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Glosario

Simbolos

Griegos

4: gradiente de cizalla.

7: viscosidad de la disolucion.

no: viscosidad del disolvente.

[n]: viscosidad intrinseca.

k: inversa de la longitud de Debye (inverso del espesor de la doble capa eléctrica).
A: longitud de onda del laser utilizado en diferentes técnicas.

Amaz: longitud de onda correspondiente al maximo de absorbancia.
w: movilidad electroforética.

p: densidad de la disolucién.

7: esfuerzo / tiempo de relajacion.

Tf: tiempo de relajacién répido.

Te: tiempo de relajacion lento.

Try: esfuerzo de cizalla.

(: potencial zeta.

Latinos

a: longitud de persistencia / radio de una particula coloidal.
ap: radio equivalente traslacional (radio de Stokes).

A: absorbancia.

As: segundo coeficiente del virial.

b: didmetro de bola en un modelo de bolas.

¢: concentracion.



GLOSARIO

s (: funcion de correlacion.
» d;: didmetro hidrodindamico.
= D: coeficiente de difusién traslacional.

= f: coeficiente de friccién traslacional.
» ¢g): funcién de correlacién del campo eléctrico normalizada.

» ¢@): funcién de correlacién de la intensidad de luz normalizada.
» (G4: funcién de correlacién del campo eléctrico no normalizada.
» (G9: funcién de correlacion de la intensidad de luz no normalizada.
= [: intensidad de luz dispersada.

= [y: intensidad de luz incidente.

» kp: constante de Boltzmann.

» L (o L.): longitud de contorno.

= M: peso molecular.

= M7 : peso molecular por unidad de longitud.

= N4: numero de Avogadro.

= n: indice de refraccion.

m ¢: vector de scattering.

» 7p: radio hidrodindmico (radio de Stokes).

= R: relacién Rayleigh.

= 5: coeficiente de sedimentacion.

= {: instante de tiempo.

= T temperatura.

s T%:% de transmitancia.

= ¥: volumen especifico parcial.

s V: volumen.



GLOSARIO

Acronimos

= ADN: 4cido desoxirribonucleico.

= AuNP: nanoparticula de oro.

= CCC: concentracién critica de coagulacién.

= CS: quitosano.

s AUC: ultracentrifugacién analitica.

= DLCA: agregacién limitada por difusion.

= DLS: dispersién de luz dindmica.

= [TIES: interfase entre disoluciones electroliticas inmiscibles.

s LCST: temperatura de disolucién critica inferior.

» P-46/20: copolimero con 46 monémeros de PNIPAAM y 20 monémeros de PAMPTMA.
» P-48/6: copolimero con 48 monémeros de PNIPAAM y 6 monémeros de PAMPTMA.

s PNIPAAM-co-PAMPTMA: copolimero dibloque formado poli(N-isopropilacrilamida) y
poli((3-acrilamidopropil)trimetilamonio).

s RLCA: agregacién limitada por reaccién.

= SLS: dispersién de luz estatica.

= SPR: resonancia de plasmoén superficial.

s TEM: microscopia electréonica de transmisiéon.

= UCST: temperatura de disolucién critica superior.

= UV-vis: espectroscopia ultravioleta-visible.






Capitulo 1

Introduccion

1.1. Preambulo

El trabajo que constituye esta Tesis Doctoral forma parte de las actividades del Grupo
de Investigacion de Quimica Fisica Macromolecular (“Polimeros”, E045-04) del Departa-

mento de Quimica Fisica de la Universidad de Murcia.

Entre los objetivos del Grupo en los anos recientes se ha dado gran importancia a la
incorporacién de lineas de trabajo experimental, dentro del campo de la quimica fisica de
macromoléculas bioldgicas y sintéticas, y nanoparticulas, en disolucién o dispersion. En
este campo, en los aspectos tedricos, conceptuales y metodologicos, este Grupo ha desa-
rrollado una labor intensa durante muchos anos. No entramos aqui en detalles; algunos
aspectos en este sentido seran indicados en esta Tesis mas adelante, cuando sea oportuno.
La motivacién para iniciar estas lineas experimentales fue propuesta, aceptada y finan-
ciada, por una parte, por el Ministerio de Economia y Competitividad, para los proyectos
CTQ2009-08030 y CTQ2012-33717. De hecho, la concesiéon del CTQ2012-33717 incluyé
la dotacion del contrato predoctoral con el que ha contado la autora de esta Tesis para
la realizacion de esta investigacion. Y por otra, por la generosa concesion a este Grupo,
por parte de la Fundacién Séneca de la Regién de Murcia, de la mencion del mismo como
Grupo de Excelencia, con la importante subvencién econémica (04531/GERM/06) que,

segun lo solicitado, se destinaba a cubrir objetivos de caracter experimental.

Gracias a las mencionadas subvenciones, se adquirié instrumentacion para imple-

mentar, completamente — o parcialmente, otras que estaban implementandose — diver-
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sas técnicas de caracterizacion de macromoléculas y nanoparticulas, entre las que cabe

mencionar:
» Dispersién de luz (light scattering, LS)
= Viscosimetria
= Densimetria
= Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis)
= Reologia
» Ultracentrifugacién analitica (analytical ultracentrifugation, AUC)
= Cromatografia de exclusién de tamanos (size exclusion chromatography, SEC)

Todo ello ademas de otras técnicas de caracter general disponibles en los laboratorios del
Departamento y Servicios Centrales de la Universidad, asi como de los recursos de calculo
cientifico de los que habitualmente disponemos.

La implementacion de nuevas lineas de trabajo experimental, y las consiguientes
técnicas instrumentales implica un evidente esfuerzo, que se hace mas notable para un
Grupo que hasta hace poco era eminentemente teérico. Ciertamente, casi todas las técnicas
vienen hoy en dia listas, supuestamente, segun los fabricantes, para su utilizacién inme-
diata. Para ello, cuentan con sofisticados softwares mediante los cuales el ordenador al
que estan conectados no solamente controla el instrumento, sino que se encarga tam-
bién del anélisis de los datos experimentales, obtencién de resultados finales, confeccion
de informes, etc. Respecto al panorama de la instrumentacion cientifica de hace poco —
digamos, un par de décadas —, ademas de las evidentes mejoras propiamente instrumen-
tales, se nota sobre todo en el diseno de softwares una orientacién hacia usuarios finales,
dedicados a una aplicacién concreta, y con escasa o incluso nula formacién acerca de los
principios fisico-quimicos de la técnica. Su utilizacion por parte de cientificos requiere que
éstos desentranen entresijos de esos programas de ordenador y protocolos de uso, para
acceder a los datos instrumentales primarios.

Ademas, el calibrado, verificacion, control y mantenimiento de toda esta instrumentacion
en un entorno de investigacién cientifica, ademas de la subsiguiente diversidad — no una

sola — de aplicaciones, requiere en dicho entorno una notable actividad. Partiendo de estos
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puntos de vista, el trabajo de esta Tesis se orientd, prioritariamente, a objetivos de imple-
mentacion (los susodichos calibrados, verificaciones, controles y mantenimientos) de estas
técnicas. Y, naturalmente, no solamente la implementacion, sino también la utilizacién de
las técnicas en problemas relevantes, tendente a la contribucién de aportaciones novedosas
en los mismos. Ademas de algunos temas en los que nuestro propio Grupo estaba intere-
sado, se han abordado otros motivados por colaboraciones con otros grupos, de diversas
instituciones, incluida la Universidad de Murcia, segiin indicaremos cuando sea oportuno.
Por ello, la Tesis comprende, en primer lugar, unos capitulos (del 1 al 4) de cardcter
general, descriptivo y metodolégico sobre las diversas propiedades y técnicas que hemos

utilizado, y otros capitulos (del 5 al 7) sobre las aplicaciones especificas.

1.2. Organizacion de esta Tesis

Establecidos, en la seccion anterior los objetivos generales de la Tesis, indicamos a
continuacion cémo el desarrollo de los mismos se expone a lo largo de esta Tesis. Los
primeros capitulos se dedican a la descripcién de los fundamentos, implementacion y
verificacion de diversas técnicas experimentales. Asi, el Capitulo 2 se dedica a la dispersién
de luz (light scattering) en sus diversas modalidades (estética, dindmica, electroforética).
La determinacion de la viscosidad de liquidos sencillos y de disoluciones diluidas (para la
determinacién de la viscosidad intrinseca) se trata en el Capitulo 3. La caracterizacién
del comportamiento viscoso de fluidos complejos, dependiente del esfuerzo al que son
sometidos, que pertenece a la tematica genéricamente denominada Reologia, se trata en
el Capitulo 4. Los fundamentos concretos de cada técnica se exponen en el correspondiente
capitulo. No obstante algunos conceptos muy generales, u otros que no tienen cabida en
ellos, se tratan en la siguiente seccién de esta Introduccion. En libros de texto avanzados
pueden encontrarse detalles adicionales; por ejemplo en el de Hiemenz y Lodge [1] sobre
macromoléculas sintéticas, o en el de Serdyuk y col. centrado en sistemas bioldgicos [2].

La ultracentrifugacién analitica (AUC), que hemos utilizado ocasionalmente en este
trabajo, fue objeto monogréfico de una Tesis Doctoral anterior de nuestro Grupo [3]. La
instrumentacion utilizada en las técnicas de espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis) y
microscopia de transmisiéon de electrones (transmission electron microscopy, TEM), que
también hemos utilizado en esta Tesis, seran descritas en los capitulos en los que aparezcan

medidas realizadas con ellas.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Los siguientes tres capitulos estan dedicados a mostrar aplicaciones de las técnicas
instrumentales que hemos puesto a punto. Cada uno de ellos trata con un tipo genérico
de sistema, por lo que el contenido de sus diferentes secciones es variopinto. Sin em-
bargo, se ha elegido dicha distribucion para que el nimero de capitulos y su extensién
sea equilibrada. Asi, el Capitulo 5 esta dedicado a medidas llevadas a cabo sobre sistemas
relacionados de un modo u otro con el ambito bioldgico. En concreto, tres son los sistemas
estudiados con los siguientes objetivos: 1) determinar el poder intercalador de moléculas
pequenas en el ADN, 2) determinar la estructura de la proteina PatZ, y 3) determinar el
comportamiento viscoso de fluidos de importancia en la reproduccién animal. El Capitulo
6 contiene medidas realizadas sobre sistemas que hemos denominado sintéticos porque
todos sus componentes han sido creados artificialmente en el laboratorio. En concreto,
dos son los sistemas estudiados: 1) emulsiones donde aparecen interfases polarizadas, y 2)
disoluciones de un copolimero termosensible. El Capitulo 7 estd dedicado exclusivamente
a la caracterizacion de nanoparticulas de oro en diversos medios.

Por 1ltimo, el Capitulo 8 recoge las conclusiones mas relevantes de esta Tesis.

1.3. Propiedades en disolucién

Describimos aqui muy brevemente, con el propdsito de presentar las necesarias defini-
ciones y nomenclatura, las propiedades més importantes que son consideradas en esta
Tesis.

Nos interesa el efecto causado por el soluto o fase dispersa, asociado a sus propiedades
y estructura, en una disolucién o dispersion. Las moléculas o particulas del soluto pueden
ser (i) rigidas, con una geometria mas o menos sencilla, pero determinada (ii) flexibles, con
uno, pocos o muchos grados de libertad, de manera que pueden presentar una variedad
de conformaciones.

Naturalmente, es propiedad primordial el peso o masa molecular de las particulas de
soluto, M. Una magnitud que representa el tamano global y conformacién del soluto es

el radio de giro, RR,. Para particulas rigidas se define como

1
R’ = V/Vssz’ (1.1)

donde s es la distancia desde cualquier punto de la particula a su centro de masas. La

integral (triple) se extiende sobre todo el volumen de la particula, V', indicindose con
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1.3. PROPIEDADES EN DISOLUCION

dr un elemento infinitesimal de volumen. Para el tratamiento teérico o computacional,
se discretiza la ecuacion 1.1 suponiendo la particula compuesta por un nimero N de
elementos, cuyas distancias al centro de masas son s;. Entonces, el radio de giro viene

dado por

2 1 X,
R; = <N§s> (1.2)
En esta ecuacion se contempla la posibilidad de que las particulas sean flexibles, in-
dicandose mediante (...) un promedio sobre las posibles conformaciones. En caso de ser
rigidas, este promedio no es necesario.

