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RESUMEN

En este trabajo se estudié la morfologia de hidrogeles obtenidos a partir de copolimeros de poli(acrilamida-co-acido
acrilico), poli(AAm-co-AAc) y de poli(acrilamida-co- acido itacénico), poli (AAm-co-Al) por Microscopia Electronica de
Barrido (MEB). Para su caracterizacion se emplearon tres métodos diferentes: liofilizacion, secado por punto critico (SPC)
e hidrogeles hidratados en un MEB de presion variable. Los hidrogeles liofilizados revelaron un mayor tamafio para los
copolimeros de poli(AAm-co-Al), (1-36 pm) en comparacion con los de poli (AAm-co-AAc), (0,5-7 um). Por su parte,
mediante SPC el hidrogel de poli(AAm-co-AAc) presentd una alta frecuencia de tamafios de poro de 2,5 pm (23%), seguido
de tamafios entre 1,7 pm y 3,33 pum; mientras que el hidrogel de poli (AAm-co-Al) alcanzaba tamafios de poros
comprendidos entre 17 y 37 um. Finalmente, la caracterizacion en un MEB de presion variable de los hidrogeles, luego de
permanecer 24 h en agua destilada, evidencid poros de tamafio heterogéneo. Cuando los copolimeros de poli (AAm-co-
AAc), se sometieron a un ambiente 100% de humedad, dentro del mismo MEB, se observéd que a medida que se sublima el
agua de la superficie del hidrogel (-10°C) se desarrolla una morfologia de vesiculas o ampollas, que terminan rompiéndose
formando grandes poros que oscilan entre 30 y 60 um. Los resultados obtenidos demostraron que la cinética de absorcién
del fluido por parte de los hidrogeles no solo depende de la estructura quimica del hidrogel, sino que el ambiente y el nivel
de humedad al que sea sometido son determinantes.
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COMPARATIVE MORPHOLOGICAL ANALYSIS OF COPOLYMERS HYDROGELS BY SCANNING
ELECTRON MICROSCOPY

ABSTRACT

In this work the morphology of hydrogels obtained from poly (acrylamide-co-acrylic acid), poly (AAm-co-AAc) and poly
(acrylamide-co-itaconic acid), poly (AAm-co-Al) was studied by Scanning Electron Microscopy (SEM). For
characterization three different methods were used: Freeze drying, critical point (SPC) and variable pressure SEM in
hydrated hydrogels. Lyophilized hydrogels revealed a larger size for poly (AAm-co-Al) copolymers, (1-36 microns)
compared to the poly(AAm-co-AAc) (0,5-7 microns). Moreover, through SPC the poly(AAm-co-AAc) hydrogel showed
high frequency pore size of 2.5 microns (23%), followed by size between 1.67 microns and 3.33 microns; while the poly
(AAm-co-Al) hydrogel reached pore sizes between 14 and 38 microns. Last, characterization by variable pressure SEM of
hydrogels, after remaining 24 h in distilled water, showed heterogeneous pore size. When poly (AAm-co-AAc) copolymer
were subjected to 100% humidity atmosphere “in situ” (in the SEM), it was found that, as the water of the hydrogel surface
is sublimated, vesicle or blister morphology was develops, breaking ending, forming large pores ranging from 30 and 60
microns. The results obtained showed that the kinetics of absorption of fluid by the hydrogel depends, not only on the
chemical structure of the hydrogel, but the atmosphere and the humidity level which is subjected are decisive.

Keywords: Copolymers, hydrogels, morphology, variable pressure SEM.
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INTRODUCCION

La observaciéon de una muestra mediante Microscopia
Electronica de Barrido convencional (MEB) exige que la
misma cumpla con ciertas propiedades, entre ellas, la de

ser conductora y deshidratada [1,2].

En el caso de muestras como los polimeros hidrogeles
ademas de ser inestables frente a la irradiacion con el haz
de electrones, ellas contienen una cantidad importante de
agua, lo cual aumenta su inestabilidad estructural para ser
observada en la camara de alto vacio del MEB. Se han
reportado diferentes métodos para secar una muestra a ser
observada en el microscopio electronico de barrido [1-3],
entre ellas estan la de secado mediante punto critico y
secado por congelamiento. Una tercera opcion es estudiar
la muestra en un Microscopio electronico de barrido en el
cual la camara de la muestra esté en un vacio bajo
impidiendo, de esta manera, la deshidratacion de la misma
[4]. En el presente trabajo se estudiaron redes expandibles
de polimeros utilizando dos métodos diferentes de
preparacion para su observacion en el MEB convencional
y, ademas, se observaron las muestras en un MEB de

presion variable.

