioro de la estructura cristalina que se manifiesta en la extincién pro-
gresiva del diagrama de difraccion. Una enorme cantidad de esfuerzos se
ha dedicado a minimizar este problema que atn esta por resolver del todo.
S6lo mediante un riguroso control de la dosis de radiacion que se hace in-
cidir y con el uso de sistemas de registro excepcionalmente sensibles, es
posible obtener buenos diagramas de difraccion de electrones de polime-
ros. Todas estas medidas son estériles en determinadas ocasiones y la des-
truccion del material se suele producir a niveles de radiacion por debajo
del minimo requerido para el registro. En estos casos otros métodos alter-
nativos de estudio han de ser forzosamente considerados.
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