Son de particular importancia las propiedades de transporte. De entre ellas, la mas
importante es el coeficiente de difusién traslacional, D, de las particulas de soluto que
se estudiara con mayor profundidad en el Capitulo 2. Las teorias de Einstein sobre los
aspectos moleculares de la difusion establecen que este coeficiente esta relacionado con el
coeficiente de friccion traslacional, f, que relaciona la velocidad lineal, v, que una particula
adquiere cuando actia sobre ella una fuerza, F', siendo f = F'/v. La ecuacién de Einstein

es

 kpT
f )

en la que kg es la constante de Boltzmann y T la temperatura absoluta.

D (1.3)

La mecanica de fluidos establece que el coeficiente de friccion es el producto de la
viscosidad del fluido en que estan inmersas las particulas y un término que tiene que ver

con la forma y tamano de éstas:

f = no[forma,tamario]. (1.4)

Asi, para particulas esféricas de radio a tenemos la ley de Stokes

siendo 19 la viscosidad del disolvente. Combinando las ecs. 1.3 y 1.5 se desprende la

llamada ecuacién de Stokes-Einstein:

kgT

D = .
67 noa

(1.6)
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Para particulas cualesquiera (rigidas, de cualquier forma, o flexibles), se puede definir
un radio equivalente, habitualmente llamado radio de Stokes, o simplemente radio hi-
drodindmico, rj, que nosotros preferimos llamar, en una notacién mas rigurosa [4], radio
equivalente traslacional, ar. Se define como el radio de una esfera que tuviese el mismo

coeficiente de difusién en las mismas condiciones de disolvente y temperatura:

kT
~ 6mneD’

(1.7)

Th = ar
En ciertos dmbitos es frecuente utilizar el didmetro hidrodindmico, dy, en lugar del radio

kT
~ 3mneD’

dp = 2rp, (1.8)

Otra propiedad que va a ser considerada en esta Tesis y cuya determinacién esta en
intima conexién con la medida del coeficiente de difusién es el potencial zeta, (. Los
fundamentos de esta técnica se desarrollaran en el Capitulo 2. El potencial zeta es el valor
del potencial eléctrico en una determinada region de la doble capa eléctrica que rodea la
superficie de las particulas coloidales, siendo, por tanto, una medida de la magnitud de la
repulsién /atraccién electrostética entre las particulas. Este potencial se determina a partir
de la movilidad electroforética, 1, que se suele medir con el mismo tipo de instrumentacién

que el coeficiente de difusion,

__Snp
¢= 2¢f(ka)’

donde 7 y € son la viscosidad y la constante dieléctrica del medio, respectivamente, y

(1.9)

f(ka) es la funcién de Henry, siendo x la inversa de la longitud de Debye, que es una
medida del espesor de la doble capa, y a el radio de la particula. Es habitual que como
radio de la particula se tome el anteriormente mencionado radio hidrodinamico, a = ry,
definido por la ecuacion 1.7 y determinado a partir de medidas del coeficiente de difusion.

Una propiedad hidrodinamica de gran relevancia, aunque en esta Tesis solo se determi-
nara en unos pocos casos, es el coeficiente de sedimentacion, s, para cuya determinacién
se utiliza la técnica de ultracentrifugacion analitica en la modalidad de velocidad de se-
dimentacién (una descripcién adecuada de esta técnica se puede encontrar en el Capitulo
5 del libro de Van Holde [5]). La ultracentrifugacién analitica consiste en someter a la
disolucion a una centrifugacién a muy elevada velocidad angular de manera que se crea

una fuerza centrifuga sobre las particulas en disolucién que es opuesta al empuje o fuerza
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1.3. PROPIEDADES EN DISOLUCION

de flotacién y provoca la sedimentacion o migracion de las particulas hacia el fondo de
la celda que las contiene. Se crea, asi, un frente de concentracién que se desplaza hacia
el fondo de la celda en que estd contenida la muestra. El coeficiente de sedimentacion se
define como el cociente entre la velocidad lineal (radial) de las particulas sedimentantes,

u, y la aceleracién angular a la que estdn sometidas, w?r

u

s = (1.10)

w2r’
donde w es la velocidad angular del rotor y r la posicién radial de la particula (distancia
al eje de giro). De la relacién anterior se desprende que el coeficiente de sedimentacién
tiene unidades de tiempo. Como la mayoria de las particulas macromoleculares tienen un
coeficiente de sedimentacién del orden de 10712 s, dicho valor se utiliza como unidad para
s v se le denomina Svedberg, S.

El coeficiente de sedimentacion esté relacionado con el coeficiente de friccién definido
anteriormente mediante la relacién,

M(1 — op)

donde M es el peso molecular de la particula, v su volumen especifico parcial, p la densidad
de la disolucién, aproximadamente igual a la del disolvente, y N4 el nimero de Avogadro.
Combinando la ecuacion 1.3 para el coeficiente de difusiéon y la ecuacién 1.11 para el
coeficiente de sedimentacion se obtiene la conocida ecuacién de Svedberg,

s M(1—up)

donde R es la constante de los gases perfectos y T' la temperatura absoluta.

Otra manifestacion del efecto del soluto en propiedades de transporte consiste en que
la viscosidad de la disolucién o dispersion, 1, es mayor que la del disolvente puro, 7. El
aumento de viscosidad, absoluto n — 7y o relativo /19, es tanto mayor cuanto mayor es la
concentracion ¢ de particulas. Hay varias formas de expresar este incremento de viscosidad

o efecto espesante del soluto [6]:

» Viscosidad relativa:

77’!‘ == _7 (113)
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

= Viscosidad especifica:
n—"o

Nsp =N — 1 = , (1.14)
Mo
» Viscosidad reducida:
Mrea = 22 =100 (1.15)
¢ CMo

= Viscosidad intrinseca (o nimero limite de viscosidad)

] = iy = =iy (1.16)
En las expresiones anteriores ¢ es la concentracién maésica (no la molar). De entre todas
ellas, la viscosidad intrinseca es la que mejor caracteriza al soluto. Al hacer el limite a
concentracion cero, se eliminan las interacciones entre moléculas de soluto y, por tanto,
[n] representa la contribucién individual de cada molécula de soluto a la viscosidad de la
disolucion. Los fundamentos sobre el concepto de viscosidad y su medida se desarrollaran
en mayor profundidad en el Capitulo 3.

Como caso més sencillo se suele considerar el de una disolucion o dispersién ideal,
que se corresponde con un sistema suficientemente diluido. En ocasiones, sobre todo para
el tratamiento de datos experimentales, hay que tener en cuenta ciertos efectos de no
idealidad, asociados a la concentracion. Una medida de la no idealidad de las disoluciones
es el coeficiente del virial As. En los libros de texto se asocia este coeficiente a las medidas
de propiedades coligativas, tales como la presion osmotica, 11

IT

1
—_— = — 1
RTe = M + 2A5¢ + ..., (1.17)

donde R es la constante de los gases perfectos. No es Il una propiedad de interés en
nuestro contexto; no obstante, como veremos, As es accesible por medidas de dispersion
estatica de luz.

Por tdltimo, aunque en esta Tesis no se va a utilizar, cabe mencionar otra propiedad
hidrodindmica de bastante relevancia y que complementa al coeficiente de difusion trasla-
cional: el coeficiente de difusién rotacional, D,. La dinamica rotacional de una particula
rigida o de las subunidades rigidas de una particula flexible se caracteriza por una se-
rie de hasta cinco tiempos de relajacién, 7; (i = 1,...,5), cuya media arménica, 75, esta
relacionada con el coeficiente de difusién rotacional global de la particula, D, = 1/(67,),
donde 7, = (1/5) X0, (1/7;).
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Capitulo 2

Dispersién de luz

2.1. Introduccion

Tratamos en este capitulo los aspectos tedricos basicos y los instrumentales de las
técnicas de dispersién de luz (light scattering, LS). Como se expondrd, esta técnica com-
prende varias versiones, de las cuales las més importantes son: la estatica, la dindmica vy,
en menor medida, la electroforética, fundamento ésta ultima de la medida del potencial
zeta en particulas coloidales. Evitaremos detalles, sobre todo de los aspectos mas basicos,
que pueden encontrarse en libros de texto. Como en todo el resto de la memoria, el sistema
considerado es una disolucion macromolecular o una suspension de nanoparticulas, cen-
trandose el interés en cémo afecta el soluto a la dispersién, siendo el disolvente meramente

el medio en el que esta inmerso.

2.2. Dispersién estatica de luz (SLS)

Los conceptos basicos de la dispersion de la luz por la materia fueron expuestos a
finales del siglo XIX por Lord Rayleigh, y hacia 1940 — 1950, su aplicaciéon a la caracte-
rizacién de moléculas (esencialmente macromoléculas) fue establecida por P. Debye [7], y
posteriormente por B.H. Zimm [8,9]. Al ser iluminada con luz visible (u otras radiaciones
electromagnéticas, p. ej. rayos X), la materia dispersa una parte de la luz incidente en
todas las direcciones del espacio, sin cambio en la longitud de onda, ya que el fenémeno no
es propiamente espectroscopico, con cambio en niveles energéticos, sino que simplemente

consiste en re-emisién de la radiacion, o desvio de algunos de los fotones incidentes.
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CAPITULO 2. DISPERSION DE LUZ

Esquemaéticamente, la técnica se presenta en la Figura 2.1. La muestra (disolucién o
suspensién) se ilumina con luz ldser de intensidad [ y longitud de onda Ag. En un plano,
perpendicular a la direccién de polarizacion de la luz laser, se observa la intensidad de luz
dispersada, Iy, a uno o mas angulos 6, definidos por la prolongacion del rayo incidente y

la direccién de observacién. El detector estd colocado a una distancia r de la muestra.

IO,\A‘) \/-\@tra
DA

detector

Ordenador
(autocorrelador)

Figura 2.1: Esquema de un dispositivo para medir la dispersion de luz.

En el tratamiento de datos se obtiene la contribucién del soluto, restando la del disol-

vente (medida en un experimento previo) de la de la disolucién:

Aly = Ip(disolucion) — Ip(disolvente). (2.1)

La dependencia de la intensidad inversamente proporcional a la distancia r a la que es ob-
servada, y la obvia proporcionalidad a la intensidad incidente, Iy, se eliminan formulando
la llamada relacién Rayleigh
r?l
Ry =—2, (2.2)
Io
pudiéndose formular el exceso de relacién Rayleigh contribuido por el soluto:
TzAIQ

ARy = Ry(disolucion) — Ry(disolvente) = T
0

(2.3)
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2.2. DISPERSION ESTATICA DE LUZ (SLS)

El efecto de LS depende de ciertas caracteristicas opticas, tales como la mencionada
longitud de onda de la luz en el vacio, Ay, el indice de refraccién del disolvente, ni, y
de como el indice de refraccién de la disoluciéon varia con la concentraciéon mésica del
soluto, dn/dc (a baja c, el indice de refraccién de la disolucién es lineal en ¢, es decir
n = ny + (dn/dc)c). En la teoria, estas cantidades aparecen combinadas en la llamada

constante optica, K, dada por

472 dn\>
K= NAAén% <%> : (2.4)

Notese como K depende, ademas de la luz incidente, de la constitucién quimica del disol-
vente y de la del soluto, pero no depende del tamano de este 1iltimo.