Los polimeros hidrogeles o, de redes expandibles en agua,
se pueden definir como materiales poliméricos
entrecruzados que forman una red tridimensional de
origen natural o sintético la cual en contacto con el agua
aumenta considerablemente su volumen, formando
materiales blandos y eldsticos. Los hidrogeles se han
venido obteniendo a partir de copolimeros que poseen una
gran clasticidad al entrar en contacto con el agua y una
alta capacidad de hidratarse, lo que se evidencia por el
hinchamiento que se genera en el polimero al ser

solvatado por el liquido [5,6].

El grado de hinchamiento indica la capacidad de
almacenar liquido del hidrogel, y esta caracteristica es
muy importante ya que le confiere a estos materiales la
propiedad de ser superabsorbentes permitiéndoles retener

una mayor y diversa cantidad de liquidos, y ser utilizados
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en aplicaciones tales como pafnales, farmacos vy

dispositivos de liberacion controlada [7].

El promedio de tamafio de poro, la distribuciéon de su
tamafio y las interconexiones son factores importantes en
el area de la liberacion de farmacos. Se ha reportado que
la liberacién es controlada por la relacidon entre el tamafio
de poro y el tamafio de la molécula del farmaco, asi como
el tipo y la fuerza de las interacciones entre éste y las
cadenas que componen la red del hidrogel [8], de alli la
importancia de estudiar y comparar parametros como el
diametro de poro en estos materiales. En trabajos previos
[9-12] se ha estudiado el efecto de las condiciones de
sintesis en esos parametros, pero, el aporte del presente
trabajo consiste en el estudio comparativo de la porosidad
que se desarrolla en polimeros hidrogeles, en funcion del
método de preparacion de muestras que se aplique para su

observacioén por MEB.

MATERIALES Y METODOS

Sintesis de los hidrogeles

Se sintetizaron geles a partir de de copolimeros de poli
(acrilamida-co-acido acrilico), poli(AAm-co-AAc), y de
poli (acrilamida-co-acido itaconico), poli(AAm-co-Al).
Para la obtencion de los copolimeros se pesaron las
cantidades necesarias de los mondmeros para ser
mezclados en las proporciones 100/0, 90/10, 65/35 y
60/40. Se utilizd6 1% del agente entrecruzante (N,N’-
metilenbisacrilamida) y 0,5% del iniciador. La sintesis se
llevo a cabo en medio acuoso a 60°C, adicionando
inicialmente los monomeros y el agente entrecruzante al
medio de reaccion. Posteriormente, bajo una purga de N,

se adiciono el iniciador.

Los hidrogeles obtenidos se cortaron en forma de discos
los cuales se colocaron en agua desionizada para su
purificacion. Luego fueron deshidratados a temperatura
ambiente hasta que alcanzaran su estado seco (de xerogel)
(Figura 1).
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4 . )
Fig. 1. Hidrogeles de poliAAm en forma de discos en
estado seco e hidratado

Estudio de los Hidrogeles por MEB

Para la caracterizacion de los polimeros hidrogeles se
emplearon tres  métodos diferentes, los cuales se

describen brevemente a continuacion.

1. Estudio morfologico de hidrogeles mediante
Liofilizacion

Esta técnica consiste en deshidratar un material
convirtiendo primero el agua en hielo para luego
sublimarla a baja temperatura y alto vacio [13, 14].
Después de su purificacion los hidrogeles sintetizados
fueron deshidratados hasta que alcanzaron su estado de
xerogeles, dejandolos secar a temperatura ambiente
durante una semana. Posteriormente, se introdujeron en
nitrogeno liquido por espacio de 5 minutos. Luego fueron
fracturados con una cuchilla previamente enfriada a la
misma temperatura; obteniéndose diferentes porciones del
xerogel inicial (ahora en estado criogénico se le denomina
criogel), las cuales fueron separadas en dos grupos: a) Los
que serian estudiados en su estado inicial de xerogel y b)
los que serian estudiados en su estado de hinchamiento en
equilibrio (W,,) [15-17]. Para los hidrogeles hinchados, el
tratamiento de las muestras implicé un liofilizado
mediante un equipo marca Labco, para eliminar el agua

contentiva en los reticulos de la red polimérica.

2. Estudio morfologico de hidrogeles mediante secado

por punto critico

Esta técnica consiste en deshidratar un material basado en
el concepto de que para un gran nimero de liquidos, dos
de sus fases estan en equilibrio y no existe interfase entre

ellas, por lo que no hay tension superficial: esto ocurre a
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ciertos valores de presion y temperatura y es conocido

como el punto critico [13, 14].

A fin de estudiar mediante MEB los cambios estructurales
del hidrogel generados después de la hidratacion, se
procedi6 de la siguiente manera: el hidrogel purificado y
secado se someti6 a hinchamiento en agua destilada
durante 24 h, hasta su equilibrio fisicoquimico, luego fue
deshidratado lentamente en soluciones agua/etanol 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60% y 70% dejandolo 25 min. en
cada solucion [18, 19]. Estas condiciones han sido
optimizadas en funciéon de la composicion del hidrogel

[19].

Una vez culminado este proceso, la muestra fue
procesada, con la finalidad de deshidratar la muestra sin
modificar su estructura, en un secador de punto critico
marca Hitachi, donde se hicieron lavados sucesivos con
CO,. Luego fue adherida a un portamuestras de aluminio
mediante una cinta conductora y cubierta al vacio con
cromo en un evaporador de alto vacio marca Hitachi.
Finalmente, la muestra asi preparada fue analizada en un
Microscopio Electronico de Barrido marca Hitachi, con
filamento de emisiéon de campo. La estimacion del tamafio

de los poros se realizo con base a 100 medidas.

3. Estudio morfologico de hidrogeles hidratados en un

MERB de presion variable

En este caso los hidrogeles se estudiaron en un MEB de
presion variable marca FEI. Este equipo permite variar la
presion en la camara de la muestra y ademas es posible
introducir, de manera controlada, presion de vapor de

agua.

Para el estudio de los polimeros hidrogeles utilizando un
MEB de presion variable se trabajo de dos maneras: una
porcion de la muestra se observo después de someterla a
inmersion acuosa por 24 h. Y otra porcion del hidrogel
seco se colocd en el MEB y la cdmara de muestra se llevo

a 100% de humedad durante 30 min.

Para el estudio de los polimeros hidrogeles utilizando un
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MEB de presion variable se trabajé de dos maneras: una
porcion de la muestra se observo después de someterla a

inmersion acuosa por 24 h.

Otra porcion del hidrogel seco se colocd en el MEB y la
camara de muestra se llevdé a 100% de humedad durante

treinta minutos.
RESULTADOS Y DISCUSION
Estudio por MEB a partir de hidrogeles liofilizados

El estudio morfologico de los copolimeros hidrogeles
mediante este tratamiento implicod ciclos de congelacion-
evaporacion, para eliminar la totalidad del agua libre
contenida en el sistema. En la Figura 2 se muestran las
imagenes obtenidas para los hidrogeles de poli(AAm-co-

AAc) (Figura 2a) y de poli(AAm-co-Al) (Figura 2b).

Los resultados demostraron un mayor tamafio en el
reticulado de los hidrogeles de poli(AAm-co-Al) (1-36
pm) en comparacion con los geles de poli(AAm-co-AAc)
(0,5-7 pum), tal como lo revelan los histogramas de
frecuencia obtenidos a partir de las micrografias MEB.
(Figura 3) Los histogramas reflejaron también que la
distribucion del tamafio de los poros es mas homogéneo
para los hidrogeles de poli(AAm-co-AAc); con el
comonomero Al, se generd una amplia distribucion en el
tamafio de poro (Ver histograma de la Figura 3b). Esta
diferencia en el tamafio del reticulado final, puede
justificarse por la estructura molecular del acido ita-
conico empleado, donde la flexibilidad generada por el
grupo CH, vecino al grupo 4cido favorece su capacidad de

interaccion [5,7].

Estudio por MEB de un hidrogel secado por punto
critico (SPC).