Los estudios de los pioneros como Debye y Zimm demostraron que las variables basicas
en esta técnica son el dngulo de observacién y la concentracién (que expresamos como con-
centraciéon mésica, ¢, en g/cm?). La dependencia con estas variables estd determinada por
caracteristicas estructurales del soluto y su interaccion con el disolvente. En disoluciones

de concentracién moderada, el resultado tedrico es

Kec 1 1
= ———+2A 2.
AR, MP(9)+ oC + (2.5)

En la variacién con la concentracion interviene el segundo coeficiente del virial, As,
positivo cuando la interaccion del soluto con el disolvente es favorable. La variacion con
el angulo se establece a través del llamado factor de forma, P(6), que es una funcién
monétonamente decreciente desde P(6 = 0) = 1 (caso en el que puede sacarse de la ec.
2.5) hacia valores positivos inferiores a la unidad. La variacién angular de P(#) depende
de la estructura (tamano y conformacién) de las moléculas de soluto. En la teoria, el

angulo interviene a través de la variable

dr . /0
9= s1n(§>, (2.6)

donde A = \g/n; es la longitud de onda en el seno de la disolucién, que es muy proxima
a la del disolvente puro si la disolucién es diluida. El factor de forma puede aproximarse
por la expresién

1 R

2
—~1 g .
Py~ T (27)
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CAPITULO 2. DISPERSION DE LUZ

donde R, es el radio de giro de las particulas de soluto. Esta expresion es valida cuando el
término q2R§/3 es inferior a la unidad. Teniendo en cuenta la definicion de la ec. 2.6, esto
implica que R, sea no muy inferior a A, que mide unos cientos de nanémetros (tipicamente,
que R, sea al menos unos 20 nm). En estas condiciones, se puede escribir
E%i 1—|—i§£ﬂ2sinz<g>]—l—2flgc—l—.... (2.8)
AR M 3 A 2
Cuando R, << A, como es frecuente con proteinas, polimeros de peso molecular modera-
do, nanoparticulas pequenas, etc. la dependencia angular y R, desaparecen del tratamien-
to, quedando
AII_;C:O ~ % + 2A5¢. (2.9)
Advertimos que es costumbre escribir ARy—g, cual si fuera a angulo cero, cuando lo que

realmente se esta haciendo es aproximar a ¢ — 0, sea cual sea el angulo, pues segtn la ec.
2.7 esto ocurre cuando ¢R, = 4n(R,/\)sin(8/2) << 1, sea porque # es muy pequeno, o
porque las particulas de soluto son pequenas y su R, es pequeno frente a A. Entonces, una
representacion de K'¢/AR frente a ¢ suministra el peso molecular M mediante la ordenada
en el origen, y el segundo coeficiente del virial A3 mediante la pendiente. Podemos formular

directamente la intensidad dispersada por el soluto,

1 1 -1 1 1 -1
AR~ Ke|———+2A Al = (Iy/r*)Kc|— ———+ 24 : 2.10
“larpE) T (o/r)Ke| 37 pgy + 24 (2.10)
Si ignoramos la influencia en Al de P(#), suponiendo P(#) ~ 1, y también el efecto de
no idealidad, tomando Asc &~ 0, nos quedaria Al ~ KcM. Ignorando también Iy soente

frente a Igsorucisn N0S quedaria la relacion de proporcionalidad

Idisolucio’n ox KcM. (2 1 1)

Asi, para disoluciones de igual concentracién en un mismo disolvente de solutos homdélogos
en composicién (misma K), la intensidad de luz dispersada es Igisomucisn < ¢M, y aumenta
con el (aproximadamente proporcional al) peso molecular.

En resumen, la técnica de LS estédtico (static light scattering, SLS) proporciona in-
formacién sobre el peso molecular del soluto, M (en caso de muestras polidispersas, el
promedio en peso, M, ), su interaccién termodindmica con el disolvente segin As y, en el

caso de ser suficientemente grande, datos estructurales de dicho soluto.
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El experimento se realiza midiendo Ry para el soluto y la disolucién a varias concentra-
ciones, y (segin la instrumentacion lo permita, a mas de un dngulo) para a continuacién
formular Kc¢/ARy, que se trataria mediante la ecuaciones 2.7, 2.8 0 2.9.

En la técnica experimental, para no tener que manejar las variables instrumentales
r e Iy, la relacion Rayleigh se determina en relaciéon a una sustancia patron estandar,
habitualmente tolueno. Considerando la dependencia de la intensidad de la luz dispersada
con el indice de refraccién, se tiene que para una muestra cualquiera, que dispersa una

intensidad Iy,

AI()TL%

ARy =
o AIstd,Gngtd

ARst4, (2.12)

donde ngy es el indice de refraccién del patrén, Rgg su relacién Rayleigh (a la misma
longitud de onda, e independiente del angulo), e Iqp la intensidad de luz dispersada por

el patron al mismo angulo que la muestra.

2.3. Dispersién dinamica de luz (DLS)

2.3.1. Sistemas monodispersos

Si se observa con precisién la intensidad de luz dispersada, I, a un angulo fijo, man-
teniendo inalterables todas las condiciones experimentales, se puede apreciar que ésta no
tiene un valor constante, sino que fluctiia mas o menos apreciablemente en torno a un
valor medio, que es el que se ha considerado en la seccién anterior. Se comprueba que
esta fluctuacion no es achacable a factores tales como fluctuaciones de temperatura, rui-
do electrénico, etc. En esta fluctuacién se basa la técnica de dispersion dindmica de luz
(dynamic light scattering, DLS).

Los pioneros de esta técnica explicaron su fundamento en el movimiento browniano de
las particulas de soluto. Aun en ausencia de cualquier perturbacién, las particulas estan
sometidas a este movimiento al azar, cuyo origen y teoria bésica explicé A. Einstein en su
tesis doctoral. La consolidacion tedrica e instrumental de la técnica se debe, sobre todo,
a R. Pecora, en la década 1965 — 1975 [10-12].

Debido al movimiento browniano, en un determinado volumen V' de la disolucién el
nimero de particulas fluctia en torno a su valor medio, Nyt = NacV/M. En términos

relativos a Ny, la fluctuacion es inapreciable en un volumen macroscépico. Pero el llama-
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CAPITULO 2. DISPERSION DE LUZ

do “volumen iluminado” en LS, que es la confluencia del finisimo rayo laser con el también
muy fino haz de observacién, es muy pequeno, y en él, la fluctuacién sobre la media es,
en términos relativos, suficientemente importante. Es por ello que las caracteristicas de la
luz dispersada fluctiian concordantemente. Obviamente, las fluctuaciones son tanto més
rapidas o mas lentas segin la movilidad browniana de las particulas, indicada por su

coeficiente de difusién D, sea mayor o menor, respectivamente (Figura 2.2).

A I (A)
400
200 A, P
0 > t

Figura 2.2: Tlustracién de la fluctuacién temporal de la intensidad de luz dispersada
en DLS. (A) La intensidad parece mantenerse practicamente constante con una fluc-
tuacién que parece un pequeno ruido en una escala de 200 unidades arbitrarias. (B)
y (C) En una escala mas amplia se aprecian las fluctuaciones, que son més rapidas

(moléculas més méviles) en (C) que en (B).
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2.3. DISPERSION DINAMICA DE LUZ (DLS)

El tratamiento de fluctuaciones interviene en muchos aspectos de la fisica estadistica.
Si A(t) es una cantidad que fluctiia con el tiempo en torno a un valor medio (A), se define
la funcién de correlacién C4(t) como el promedio del producto de dos valores separados

por un intervalo t:

Ca(t) = (A(to) Ato + 1))y, (2.13)

donde el promedio se hace sobre todos los posibles instantes iniciales to. Obviamente,
Ca(t = 0) = (A(to)A(to))y, = (A?). Para valores muy pequenos de ¢, A(tg) y A(to + t)
serdn muy parecidos con lo cual C'4(¢) serd muy préximo (ligeramente inferior) a (A?). Por
otra parte, para valores muy grandes del tiempo transcurrido A(tg) v A(to + t) tendran
valores totalmente independientes (Figura 2.3(A)) y estadisticamente el promedio del
producto es el producto de los promedios, con Cs(t — 00) = (A)(A) = (A)2. Dado que
para cualquier serie de nimeros es siempre (A?) mayor que (A)% C4(t) es una funcién
que decrece monétonamente desde (A?) hasta (A)? (Figura 2.3(B)). Es frecuente expresar

las funciones de correlaciéon normalizadas respecto al valor a tiempo cero,

{(A00)A®))
(A@0)*

Indicamos las funciones normalizadas con letra minuscula. Es también habitual simplificar

CA(t) = CA(t)/CA(O) = (2.14)

la notacién con “0”, haciendo referencia a cualquier tiempo inicial. En forma normalizada,
ca(t) decae a partir de c4(0) = 1.
En DLS, la funcién de correlacion relevante es la relacionada con las fluctuaciones del

vector de campo eléctrico de la radiacién (luz) dispersada, E, que se indica como g(M(t).

(EQO)E"(?))
(E(0))?

La cantidad observable es la intensidad de luz dispersada, I, de la cual se obtiene su

ce(t) = g(t) = (2.15)

funcién de correlacién, que en forma normalizada seria:

Il
Q
Py
no
>
—~
~
S—

cr(t) (2.16)

La relacién entre las funciones de correlacién de campo eléctrico (¢™)) e intensidad
registrada en el detector (¢'?) involucra diversos aspectos de teoria electromagnética, y

se establece mediante la denominada relacién de Siegert
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<AZ>

Figura 2.3: (A) Tomando como referencia un tiempo inicial t0, el valor de A cuando
ha transcurrido un tiempo t(a), A (t+ ta) es bastante préximo a A (t0). Sin embargo,
para tiempos transcurridos progresivamente mayores, A (t0+ tb), A (t0+ tc), etc.
guardan cada vez menos correlacién con A (t0). (B) Tipico aspecto de una funcién

de autocorrelacion.

g?(t) =1+ Blg"M ()7, (2.17)

donde [ depende de caracteristicas instrumentales y de la naturaleza (pero no tamano,
forma, etc.) de soluto y disolvente.
Como expondremos a continuacion, la teoria suministra resultados primarios para

gM(t), que obtendremos a partir de la g(®(¢) experimental, como

g V(1) = \/lg@(t) - 1]/8, (2.18)

o bien, si Q = /2, tenemos una funcién no normalizada,

Gi(t) = /[9?(1) — 1] = Qg (1). (2.19)

El decaimiento de las funciones de correlacion puede contener una diversidad de modos
o componentes. Para solutos compuestos por un tnico tipo de particulas, éstos estarian
asociados a los grados de libertad de movimiento (traslacional, rotacional e interno).
Ademss, si el sistema es polidisperso, habria modos para cada una de las especies.

En un caso sencillo y bastante general, en el que el soluto fuese monodisperso, y

en el que las condiciones instrumentales de longitud de onda y angulo de observacion,
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que determinan la variable ¢ de la ec. 2.6, sean adecuadas (lo serdn en todos los casos;
no entramos en detalles, véase p. €j. [13]), hay un tnico modo de decaimiento de la
funcién de correlacién. La funcién g™ (¢) es una simple exponencial, con una constante

de decaimiento I', o tiempo de relajacién 7,

g(l)(t) = exp(—TI't) = exp(—t/71), Gi(t) = Qexp(—T't) = Qexp(—t/7). (2.20)

Tratandose de difusion browniana de una especie Uinica de soluto de particulas con coefi-

ciente de difusion D, se tiene

I'=1/r =¢°D, (2.21)

de manera que, segin las ecs. 2.16, 2.17 y 2.18,
gD () =1+ Bexp(—2¢*Dt), (2.22)
o bien, como una monoexponencial,
g?(t) — 1 = Bexp(—2¢°Dt), (2.23)
y la funcién de autocorrelacion de la intensidad es

Cr(t)

(I(0)I(t)) = B+ Aexp(—2¢*Dt), (2.24)

con linea base B = (I?) y constante pre-exponencial A = B3 = 3(I?).

2.3.2. Sistemas polidispersos

En lo que precede, se ha considerado que la dinamica observada por DLS estéd descrita
por un unico modo de relajacién de las correlaciones. Aunque esto puede ser asi en algunos
casos, o considerarse que lo es aproximadamente, en muchas situaciones hay varios modos
de relajacion simultéaneos. Esto puede ocurrir en casos particulares, cuando el soluto es una
molécula compleja, grande y flexible o anesférica. Aqui vamos a considerar otra situacién
habitual, y es que el soluto no conste de una tunica especie, monodispersa, sino que sea
una sustancia polidispersa, compuesta por una diversidad de especies componentes, cada

una de las cuales daria un modo de relajacion.
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Para un sistema polidisperso en LS, la contribucion de cada componente a las propie-
dades observables viene determinada por la parte I; que corresponde a ese componente en
la intensidad de luz dispersada, que para una distribucién de componentes de la misma
naturaleza, de acuerdo con la ec. 2.11, obedece aproximadamente a la proporcionalidad
I; < ¢;M;. La concentracion masica se puede escribir en términos de la concentracién en
nimero N, como ¢; = M;N;, con lo cual I; o M?. Para particulas esféricas (o las esferas
equivalentes), de radio 7, el peso molecular M; = N Ap47rr;°’m /3, donde p es la densidad de
las particulas (supuestas del mismo material). Por tanto resulta I; oc 7, ; o< D. Nétese la
acusadisima dependencia (potencia sexta) del tamano de las particulas en la contribucién
a la intensidad dispersada.