El secado mediante punto critico de los hidrogeles
permitié observar una estructura definida en forma de
malla en el hidrogel de poli (AAm-co-AAc) (Figura 4a).
Mientras que en el hidrogel de Poli (AAm-co-Al) se
volvieron a revelar los grandes poros que posee (comparar

en la Figura 4 las magnitudes de las micromarcas).
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El analisis morfologico reveld también que en el
copolimero con AI los poros estdn interconectados,
aspecto que revelaron ambas técnicas (liofilizado y SPC).
Esta caracteristica le confiere al material la propiedad de
capilaridad que le permite recibir una mayor cantidad de
liquido; esta es una de las caracteristicas particulares de

los polimeros superabsorbentes [8].
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Fig. 2. Micrografias MEB de hidrogeles de: (a)
poli(acrilamida-co-acido acrilico) y (b) poli(acrilamida-
co-4cido itaconico), preparados por liofilizacion.
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Fig. 3. Histogramas de hidrogeles de: (a) poli(acrilamida-
co-4cido acrilico) y (b) poli(acrilamida-co-acido
itaconico), preparados por liofilizacion.

De acuerdo a las medidas realizadas en las micrografias
MEB, se pudieron estimar tamafios entre (0,8-5 um) para
el hidrogel de poli (AAm-co-AAc), (Figura 5a). Se
aprecid por el método de SPC, la misma tendencia que
para las muestras liofilizadas, ya que también por esta
técnica de preparacion, los hidrogeles de poli (AAm-co-
AAc), poseen poros mas pequefios respecto a los
hidrogeles de poli(AAm-co-Al) (Figura 5). El hidrogel de
poli(AAm-co-AAc) presentd una alta frecuencia de
tamafios de poro de 2,5 um (23%), seguido de tamafios
entre 1,7 pm y 3,3 pm (con un 18% y 15%,
respectivamente); mientras que el hidrogel de poli (AAm-
co-Al) alcanzo6 tamafios de poros comprendidos entre los
17 y los 37 um, siendo el tamafio de mayor frecuencia

(37%) entre 26 y 30 um.

Al comparar los histogramas generados por las medidas
en las micrografias MEB de los hidrogeles tratados por

ambas técnicas, (Figura 3 y Figura 5), se puede comprobar
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que los rangos de tamafio encontrados coinciden,
especialmente en el hidrogel de poli (AAm-co-AAc) . No
obstante, la distribucion de las frecuencias en las medidas
difiere  notablemente, pudiéndose observar que
predominaron los intervalos de mayor tamafio cuando se

prepararon los hidrogeles mediante SPC.

a)Poli(AAm-co-AAc)

b)Poli (AAm-co-Al)

%4 100 pm

Fig. 4. Micrografias MEB del hidrogel de: (a)
poli(acrilamida-co-acido acrilico) y (b) poli(acrilamida-
co-acido itaconico) preparados con el secador de punto

critico.
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Fig. 5. Histogramas de hidrogeles de: (a) poli(acrilamida-
co-acido acrilico) y (b) poli(acrilamida-co-acido
itaconico) preparados con el secador de punto critico.

Estudio morfolégico del hidrogel hidratado en un
MEB de presion variable

En las Figuras 6-9 se presentan las micrografias para
hidrogeles de poli (acrilamida-co-acido acrilico),
poli(AAm-co-AAc), generadas utilizando el MEB de
presion variable. Como ya se indicd, en algunos casos, el
hidrogel se observo después de someterlo a inmersion
acuosa por 24 h (sin ningun tipo de secado previo). Y
otras imagenes corresponden al hidrogel seco que fue

hidratado “in situ”, dentro de la misma camara del MEB.

Asi, en la figura 6 se muestra el hidrogel de poli (AAm-
co-AAc), (obtenido a partir de una relacion de
alimentacion AAm/AAc, 90/10), donde se puede apreciar
que en estado seco practicamente no hay ningun tipo de
porosidad en su superficie, reflejando su estado de

xerogel.

Por el contrario, la figura 7 corresponde al mismo hidrogel
luego de estar 24 h en agua destilada; en la imagen se
puede observar una serie de poros de tamafio heterogéneo

(15-40 pm).
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Fig. 6. Micrografia en el MEB de presion variable del
xerogel (hidrogel seco) de poli(AAm-co-AAc) sintetizado
con AAm/AAc, 90/10.

Fig. 7. Micrografia en el MEB de presion variable del
hidrogel de poli(AAm-co-AAc), sintetizado con
AAm/AAc, 90/10, después de permanecer sumergido en
agua durante 24 h.