En el sistema polidisperso, la funcién de correlacién g es una suma de exponenciales
gV () =" Aiexp(—Tit) = > Ajexp(—t/7), (2.25)

con 7; = 1/I';, siendo A; la aportacién de cada modo, tal que - A; = 1 por normalizacién
de la funcién g("(0) = 1. El niimero de pardmetros de la funcién de correlacién puede ser
elevado, con dos por cada modo.

Es sabido que funciones de relajacién complejas, que no estan descritas por una mono-
exponencial, a veces se ajustan bien a una funcién de Kohlrausch-Williams-Watts (KWW)
denominada en inglés stretched exponential. En la funcién mono-exponencial, In gV (t) =
—I't = —(1/7)t, lineal en t, y la representacién semi-logaritmica es una recta que pasa
por el origen (Ing™M(¢) = 0 para t = 0) con pendiente —1/7. Para un comportamiento
que se desvie de la mono-exponencial, la representacién semi-logaritmica no es recta sino
curvada, y podria aceptarse una variacién potencial, In g () oc —t%¢, siendo f. un
nimero préximo a, pero mas o menos inferior que, la unidad. Poniendo la constante de

proporcionalidad como 1/7%¢ la ecuacion KWW queda como

g (1) = exp[—(t/7e)"], (2.26)

que solo contiene dos parametros, el tiempo 7y, y el parametro [, cuya desviacion
de la unidad indica la desviacién de la funciéon de una mono-exponencial. El tiempo de

relajacion, que propiamente caracteriza el decaimiento de la correlacién es

= ;—r(ﬁi> (2.27)
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Advertimos que, puntualmente en esta ecuacién, I' es la bien conocida funciéon Gam-
ma de Euler, para no confundirla con el parametro I' que estamos utilizando para los
decaimientos exponenciales, ec. 2.21.

Otro enfoque sencillo es el método de los cumulantes de Koppel [14]. Para In g(V)(t),
en lugar del comportamiento lineal de los sistemas monocomponente, se podria admitir

un desarrollo en serie de potencias:

ok, k
IngM(t) = —Tt + 2—ft2 - 3—?t3 + o (2.28)

" es un promedio de valores I'; de cada componente, siendo el peso del componente i en
el promedio proporcional a I;, de lo cual se desprende que, para componentes de la misma
naturaleza, se trata del promedio I'z, el promedio z de los valores individuales.

En términos de la funcién de correlacién observable, ¢(? (), se encuentra facilmente

que

In[g@(t) — Bl = Inf — 2T't + kot? — %t?’ + . (2.29)

pudiendo ajustarse el primer miembro a un polinomio. Cortando por el término cuadratico,
el ajuste de In[g®)(¢) — B] a una ecuacién de segundo grado en ¢ suministra I y ko.
Alternativamente, a partir de la ¢(® se puede, mediante 2.18 y 2.19, obtener una G (t),

que se ajustaria, de acuerdo con la ec. 2.28, a

Gi(t) = Qexp(—Ft + %ﬁ), (2.30)

donde @ = G1(0) = $~/2. El ajuste mas alld del término cuadritico implica excesivos
parametros, y suelen ignorarse los términos a partir de #3. La segunda constante, que seria
ko = 0 en el caso de un sistema monodisperso, tiene relacion con el grado de polidisper-
sidad. El llamado indice de polidispersidad, PDI (polydispersity index), se obtiene como
k2/T'2. Se han descrito ecuaciones algebraicamente equivalentes a la ec. 2.29 que pueden
ser empleadas en ajustes més sofisticados [15].

Siendo la medida de DLS en nuestro caso conducente a la determinacion de coeficientes
de difusién, I', estd simplemente relacionado con el promedio del coeficiente de difusién
basado en intensidad dispersada, que en las condiciones a las que venimos aludiendo seria

el promedio z del coeficiente de difusion, D,

I, =¢D., (2.31)
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definido el coeficiente de difusién, D, como en la ec. 1.6. Por tanto,

Un procedimiento mas laborioso pero informativo consiste en determinar una distribu-

D, (2.32)

cion de constantes I' o coeficientes de difusion D. Poniendo en forma continua la ec. 2.25,

queda en forma de una integral de Laplace,

gO(t) = /0 7 AL (T) exp(=T#)dT. (2.33)

La distribucién A;(I") refleja la contribucién de cada especie a la intensidad dispersada;
no es una distribuciéon en nimero ni en masa, sino una “distribucién z”, que resulta ser
extremadamente sensible a la presencia de particulas grandes, aunque las haya en pequena
cantidad. Extraer A;(T') a partir de g™ (¢) consiste en un problema de inversién de la in-
tegral de Laplace. Hay diversos métodos para ello, siendo el mas popular el procedimiento
CONTIN desarrollado por Provencher [16].

Usando como variable no I' sino D o r, se pueden representar distribuciones de coe-
ficientes de difusién o de radio hidrodindmico efectivo. Las distribuciones A;(I"), A;(D)
o Aj(rp) serfan la contribucién de cada fraccién a la intensidad total, o la fraccién de
la misma aportada por cada especie. Por los motivos que venimos indicando, estas dis-
tribuciones enfatizan las particulas mas grandes. Mediante transformaciones basadas en
la llamada teoria de Mie (omitimos los detalles) se puede transformar la A; en distribu-
ciones en volumen, Ay, o en nimero, Ay. En Ay tienen mas importancia las particulas
més numerosas, y en Ay, més todavia (aunque éstas sean pequenas). La distribucién
experimentalmente determinada, y por tanto mas fiable, es Ay, mientras que Ay, Ay se
obtienen de la anterior por tratamientos tedricos y métodos matematicos que pueden ser
cuestionables. No obstante, ain tienen un valor cualitativo e informativo en el sentido
de mostrar la presencia de particulas menores, o enfatizar éstas en el analisis de datos
cuando las particulas pequenas sean las que nos interesan, y las grandes meros agregados

0 contaminantes.

2.4. Potencial zeta

Es habitual que particulas coloidales dispersas en medio acuoso porten carga eléctrica

en su superficie. Asi, ocurre, por ejemplo, con agregados de macromoléculas de naturaleza
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polielectrolitica (como alginato o pectina), con nanoparticulas metélicas recubiertas de
moléculas cargadas estabilizantes (como nanoparticulas de oro y plata recubiertas de
citrato), asi como con combinaciones de nanoparticulas metélicas y polimeros cargados.
En el medio acuoso, ademas de los iones provenientes de las particulas coloidales pueden
existir iones procedentes de la disolucién de algun electrolito que se anada para modular la
fuerza ionica. El potencial eléctrico generado por la carga de la particula coloidal influye en
la distribucion que presentan esos iones en la region de liquido que rodea a la particula,
apareciendo un perfil de concentracién ionica desde la superficie de la particula hasta
el seno de la disolucién. A su vez, la distribuciéon de iones influird en la variacion del
potencial eléctrico con la distancia a la superficie de la particula. En términos generales,
la concentracién de contra-iones (iones de carga opuesta a la carga de la particula) en
torno a la superficie de la particula es mayor que la concentracion de contra-iones en el
seno de la disolucion. Como ya se ha comentado, el perfil de concentracion generado en
concreto esta intimamente relacionado con el modo en que varia el potencial eléctrico
desde la superficie de la particula hasta el seno de la disolucion. El potencial zeta no es
mas que el valor del potencial eléctrico a una determinada distancia de la superficie de la

particula, tal y como se detallard a continuacion.

Plano de deslizamiento

Doble capa

Particula coloidal con carga A

superficial negativa

Difusa

|
|
|
|
|
I
b
|

-100

Potencial superficial

|

|

|

le g — Potencial de Stern
mv | |

| |<-— Potencial zeta

0 L T T T T

T T
Distancia desde la superficie de la particula

Figura 2.4: Representacion de la doble capa eléctrica y el potencial zeta.
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Los perfiles de concentracién iénica y de potencial eléctrico mencionados anteriormente
permiten la distincién de varias zonas en la region de liquido que rodea a la particula
coloidal. Asi, los iones adyacentes a la particula estdn fuertemente unidos (adsorbidos) a
su superficie y forman la denominada capa compacta o capa de Stern, mientras que los
iones que no estan en contacto directo con la superficie mantienen su capa de solvatacion,
no estdn firmemente unidos a la particula (presentan movilidad) y forman la denominada
capa difusa (Figura 2.4). Esta estructura es lo que se conoce tradicionalmente como doble
capa eléctrica. En la capa de Stern el potencial decrece linealmente con la distancia a
la superficie de la particula, mientras que en la capa difusa el potencial presenta un
decaimiento de tipo aproximadamente exponencial. La capa difusa se puede considerar,
a su vez, constituida por dos zonas o subcapas: una zona interna (mds préxima a la
superficie de la particula) donde los iones forman una entidad estable con la particula
y se mueven con ella, y una zona externa (mas alejada de la superficie de la particula)
donde la asociacion entre los iones y la particula es débil y ésta no los arrastra en su
desplazamiento. El valor del potencial eléctrico en la frontera entre la capa de Stern y
la capa difusa se denomina potencial de Stern, mientras que el valor del potencial en la
frontera entre la zona interna y la zona externa de la capa difusa se denomina potencial
zeta, (. Esta segunda frontera, separacién entre los iones que acompanan el desplazamiento
de la particula y los iones libres, no es un lugar tan bien definido como la frontera entre los
iones adsorbidos y la capa difusa y se la suele denominar plano de deslizamiento (slipping
plane) o superficie de cizalla hidrodindmica por ser la superficie de contacto efectiva entre
la particula coloidal y el disolvente, responsable de la hidrodinamica de la particula. El
potencial zeta es, por tanto, el valor del potencial eléctrico en esta superficie.

El valor del potencial zeta se utiliza como indicador de la estabilidad de una suspen-
sion coloidal. Si todas las particulas en suspension tienen un potencial zeta muy positivo
o muy negativo tenderdan a repelerse entre si por lo que no tendran tendencia a agregar
y la suspension serd estable. Se asume que particulas con potencial zeta mayor que 30
mV o menor que -30 mV son estables, mientras que si el potencial zeta estd comprendi-
do entre ambos valores la disolucién es inestable y las particulas acabaran agregando y
precipitando.

El potencial zeta se ve influido por varios parametros caracteristicos de la disolucién,
siendo los principales el pH y la fuerza iénica. Asi, por ejemplo, una particula que adquiera
carga negativa por la disociacion de protones adquirird méas carga negativa cuanto méas

alcalina sea la disolucién. En cambio, la adicién de acido hara disminuir dicha carga hasta
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que se alcance un determinado pH para el que la carga se vea neutralizada y el potencial
zeta sea cero. Es el denominado punto isoeléctrico que suele coincidir con la situacién en
la cual la suspensién coloidal es menos estable. Sucesiva adicién de acido provocara que la
carga y el potencial zeta se vuelvan positivos. Por otro lado, la concentracion de iones, es
decir, la fuerza iénica del medio, influye en el espesor de la doble capa (magnitud conocida
como longitud de Debye k1) y en el valor del potencial a lo largo de ella. Asi, cuanto
mayor es la fuerza idénica, més delgada es la doble capa y mas pequeno se hace el potencial
zeta. Esto es consecuencia del apantallamiento eléctrico producido por los contra-iones
préximos a la superficie de la particula que, obviamente, serd mayor cuanto mayor sea
la concentraciéon. A su vez, la disminucién del potencial zeta afecta a la estabilidad de la
suspension coloidal. Una adsorcion suficientemente grande de contra-iones puede incluso

llegar a revertir el signo del potencial zeta.

2.4.1. Medida del potencial zeta

Las particulas con carga en su superficie pueden interactuar con campos eléctricos
produciendo diferentes tipos de efectos electrocinéticos. La técnica que se va a usar en esta
Tesis para medir el potencial zeta se fundamenta en el efecto denominado electroforesis
que consiste en el desplazamiento de una particula cargada a través de un medio como
consecuencia de la aplicacion de una campo eléctrico. En nuestro caso, el medio es el
disolvente donde la particula se encuentra dispersa. Asi, al aplicar un campo eléctrico a una
disolucion de particulas cargadas, éstas son atraidas hacia el electrodo de carga opuesta.
En ese proceso, aparecen fuerzas viscosas o de friccién que se oponen al movimiento de
las particulas hasta que se alcanza un régimen estacionario en el que las dos fuerzas se
contrarrestan y la particula se mueve a velocidad constante, v. Esta velocidad depende de
la intensidad del campo eléctrico (o gradiente de potencial eléctrico), £, de la constante
dieléctrica del medio, €, de la viscosidad del medio, 7, y del potencial zeta, (. La ecuaciéon
que relaciona todos esos factores con la velocidad de la particula por unidad de campo
eléctrico, la denominada movilidad electroforética ; = v/FE, se conoce como ecuacion de
Henry (definida en el Capitulo 1 de forma explicita para el potencial { como ecuacién
1.9),

v 2eCf(ka)

=== ———" 2.34

donde f(ka) es la denominada funcién de Henry, siendo x la inversa de la longitud de

Debye que, como ya se ha comentado, mide el espesor de la doble capa, y a el radio
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de la particula. Por tanto ka es el cociente entre el radio de la particula y el espesor
de la doble capa. En disolventes polares, como todo disolvente acuoso, con fuerza iénica
moderada suele ser vélido utilizar la aproximacién de Smoluchowski, f(ka) = 1.5, valor
que es practicamente exacto para particulas mayores de 100 nm en medios con fuerza
ionica superior a 0.001 M. En disolventes no polares, como muchos disolventes organicos,
suele funcionar bien la aproximacién de Hiickel, f(ka) = 1, que es generalmente valida
cuando se trabaja con particulas pequenas en medios con constante dieléctrica baja.

La movilidad electroforética se obtiene midiendo la velocidad de las particulas en un
experimento de electroforesis. Una posibilidad, engorrosa y lenta, para llevar a cabo dicha
medida consiste en seguir el desplazamiento de las particulas por observacion directa para
lo cual es necesario permitir que las particulas realicen un recorrido suficientemente largo.
Otra posibilidad mas eficiente, ya que no es necesario esperar a que se produzca una mi-
gracion macroscopica de las particulas ni hay que detectarlas individualmente, consiste
en la determinacion indirecta de la velocidad a través del efecto Doppler que afecta a
las ondas de luz cuando ésta es dispersada (re-emitida) por particulas en movimiento
respecto al observador (el detector). Lo que se mide, entonces, es el cambio en la fre-
cuencia de la luz laser dispersada por las particulas en relacion a la frecuencia original
de la luz incidente. Esta técnica, denominada de forma genérica velocimetria Doppler de
laser (Laser Doppler Velocimetry, LDV), se conoce en particular como dispersién de luz
electroforética (Electrophoretic Light Scattering, ELS) cuando se utiliza para determinar
velocidades electroforéticas [17].

En definitiva, el procedimiento consiste en: 1) introducir una dispersién coloidal en
una celda que contiene dos electrodos, 2) aplicar una diferencia de potencial eléctrico a
los electrodos cuya consecuencia es la migracién de las particulas que tienen carga neta, o
m4s estrictamente potencial zeta neto, hacia el electrodo de carga opuesta, 3) iluminar una
zona de la disolucion con luz laser y medir la velocidad de migracién aprovechando el efecto
Doppler en la luz dispersada, 4) transformar la velocidad en movilidad electroforética, y
5) utilizar la ec. 2.34 para calcular el potencial zeta. Un esquema de una celda para medir
movilidad electroforética se ilustra en la Figura 2.5.

El cambio de frecuencia entre la luz dispersada e incidente provocado por el efecto
Doppler, el cual contiene la informacién sobre la velocidad de las particulas, se determina
mediante el andlisis de la onda luminosa resultante de combinar (superponer) los rayos
incidente y dispersado, es decir, el analisis de la interferencia entre ambos. La combinacién

de ondas electromagnéticas y el andlisis de la senal resultante da lugar a una técnica de
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Figura 2.5: Esquema de un proceso de electroforesis para medir potencial zeta.

procesado de senales denominada heterodina (heterodyne), que es la que emplean los
instrumentos que implementan la técnica ELS. Por otro lado, el procesado y analisis de
ondas que no son combinacién de otras se denomina técnica homodina (homodyne) que es
la utilizada en la técnica DLS convencional. Por tanto, el montaje instrumental para llevar
a cabo un experimento ELS, aunque similar al que se utiliza para DLS, requiere producir
y analizar la interferencia entre los rayos incidente y dispersado. Para ello, el rayo laser
incidente se divide en dos haces mediante un espejo semitransparente. Uno de los haces
pasa a través de la muestra (contenida en una celda con dos electrodos) y es dispersado
por la misma, mientras que el otro haz, que mantiene las propiedades (frecuencia) del
haz inicial, es dirigido convenientemente hasta encontrarse con el haz dispersado en un
modulo donde se produce la combinacion de ambos. El rayo resultante de la interferencia
se dirige entonces al detector que envia una senal eléctrica a un ordenador que la analiza.

Un esquema de este montaje se ilustra en la Figura 2.6.

El rayo incidente redirigido se utiliza como referencia ya que su frecuencia no fluctua
como le ocurre a la frecuencia del rayo dispersado. El cambio en la frecuencia (desplaza-
miento Doppler), dv, estd relacionado con la velocidad de las particulas, v, mediante la

ecuacién

P (2.35)
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Figura 2.6: Esquema de un montaje de dispersion de luz electroforética.

donde ¢ es el mismo vector de scattering descrito en secciones anteriores. La combinacién
de las ecuaciones 2.34 y 2.35 proporciona el potencial zeta.

Ademads del anélisis de frecuencias, es posible llevar a cabo lo que se denomina analisis
de fase de la luz dispersada (Phase Analysis Light Scattering, PALS) donde, en lugar
de medir cambio en la frecuencia, se determina el cambio de fase. Esta técnica es mas
sensible que la medida de frecuencias convencional por lo que permite trabajar con campos
eléctricos pequenos y determinar movilidades pequenas, lo que resulta de gran interés
para evitar la aparicién de fenémenos indeseados como el calentamiento por efecto Joule
o la aparicion de reacciones electroquimicas colaterales. A partir de la variacién de fase

promedio respecto al tiempo, se puede determinar la movilidad electroforética.

2.5. Instrumentacion

Las medidas de dispersion de luz y de potencial zeta se llevaron a cabo en un equipo
ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd. Malvern, Reino Unido). El equipo esté
controlado por el software Malvern ZetaSizer Software 7.03, copyright 1995-2013,
instalado en un ordenador personal bajo Windows 7. En el interior del equipo, un hard-
ware/firmware propio realizan la recoleccién de datos de I(t) y evalian su funcién de

correlacién. El equipo se conecta con el ordenador mediante una conexién USB conven-
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cional. El software del ordenador, ademas de la adquisicion de datos, se encarga de su

procesado final y presentacion.

2.5.1. Modalidad de dispersion de luz

Basicamente, el aparato se describe por el esquema presentado en la Figura 2.1. La
fuente de luz es un ldser He/Ne de 4 mW que emite con longitud de onda \g =632.8 nm.
La deteccion se realiza en modo backscattering, con un angulo respecto a la prolongacion
de la direccién incidente de #=173°. Con estos datos, la variable angular ¢, dada por la

ec. 2.6, tiene el valor

4 0
q= 7;:“ sin(§>, g/cm™ = 1.982 x 10° x nj. (2.36)

En agua, a 25°C, con n;=1.332 tenemos ¢ = 2.64 x 10° cm~' y ¢ = 6.97 x 10'° cm~2.

El fotodetector, integrado en el aparato, mide la intensidad de luz dispersada, I, en
forma de kilocuentas por segundo (keps). Hay un componente, el atenuador que, inter-
puesto en el rayo dispersado, puede mitigar su intensidad por un factor pre-establecido. La
denominada posicién 11 corresponde a ausencia de atenuacién (transmisién total), y es la
que adoptamos por defecto, salvo que no se indique lo contrario. Otro dato instrumental
es la posicién del volumen iluminado con respecto al detector (posicién que puede estar
en el centro de la cubeta o préxima a la pared por donde penetra el rayo). Mantenemos
la posicién en el centro de la cubeta por defecto.

La muestra se deposita en cubetas de cuarzo, cristal o plastico, unas cuadradas simi-
lares a las de un espectrofotometro, o redondas, que deben estar escrupulosamente limpias.
Las cubetas tienen un recorrido éptico de 10 mm. La mayoria requieren un contenido de
muestra minimo de 1 ml (es recomendable no superar 2 ml). De este tipo de cubetas
hemos utilizado los siguientes modelos (suministrados por la casa Malvern): DTS0012
(cuadrada, pléstico, desechable, no apta para disolventes organicos), PCS8501 (redonda,
cristal), PCS1115 (cuadrada, cristal, apta para medir el potencial zeta utilizando un ac-
cesorio que se adapta a la cubeta y porta unos electrodos). También disponemos de la
cubeta ZEN2112 (cuadrada, cuarzo) que requiere un minimo volumen de muestra de 12
pl. La muestra se introduce en la cubeta mediante una jeringa a la que se ha acoplado
una plaquita filtrante para eliminar el polvo. Habitualmente empleamos el filtro Millipore
de 0.22 pm. Cuando en alguna circunstancia no se filtra o se emplea otro filtro, lo in-

dicaremos. Previamente, los disolventes han sido filtrados, utilizando un matraz kitasato
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acoplado a una bomba de vacio y membranas de celulosa Millipore de tamano de poro
0.22 pum, y almacenados en botellas opacas.

Salvo que no especifiquemos lo contrario, las medidas de DLS y SLS se realizan a
T=25°C (298 K), controldndose que la temperatura ambiente sea ligeramente inferior a
ésta (con tan solo unos grados de diferencia se minimiza el proceso de termostatizacion),
y que no sea superior, ya que el termostato del porta-cubetas del instrumento no enfria.