Cuando este mismo hidrogel de poli (AAm-co-AAc), se
colocd seco en la camara del MEB y alli se sometio
durante media hora a un ambiente de 100% de humedad,
se observo que a medida que se sublimaba el agua de la
superficie del hidrogel (-10°C) se desarrollaba una
morfologia como de vesiculas o ampollas (Figura 8),
algunas de las cuales se rompian para formar grandes

poros de tamafios que oscilan entre 30 y 60 um.
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No obstante, aunque los poros que se formaron en el MEB
de presion variable son més grandes, estos se presentaron
en menor cantidad que cuando la muestra fue colocada en
contacto con el agua previamente. Estos resultados
evidenciaron que en 30 min. no se alcanza aun el estado
de hinchamiento en equilibrio de los hidrogeles. No
obstante, hay que destacar que en estas condiciones se
desarrollé el mayor tamafio medido en las micrografias
(hasta de 60 pum), poros que se desarrollaron “in situ” en
estos hidrogeles, y que son mayores que los poros
medidos cuando se alcanza el equilibrio. Las magnitudes
sugieren que la estructura después de 24 h en agua tiende

a compactarse o reordenarse.

Para el hidrogel sintetizado con mayor cantidad de acido
acrilico, poli(AAm-co-AAc), (a partir de una relacion
AAm/AAc, 60/40 y conservando la proporcion de 1% del
entrecruzante), sumergido previamente por 24 h (Figura
9), se pudo observar la ausencia de zonas lisas como las
que estaban presentes en el hidrogel analogo sintetizado
solo con 10% de AAc (Figura 7), evidenciando un mayor
caracter poroso. Fue obvia también la cantidad
significativamente mayor de vesiculas (ya abiertas y
convertidas en poros), con tamafios que oscilaban entre

15-40 pm.

Los resultados obtenidos en el MEB de presion variable,
evidenciaron como la porosidad desarrollada en estos
materiales no solo se puede disefar a partir de la relacion
de mondmeros y de agente entrecruzante que se agregue,
tal como ha sido ampliamente reportado [8-12]; aspectos
como la cinética de absorcion del liquido también
dependen determinantemente del ambiente y el nivel de
humedad al que sea sometido el material. En cada caso se
observo diferente tamafio, ordenamiento y tipo de poro
(formacion de vesiculas) asi como diferencias en la

velocidad de expansion de los mismos.

Por otra parte, poder relacionar las variables cinéticas de
absorcion ampliamente reportados en los hidrogeles [5-12,

15-18], con la morfologia que se desarrolla durante la
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difusion del fluido, constituye un vasto campo de
investigacion, y, en esta via, estos resultados en el MEB
de presion variable establecen un valioso aporte. En este
sentido, la formacion de las vesiculas y su ruptura
generando poros podrian relacionarse con esquemas como
el de la Figura 10 que ha sido reportado previamente para
explicar el proceso de absorcion y difusion de fluidos

[20].

Fig. 8. Micrografia en el MEB de presion variable del
hidrogel de poli(AAm-co-AAc), sintetizado con
AAmM/AAc, 90/10, humedecido en la camara del MEB.

Fig. 9. Micrografia en el MEB de presion variable del
hidrogel de poli(AAm-co-AAc), sintetizado con
AAm/AAc, 60/40, después de permanecer sumergido en
agua durante 24 h.
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(2) (b)

Fig. 10. Esquema propuesto para la difusion desde: (a) el
estado vitreo del xerogel al (b) estado hinchado del
hidrogel. Los circulos blancos representan las moléculas
de agua y, los circulos negros, de un farmaco u otra
sustancia a difundir (inspirado en la referencia [20]).

CONCLUSIONES

La aplicacion de las diferentes técnicas de preparacion de
los hidrogeles, para su andlisis por microscopia
electronica de barrido, permitid establecer tamafio de los
poros que oscilaban entre 0,5 y 60 pum, para esta familia
de copolimeros. Determinandose que estos hidrogeles
poseen poros en el rango de tamafios previamente
reportado por otros autores [21-26]. Aun cuando se
encontraron diferencias significativas de tamafio entre un
método y otro, las comparaciones relativas fueron
posibles. La aplicacion simultanea de la técnica en MEB
convencional junto a la MEB de presion variable permitio
evaluar el tipo de porosidad que se desarrolla asi como la
forma de expansion de los hidrogeles, en funcion del

modo de hidratacion de los mismos.
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