El software del aparato, ademas de la adquisicion de datos y su andlisis de correla-
cion, gobierna también las condiciones instrumentales. Dispone de varios protocolos pre-
establecidos de medida, siendo posible por el usuario establecer otros. Trabajamos con el
protocolo Size, indicado para las medidas de tamano hidrodindmico. Una medida consiste
en la adquisicién de datos de la intensidad fluctuante, (), para su posterior anélisis de
correlacién. Se realiza, no una, sino una serie de n-run (por defecto, 11) adquisiciones
durante un tiempo t-run, para cada una de las cuales el software realiza un tratamiento
previo conducente a detectar posibles incidencias, tales como picos de intensidad debido
a particulas de polvo que atravesaran en ese momento el volumen de dispersion (espacio
de la muestra definido por la interseccion de los rayos incidente y observado, en el que
se monitoriza la dispersién de la luz). Eventualmente el software descartaria alguna de
estas adquisiciones cuando realiza un analisis global de todas ellas, del cual presenta (en
el protocolo convencional) como resultados finales la A; y el promedio Z del didmetro
hidrodindmico (d, = 2r3). Los valores de tamano se pueden transformar en coeficientes
de difusion mediante la ecuacién de Stokes-Einstein, ec. 1.6. Asi, a la temperatura de
25°C, T=298 K, y para agua, n9 =0.00890 P, tenemos

2.45
Dlagua, 25°C]/(10 %cm?s ™) = oy g
h

(2.37)

Adentrandonos en el software, es posible visualizar la curva de la funcion de correlacién
no normalizada G1(t), ec. 2.19. Eventualmente podemos digitalizar esta curva para hacer
el tratamiento de datos por nuestra cuenta, segin la ec. 2.20, o la 2.32, o como deseemos.
El software suministra también la intensidad promediada a lo largo de todo el periodo
de adquisiciones, (I(t)), que es lo que tomamos como [ a efectos de la dispersién de luz
estatica, SLS. Obviamente, cabe la posibilidad de que el usuario realice varias medidas
repetitivas, n-med, de las cuales, manualmente, se obtendrian resultados globales, con
promedios y desviaciones estandar sobre las medidas realizadas. Esta repeticion de me-
didas puede ser programada de manera que el aparato las realice consecutivamente sin

intervencién del operador.
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2.5.1.a. Anadlisis de datos en modalidad estatica

Como se indico en la seccion 2.2, con base en la ec. 2.12, para transformar las medidas
de intensidad dispersada I en valores de relacion Rayleigh, R, en lugar de utilizar datos
instrumentales de Iy y r, se recurre a un patrén. A igualdad de intensidad incidente y
distancia muestra-detector, tenemos la ec. 2.12. Indicando como X la muestra y 7T el

patron, se verifica la relacion:

Ry _ L
RT I T n%T ’
Como patrén se utiliza habitualmente tolueno. El fabricante del instrumento indica

que en las condiciones operativas del aparato, para el tolueno Ry = 1.35 x 10™° cm ™},

(2.38)

siendo su indice de refraccién ny =1.496.
La muestra, X, en la ec. 2.38 puede ser tanto una disolucién como el disolvente puro.
Para las disoluciones se puede tomar como indice de refracciéon la del disolvente puro, pues

se trata de disoluciones diluidas. Asi, para tanto el soluto como la disolucién tenemos
Rx = 2 LXR.. (2.39)

Todo ello se realiza para el patrén y las muestras, en las mismas condiciones de I (laser
estable y el mismo atenuador), r (posicién) y angulo 6.

Restando al valor de R para la disolucién el correspondiente al disolvente (ec. 2.3)
calculamos A R. La constante éptica K se obtiene segun la ec. 2.4, para lo cual es necesario
disponer del dato del incremento del indice de refraccién, dn/de. Con ella se determina
el valor de K¢/ARy. Nétese que, al menos para el tolueno, por ser una molécula sencilla,
no hay dependencia angular con 6.

Esto se hace para varias disoluciones de distinta concentracién. Suponiendo que las
moléculas de soluto son pequenas, estos valores se analizan segin la ec. 2.5. El ajuste lineal
de K¢/ARy vs. ¢ suministra 1/M como ordenada en el origen y 24, como pendiente, de
donde se obtienen el peso molecular y el segundo coeficiente del virial.

El software del instrumento (Malvern Zetasizer Software v7.03) incorpora una
herramienta para guiar las medidas y realizar el tratamiento de datos. No obstante, prefe-
rimos realizarlo nosotros mismos. Mediante una hoja EXCEL se puede implementar toda
la estructura de datos y ecuaciones. Ademas, podemos realizar un andlisis de propagacién
de errores para estimar la incertidumbre de los resultados finales. Si 455 ¥ 0,¢ indican los

errores absoluto y relativo, tenemos
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I Oabs (1 Oabs (1
57"el<_X> = b ( X) + b ( T) - 5rel(RX)> (240)
Iy Ix Iy

obteniéndose asi los errores de R para disolucion y disolvente, d4p5(R) = Re(R). Por

tanto,

5abs(AR) = 5abs(Rdisolucio'n) + 5abs(Rdisolvente)> (241)
Kc
57‘6[ (A—R> - 5rel(AR)> (242)
y finalmente
Kc Kc Kc
5‘”*’S(AR> - ARaml(AR)’ (243)

donde estamos suponiendo que K y ¢ no tienen error.
En la seccién 2.6.3 presentamos como ejemplo detallado una descripcion pormenoriza-

da de un experimento con disolucién acuosa de sacarosa.

2.5.2. Modalidad de potencial zeta

Como ya se ha comentado, el instrumento Zetasizer Nano de Malvern incluye, ademas
de lo relativo a LS, la posibilidad de determinacion del potencial zeta. El procedimiento
implementado, que basicamente se describe en el esquema de la Figura 2.6, combina la
dispersién de luz electroforética (ELS o LDV), con el andlisis de fase de la luz dispersada
(PALS) o, més concretamente, con una variante de la misma desarrollada por Malvern y
denominada M3-PALS que minimiza el efecto colateral e indeseado de electrodsmosis [18].
La electro6smosis consiste en el movimiento de un fluido (el disolvente) en relacién a un
sélido (las particulas en suspensién) debido a la aplicacién de un campo eléctrico. En
nuestro caso se produce porque las paredes de la celda presentan carga superficial y la
aplicacion de un campo eléctrico provoca un flujo del liquido en contacto con las mis-
mas que a su vez arrastra a las capas de liquido adyacentes. Este flujo se superpone al
movimiento electroforético de las particulas coloidales y, por tanto, afecta a la medida
de la movilidad electroforética. Aunque en un sistema cerrado (la celda) existe una zona
préxima a las paredes donde no hay flujo electroosmético (denominada capa estacionaria),
la medicion de la movilidad electroforética en esta zona acarrea gran dificultad e impre-

cision. El objetivo, por tanto, es eliminar en la medida de lo posible la electro6smosis.

38



2.5. INSTRUMENTACION

Todos los sistemas que utilizan el método ELS para medir la movilidad electroforética
de las particulas invierten peridédicamente el campo eléctrico aplicado, es decir, invierten
la polaridad de los electrodos (o, lo que es igual, emplean corriente alterna). Esta inversién
tiene como objetivo reducir la polarizacién de los electrodos, inevitable en una disolucién
conductora, asi como evitar que las particulas cargadas lleguen a separarse y depositarse
sobre la superficie de los electrodos. La periodicidad de la inversién de campo es habitual-
mente de alrededor de 1 s, suficientemente elevada como para permitir medir con precisién
la distribucion de velocidad de las particulas. Este procedimiento se conoce como inver-
sion de campo lenta. Sin embargo, un periodo de tiempo tan largo como 1 s permite que
el flujo electroosmético del fluido llegue a ser significativo y su efecto se superponga al
movimiento electroforético de las particulas por lo que la medida ha de hacerse en la capa
estacionaria con las dificultades que ello conlleva. Una posible solucién consiste en realizar
la medida de la movilidad bajo una inversiéon de campo rapida. En la inversiéon de campo
rapida la periodicidad de la inversién es pequena (el campo se invierte més rapido que 1
s) con lo que las particulas alcanzan su velocidad terminal cuando el flujo electroosmético
es aun insignificante lo que minimiza el efecto de electroésmosis y permite efectuar la
medicién en cualquier punto de la celda. Ademas de minimizar la electroémosis, el cam-
bio de direccion rapido y continuo de las particulas evita su contacto prolongado con los
electrodos y la consiguiente posibilidad de reacciones electroquimicas. En definitiva, la
movilidad medida durante la inversion de campo réapida puede ser achacada tinicamente
a la electroforesis sin que exista interferencia del fenémeno de electroésmosis. Sin embar-
go, la inversion de campo rapido tiene el inconveniente de que proporciona una pobre
informacion de la distribucion de la velocidad de las particulas ya que el muestreo de la

velocidad se realiza durante periodos de tiempo muy cortos.

El instrumento Zetasizer Nano corrige todas las circunstancias adversas anteriores
efectuando dos medidas del potencial zeta (o de su distribucién), una con inversion de
campo lenta y otra con inversién de campo rapida, y promediando y combinado ade-
cuadamente los resultados de ambas medidas. Este procedimiento de “medida de modo
mixto” (Mized Mode Measurement) lo denota Malvern como M3 y es el que da nombre
a la técnica mencionada anteriormente (M3-PALS). El instrumento Zetasizer Nano lleva
a cabo la medida en la zona central de la celda para evitar influencias perturbadoras de
las paredes y facilitar el montaje instrumental y detecta el rayo dispersado a 12.8°. El

resultado de todo ese procedimiento es una medida del potencial zeta rapida y robusta.
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2.6. Resultados

Presentamos en esta seccién los resultados de algunas mediciones que hemos realizado
con el proposito de verificar la metodologia (aparato, condiciones de trabajo, tratamiento
de datos, etc.). Se realizan con sistemas bien conocidos, cuyos resultados son previsibles
0, incluso, como en el caso de algunas muestras empleadas como patrones, perfectamente

establecidos de antemano.

2.6.1. DLS con un patron de tamano: latex de poliestireno

Con vistas a la utilizacién de la técnica para la determinacién de tamano de particulas
coloidales, esto es, nanoparticulas, de tamanos grandes (en el rango de, digamos, 7,= 50
— 5000 nm) se utilizan suspensiones de particulas esféricas de poliestireno (latex), que
son preparadas por diversos fabricantes en condiciones tales que resultan practicamente
monodispersas.

Se mide un estandar de microesferas de latex de poliestireno Duke Scientific 15ML
(Lote 24488) con un didmetro hidrodindmico nominal dj, nom = 220 nm. La calibracién
del fabricante certifica un valor d;, = 220 + 6 nm (radio hidrodindmico, r;, = 110 £ 3
nm). Una porcién de la suspensién original suministrada por el fabricante se diluye 400
veces (b pl de latex original y 1995 pl de disolvente; volumen total 2 ml) utilizando
como disolvente una disolucién acuosa 10 mM de NaCl, lo que constituye un protocolo
habitual para conseguir suspensiones estables de microesferas de latex suficientemente
diluidas con el fin de que proporcionen una lectura adecuada de la intensidad dispersada
(~ 300 kcps). Para realizar la medida, la muestra de litex diluida se introdujo en una
cubeta de cristal PCS8501 y se fijé la temperatura a 25°C. Las distribuciones obtenidas
(intensidad, volumen y niimero) se muestran en la Figura 2.7. Se observa que el pico de la
distribucién en intensidad esta centrado en torno a 220 nm, como cabe esperar, y que las
distribuciones en volumen y niimero, sobre todo la primera, se superponen perfectamente
a la distribucion en intensidad. Como es habitual, la distribucién en nimero es la mas
desplazada a tamanos inferiores respecto a la distribucién en intensidad debido a las
aproximaciones realizadas para su obtencién. La poca anchura de los picos y su muy
buena superposicién es indicativo de la monodispersidad de la muestra.

Con el fin de obtener el valor del didmetro del latex estandar a partir de nuestra

medida, se ajusta la funcién de correlaciéon Gi(t), extraida del software del DLS, a una
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Figura 2.7: Distribuciones en intensidad, volumen y nimero para el estandar de poli-
estireno de dp, yom = 220 nm.

monoexponencial, ec. 2.20, mediante el programa SigmaPlot. La funcién de correlaciéon

y su ajuste para el estandar de latex se muestran en la Figura 2.8.

Del ajuste de la funcién de correlacién se obtiene un valor para el tiempo de relajaciéon
T =6.67x 10* s. Con este valor y con las ecuaciones anteriores obtenemos un coeficiente
de difusién traslacional D = 2.17 x 107® cm?/s, siendo el valor proporcionado por el
software del DLS D = 2.26 x 107 cm?/s. Del coeficiente de difusién procedente del ajuste
de la funcién Gi(t) y utilizando la ecuacién de Stokes-Einstein (ec. 1.6) obtenemos un
didmetro para el estandar de poliestireno de 226.8 nm, siendo el valor proporcionado
por el software del DLS (valor del pico correspondiente a la funcién de distribucién en
intensidad) de 234.9 nm. Como se aprecia, ambos valores son muy parecidos entre si y, a

su vez, perfectamente comparables con el valor suministrado por el fabricante d;, = 220
+ 6 nm.

Para comprobar que el instrumento Zetasizer Nano es fiable y tiene una buena pre-
cision, no solo para medir tamanos de particula por debajo de la micra (que es su principal
cometido), sino también para medir tamanos de particula relativamente grandes, cercanos

al limite de deteccion de la técnica (en torno a 5 um), se procedié a medir tres muestras
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Figura 2.8: Funcién G (t) para estdndar de poliestireno, dp, nom = 220 nm.

estandar de microesferas de latex de poliestireno compradas a la casa Sigma-Aldrich con
los siguientes didmetros hidrodindmicos nominales: dp, pom = 1.0 pm (Ref. 72938-5ML-F,
Lote BCBP8072V), dp nom = 3.0 um (Ref. 80304-5ML-F, Lote BCBQ1684V), v dp nom =
4.0 pm (Ref. 81494-5ML-F, Lote BCBQ9890V). La calibracién del fabricante certifica los
siguientes valores para los diametros hidrodinamicos de las microesferas: d, = 1.013+0.023
nm, dp = 3.133+£0.062 nm y d, = 4.260+0.074 nm, respectivamente. Para la preparacion
de las muestras a medir se utilizé el mismo protocolo descrito anteriormente para la mues-
tra de diametro nominal 220 nm. Las funciones de distribucién en intensidad obtenidas
para dichas muestras se muestran en la Figura 2.9. Como se aprecia, los picos correspon-
dientes a cada estandar estan centrados en los respectivos tamanos nominales. Para cada
muestra se hicieron varias medidas para calcular una media y una desviacion estandar
cuyo valor corresponde a las barras de error de la Figura 2.9, todas ellas de pequeno
tamano. Las funciones de distribucion de la Figura 2.9 verifican la precision del instru-

mento incluso para tamanos de particula del orden de la micra.
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Figura 2.9: Distribuciones en intensidad para tres estandares de poliestireno de gran
tamafo, dp nom = 1.0, 3.0, y 4.0 pm.

2.6.2. DLS con nanoparticulas de oro

Puesto que el Capitulo 7 de esta Tesis esta dedicado a la caracterizacion de suspen-
siones de nanoparticulas de oro (AuNPs) en diversas condiciones experimentales, pre-
sentamos, a modo de prueba, algunas medidas realizadas sobre nanoparticulas de oro
sintetizadas en nuestro laboratorio con el fin de evaluar tanto el funcionamiento del DLS

para tamanos de particula intermedios como la viabilidad de la sintesis.

Un método de preparacién de AuNPs sencillo y versétil, que se utiliza tanto en de-
mostraciones académicas [19] como en investigacion [20], consiste en la reduccion de tetra-
cloroaurato, HAuCly, en presencia de citrato de sodio, NagCegH5O7, molécula que, a la vez
que reduce la sal de oro (Au") a oro metdlico, estabiliza la suspensién de nanoparticulas
formada. Esto es debido a que el anién citrato recubre las nanoparticulas conforme se
generan, dotandolas de carga superficial negativa, en concreto, de un potencial zeta su-
ficientemente negativo, lo que previene su agregacién (tal y como se ha expuesto en la
seccién dedicada a potencial zeta de este capitulo). Este ha sido el método utilizado por

nosotros para sintetizar AuNPs, como se describe a continuacién.
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En primer lugar se prepara una disolucion 1 mM de tetracloroaurato trihidratado,
HAuCl,-3H,0, comprado a Sigma-Aldrich (Ref. 520918-5G, Lote MKBS7667V), que pre-
senta color amarillo y tiene pH = 3.2. A continuacién se prepara una disolucion 38.8
mM de citrato de sodio dihidratado, NazgCgH507-:3H,0, comprado a Sigma-Aldrich (Ref.
W302600-1KG-K, Lote STBF-1932V) que tiene pH = 8.1. Una vez preparadas ambas
disoluciones, se llevan a ebullicién 20 ml de la disoluciéon de HAuCly-3H5O, agitando vi-
gorosamente. Cuando la disolucién empieza a hervir se anaden 2 ml de la disolucién de
citrato de sodio lo mas rapido posible. Cuanto mas rapida es la adicién del agente reduc-
tor, mas pequenas y monodispersas son las AuNPs [21]. Puesto que la reaccién quimica
se produce en condiciones de ebullicién, es necesario anadir agua miliQ) para mantener el
volumen inicial. Transcurrido 1 minuto, la disoluciéon cambia de un color amarillo suave
a azul oscuro. A los 2 minutos, pasa a color vino tinto y a los 3 minutos presenta el color
rojo caracteristico de las nanoparticulas de oro de pequeno tamano, color que se mantiene
conforme transcurre el tiempo, lo que parece indicar que a los 3 minutos la reaccion ya
ha transcurrido totalmente. De todos modos, dejamos que la reaccién continte hasta los

10 minutos.

Para realizar las medidas de DLS hemos extraido porciones del medio de reaccion a
diferentes tiempos (3 min, 6 min y 10 min), dejando enfriar y centrifugando cada una
de ellas antes de realizar la medida (en ausencia de ebullicién la reaccién no sigue pro-
gresando). La centrifugacién es necesaria para retirar el exceso de citrato que queda sin
reaccionar. Esta se realiza a 7000 rpm durante veinte minutos en una centrifuga prepa-
rativa modelo miniSpin de la casa Eppendorf, apareciendo un precipitado formado por
agregados de citrato que contienen algunas nanoparticulas de oro atrapadas. El sobre-
nadante, que presentaba un pH = 6.3, se midié mediante dispersién de luz dindamica. Los
resultados correspondientes a la distribucion de tamano en intensidad se muestran en la
Figura 2.10. Como se observa en dicha figura, a los 3 minutos de reaccién obtenemos
nanoparticulas de didmetro hidrodindmico aproximado 19 nm, pico inico y estable que se
mantiene a lo largo del tiempo, lo que parece confirmar que a ese tiempo ha transcurrido

la reaccion en su totalidad.
Parece claro que se han conseguido obtener nanoparticulas de oro de tamano pequeno

y bastante monodisperso, y que el DLS es una técnica apropiada para seguir la evolucion

del tamano en reacciones de formacion y agregacion de nanoparticulas.
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Figura 2.10: Distribuciones de tamano (en intensidad) de AuNPs a distintos tiempos

(técnica DLS). Muestras centrifugadas previo a la medicién.

2.6.3. DLS con una molécula pequena: sacarosa

Como caso extremo opuesto al de las grandes nanoparticulas de las anteriores secciones,
presentamos ahora los resultados para una molécula pequena, la sacarosa. En cuanto a
la modalidad estatica, constatamos cémo SLS es aplicable a disoluciones de moléculas
sencillas. Siendo el tamano molecular unas 1000 veces menor que la longitud de onda,
evidentemente el término P(6) ~ 1 con lo que el andlisis de datos para la determinacién
del peso molecular es viable. La sacarosa es un disacarido de peso molecular M = 342.3
Da, que se comporta en disolucién acuosa como un no-electrolito muy soluble, por lo que

es idénea para medir su disolucién en agua mediante propiedades coligativas, como lo es
SLS.

En cuanto a la modalidad dindamica, la moderna tecnologia DLS extiende el rango
accesible de tamano de particula hasta valores entorno a 1 nm. La casa Malvern afirma
que es posible medir el tamano hidrodindmico de una molécula tan pequena como la

sacarosa, habiendo publicado unos resultados que asi lo avalan [22].
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En nuestras medidas se utilizé sacarosa de la marca LABKEM (EC: 200-334-9), de
pureza superior al 99.8 %. Se prepararon disoluciones en agua miliQQ (pH=6.3) suminis-
trada por el Servicio de Apoyo a las Ciencias Experimentales (SACE) de la Universidad
de Murcia. Se preparé una disolucién madre de 350 mg/cm? disolviendo 35 g de sacarosa
en unos 80 ml de agua. Se agité la disolucion durante una hora a temperatura ambiente,
se enrasd en un matraz aforado de 100 ml y se filtré con un filtro de 0.22 pym. A par-
tir de la disoluciéon madre se prepararon 2 ml de disoluciones de diversa concentracion,
tomando los correspondientes volimenes de disoluciéon madre y agua con una micropipeta
Eppendorf Research. Estas disoluciones se filtraron con un filtro de 0.22 pm justo antes
de introducirlas en la cubeta (modelo PCS 8501), lavada con la misma disolucién que va
a contener.

Cada medida consta de 10 u 11 adquisiciones, cada una de duracién 10 s en unos casos
y 30 s en otros (no hubo diferencias significativas en los resultados). De cada medida se
extrae la intensidad de luz dispersada, I, en kcps, asi como la distribucion A; y promedio
z del radio hidrodinamico, 7. Las medidas se repitieron tres o cuatro veces, expresando

los resultados como la media de cada medida, y evaluando las desviaciones estandar.

2.6.3.a. SLS: determinacion del peso molecular

Ademds de las intensidades I, indicadas como Ix en la ec. 2.39 0 Igsoucisn €n la
ec. 2.1 para disoluciones de diversas concentraciones, el experimento SLS requiere las
intensidades dispersadas por el agua Iy;sovente, asi como la medida para el patron, tolueno
puro (Panreac, Lote 40364TJS), indicada como I en la ec. 2.39. Las medidas se efectuaron
en las mismas condiciones que las de las disoluciones, con la salvedad de que para los
liquidos puros no procede el analisis de correlaciéon y tamano molecular, por lo que la
repeticion de las medidas sucesivas se hizo manualmente.

En la Tabla 2.1 y la Figura 2.11 se indican los resultados experimentales primarios. La
constante éptica K requiere los valores A = 632.8 nm para el laser del aparato, n;=1.33
para agua a 25°C y dn/dc = 0.15 [23] para sacarosa en agua. El tratamiento de datos lo
efectuamos mediante una hoja de calculo EXCEL. Una versiéon simplificada de esta hoja
tiene el formato de la Tabla 2.2 (en la préctica trabajamos con una hoja mdas extensa
que contiene el tratamiento de errores). El ajuste detallado y la presentacién grafica que
aparece en la Figura 2.12 los realizamos aparte. El ajuste de regresion lineal se efectia

con nuestro programa mincuaé4, basado en la subrutina FIT de Numerical Recipes [24],
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que permite tener en cuenta errores en los datos y determinar el error de los parametros

del ajuste. La representacion grafica se realiza con el software SigmaPlot.

Tolueno puro: (I) = 263 + 5 kcps
Csacarosa (&/cm®) | (I) (kpes)
0 20 + 2
0.01 395+ 14
0.05 76.5 + 1.2
0.10 117 £ 2
0.15 150.1 £ 1.9
0.20 172.6 £ 0.5
0.25 189.4 £ 0.8
0.30 206.0 = 1.8
0.35 209.5 &+ 1.3

Tabla 2.1: Intensidad dispersada promedio del tolueno y de la disolucién de sacarosa

segln su concentracion.

El resultado obtenido para el peso molecular de la sacarosa M = 342 + 16 estd en
muy buen acuerdo con el valor exacto, 342.3 Da, siendo la diferencia de tan solo 0.09 %.
En cuanto al coeficiente del virial, se obtiene A; = 0.0064 4 0.0003 mol cm?®g~2. Es
notorio que la linealidad de la representacién se extiende a concentraciones tan altas
como 0.3 g/cm?, no detectandose curvatura que podria indicar la necesidad de un tercer
término en el desarrollo del virial. Parece, pues, que la disolucion de sacarosa en agua es

moderadamente no-ideal.

2.6.3.b. DLS: coeficiente de difusion y tamano hidrodinamico

Para el coeficiente de difusion y el radio hidrodindmico de sacarosa en agua hay algunos
datos bibliograficos obtenidos por otras técnicas de difusiéon convencionales para solutos
pequenos. Ribeiro y col. utilizan dispersién Taylor [25], obteniendo 7,=0.469 nm. Eke-
mezie y col. mediante un dispositivo clasico de difusiéon en un tubo, determinan r,=0.513
nm [26]. Cabe también mencionar valores de r;, procedentes de medidas de viscosidad in-
trinseca que, como sabemos, son algo superiores a los obtenidos mediante otras técnicas,

tipicamente un 5% maés elevados que los de difusion [4]; Schultz y Solomon [27] determi-
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Figura 2.11: Dependencia de la intensidad dispersada promedio de la disolucion de

sacarosa con la concentracion.

naron valores en el rango 0.50 — 0.52 nm, que en radio traslacional corresponderian a 0.48
— 0.50 nm. Como valor de referencia, podemos tomar r,=0.49 nm, que en agua a 25°C
corresponderia a un coeficiente de difusién D = 5.0 x 1075 cm?/s.

Realizamos dos serie de determinaciones, con disoluciones de concentraciones hasta
0.3 g/cm?3. Una primera serie con n-med=3 repeticiones, cada una con n-run=10 adquisi-
ciones de datos de duracion t-run=10 s, y otra segunda serie con condiciones diferentes,
n-med=4, n-run=10, y t-run=10 s. Los valores r, y los correspodientes valores de D se
determinan de dos formas: (a) a partir del promedio z procedente del primer cumulante, y
(b) del pico en la distribucién de tamanos en modo intensidad. Los resultados se presentan
en las Figuras 2.13 y 2.14.

Nuestro trabajo trata de replicar los resultados antes citados de Kaszuba y col. [22].
Estos autores suministran resultados de un radio hidrodindmico obtenido utilizando un
valor para la viscosidad que no es el del agua disolvente, sino el de la propia disolucién
de sacarosa, que ellos mismos miden. Dado que lo que realmente se obtiene en DLS es el
coeficiente de difusién, transformamos sus r, en valores de D utilizando coherentemente
su viscosidad de la disolucion. Sus resultados estan incluidos en las Figuras 2.13 y 2.14.
Ademaés, del valor del maximo del pico, como nosotros, esos autores obtienen un promedio

promediando sobre el pico, no por el método de cumulantes. Como se aprecia en las
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Laser Long. Onda 632.8 nm
Tolueno n= 1.496
R = 1.35E-05
I{tolueno} = 263.1 Kceps
Disolucién nl = 1.33
I{disolvente} = 25 Kceps
dn/dec = 0.15 cm? /g
Const. Opt. K = 1.62683E-07 C.G.S.
¢, mg/cm? I, kpcs R, disolucién AR c, g/cm® | Kc/AR
0.00 25 1.01E-06 0.0E+00 0.0 2.77E-03
10.00 39.5 1.60E-06 5.88E-07 | 1.00E-02 | 2.77E-03
50.00 76.5 3.10E-06 2.09E-06 | 5.00E-02 | 3.89E-03
100.00 117 4.75E-06 3.73E-06 | 1.00E-01 | 4.36E-03
150.00 150.1 6.09E-06 5.07E-06 | 1.50E-01 | 4.81E-03
200.00 172.6 7.00E-06 5.99E-06 | 2.00E-01 | 5.44E-03
250.00 189.4 7.68E-06 6.67E-06 | 2.50E-01 | 6.10E-03
300.00 206.0 8.35E-06 7.34E-06 | 3.00E-01 | 6.65E-03
350.00 209.5 8.50E-06 7.48E-06 | 3.50E-01 | 7.61E-03
Ordenada en origen: 0.002924
Pendiente: 0.01293
Peso molecular / Da: 341.9917
Coeficiente A2 / mol cm?/g: 0.00646

Tabla 2.2: Formato e informacién contenida en una Hoja EXCEL de trabajo simplificada
(sin cdlculo de errores). Los valores mostrados corresponden al caso estudiado cuyos

resultados primarios estan en la Tabla 2.1.

Figuras 2.13 y 2.14, nuestros resultados y los suyos siguen la misma tendencia, aunque los
nuestros presentan mayores fluctuaciones. De hecho, nuestros resultados a concentraciones
inferiores a 0.1 g/cm? tienen una barra de error importante, y no los hemos considerado

en la extrapolacion a dilucion infinita.
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Figura 2.12: Ajuste para obtener el peso molecular de la sacarosa.

Figura 2.13: Coeficiente de difusién de sacarosa, de nuestro trabajo y de Kaszuba y

6
& Pico (1)
&  Promedioz (1)
e Pico(2)
®  Promedioz (2)
5 & Kaszubayal., Pico
0O Kaszubay col., Promedio Pico
a
2y } g
§ ° 5 1
% ! :
a } L S
3
2.
1 T v v
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

concentracion c, g/cm3

col. [22] mediante distintos procedimientos. (A) Datos experimentales.

50



2.6. RESULTADOS
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\ Promedio z ajuste
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0.0 0.1 0.2 0.3 04
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Figura 2.14: Coeficiente de difusién de sacarosa, de nuestro trabajo y de Kaszuba
y col. [22] mediante distintos procedimientos. (B) De nuestros datos se toman los
de concentracién a partir de 0.1 g/cm3. Se muestran las extrapolaciones a dilucién

infinita. La flecha senala el valor esperado.

En cuanto a los valores pico, parece evidente tanto en ese trabajo como en el nuestro,
que son sistematicamente inferiores a los valores promedio, y extrapolan hacia un valor
algo inferior al esperado de D = 5.0 x 1079 cm?/s. Los valores promedios si parecen
extrapolar bastante bien en ambos trabajos a ese valor esperado. Las diferencias entre
valores pico y promedio, o entre uno y otro trabajo, son, como se aprecia en las Figuras
2.13 y 2.14 tipicamente del orden de £0.2 x 107¢ cm?/s, aproximadamente un +5 %, que
seria la precision con la que cabe esperar que se obtengan las magnitudes hidrodinamicas,

sea D o rp, de moléculas pequenas, mediante las medidas de DLS.
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Capitulo 3

Viscosimetria

3.1. Conceptos tedricos

3.1.1. Viscosidad de liquidos

La viscosidad es una propiedad de los fluidos que refleja la resistencia, debida a roza-
miento, que unas partes del fluido oponen al desplazamiento relativo de otras. Es decir,
la viscosidad es una medida de la resistencia a fluir.

Un fluido puede experimentar diferentes tipos de flujo (elongacional, cizalla...), cada
uno de los cuales estard caracterizado por un tipo de viscosidad (ya que la resistencia a
fluir sera diferente para cada tipo de flujo). El tipo de flujo en el que se basa la definicién
clasica de viscosidad es el flujo de cizalla simple. Tanto ese tipo flujo como el intimamente
relacionado flujo de Poiseuille son los tipos de flujo que se generan en los dispositivos de
viscosimetria y reometria que utilizaremos en esta Tesis, por lo que siempre que aparezca el
término viscosidad a lo largo de esta Tesis estaremos refiriéndonos, en rigor, a la viscosidad
en cizalla. El flujo de cizalla simple es un flujo laminar en el que las capas o laminas del
fluido se desplazan paralelamente unas con respecto a otras a diferente velocidad, siendo
la variacién de velocidad entre las capas lineal respecto a la separacién de las mismas,
lo que genera un gradiente de velocidad constante denominado gradiente de cizalla, 7. A
efectos practicos es como si el fluido estuviese entre dos placas paralelas, una movil y la
otra fija, tal y como se aprecia en la Figura 3.1 donde la longitud de las flechas indica la
magnitud de la velocidad del liquido en cada capa. Las laminas del fluido, paralelas a las
placas, se mueven en la direccién x (direccién del flujo), cada una con una velocidad v,

diferente, velocidad que es méxima en la lamina contigua a la placa mévil. Por otro lado,
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las coordenadas y y z de cualquier punto de una determinada ldmina no varian. Asi, si
y es el eje perpendicular a las laminas, es decir, la direccion del gradiente de cizalla, éste

es, por definicién 6, 28],

. do,
W—dy-

Por tanto, el perfil de velocidad en un flujo de cizalla, es decir las componentes x, y y z del

(3.1)

vector velocidad en un punto cualquiera del fluido, responde a las siguientes ecuaciones:
Uy =Yy, vy =v, =0. (3.2)

La causa de que se genere el perfil de velocidad mostrado en la Figura 3.1 estd en la
transferencia de cantidad de movimiento entre las distintas capas del fluido. Asi, cuando
un fluido se encuentra en movimiento con un gradiente de cizalla, las capas mas veloces
rozan con las mas lentas, resultando que las primeras se ven frenadas y las segundas

aceleradas. La viscosidad es, por tanto, un fenémeno de transporte.

vy

Figura 3.1: Flujo de cizalla. Tratamiento esquematico de capas planas paralelas.

Isaac Newton enuncio la hipotesis de que la resistencia que oponen las capas de fluido a
deslizarse unas respecto a otras es proporcional a la velocidad con que se separan entre si,
es decir, al gradiente de velocidad o gradiente de cizalla. La cuantificacion de esa resistencia
se hace definiendo un coeficiente de viscosidad, 7, que expresa la proporcionalidad entre
el gradiente de velocidad y la fuerza de rozamiento por unidad de drea o, lo que es igual,
la fuerza tangencial por unidad de area a la que hay que someter a las laminas de fluido

para mantener un régimen de deformacién de cizalla continuo. A la fuerza por unidad de
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3.1. CONCEPTOS TEORICOS

area se la denomina esfuerzo, 7. La expresion matematica asociada a la anterior hipdtesis

es la conocida ley de Newton de la viscosidad [6, 28]:

F

_ L 3.3
T= =0 (3.3)

donde F es la fuerza que se opone al desplazamiento relativo de las capas y A es el area de
contacto entre dichas capas. El coeficiente de viscosidad definido por dicha relacién, 7, es
la denominada viscosidad dindmica. En ocasiones puede ser 1til manejar la denominada
viscosidad cinematica, v, que esta relacionada con la dindmica mediante la densidad del
fluido, p: v =n/p.

Denominamos liquidos o fluidos newtonianos a los que siguen la ley de Newton de
la viscosidad, ecuacion 3.3, es decir, aquellos fluidos para los que la viscosidad es in-
dependiente del gradiente de velocidad (n constante al variar 4, n # f(7)). Los fluidos
newtonianos suelen ser fluidos simples constituidos por moléculas relativamente pequenas
(agua, glicerina, disolucién de sacarosa...). En cambio, los fluidos con estructura més com-
pleja, como las disoluciones de macromoléculas, suelen ser no newtonianos, es decir, en
ellos la viscosidad varia con el gradiente, n = (). También son fluidos no newtonianos
aquellos fluidos cuya viscosidad varia con el tiempo de aplicacién del flujo. No obstante,
la ley 3.3 se suele cumplir siempre que el gradiente 4 sea suficientemente pequeno.

Por otro lado, si el flujo no es laminar, sino turbulento, la viscosidad no es constan-
te. Ademas, la viscosidad va a ser siempre funcién de la temperatura (en los liquidos,
la viscosidad disminuye al aumentar la temperatura) y de la presién. No obstante, no
trataremos con sistemas turbulentos en esta Tesis.

Las unidades de viscosidad (dindmica) mas utilizadas son:

» Sistema Internacional: Pa-s = kg m~! s}

» Sistema Cegesimal: Poise (P) = g cm™! s7!

3.1.2. Viscosidad de disoluciones

Como se coment6 en el Capitulo 1 de introduccién, al anadir soluto a un disolvente, la
viscosidad de la disolucién, 7, aumenta respecto a la que tenia el disolvente puro, 7. El
efecto espesante del soluto esta caracterizado principalmente por la viscosidad intrinseca,

[n], definida por la ecuacién 1.16 que escribimos de nuevo:
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) =1im =0, (3.4)
c—0 CMo

donde ¢ es la concentracién maésica. El valor de [n] estd intimamente relacionado con la

forma y el tamano de las moléculas de soluto. De hecho, segiin la teoria de Einstein,

[n] = v, (3.5)

donde v es un factor que depende de la forma de la molécula (v = 2.5 para particulas
esféricas) y v es su volumen especifico, de modo que [n] es una medida del volumen
hidrodindmico de las moléculas de soluto [6]. Por otro lado, cuando el soluto es macro-
molecular, la viscosidad intrinseca permite determinar conformaciones y asignar pesos

moleculares a esas macromoléculas [6]. Para ello se utiliza la ecuacién viscosimétrica de
Mark-Houwink-Sakurada

[n] = KMy, (3.6)

donde M, es el peso molecular (promedio viscoso) y K y a son pardametros cuyos valores
estan en gran medida conectados con el tipo de interacciones que se producen entre la
cadena macromolecular y las moléculas de disolvente por lo que son un indicativo de las
caracteristicas termodindmicas de la disolucién (es decir, de la calidad del disolvente). En
concreto, el valor del exponente a depende de que la conformacién macromolecular sea
més o menos alargada (o esférica) lo que, en caso de macromoléculas flexibles es, a su vez,
un reflejo de la calidad del disolvente. Por tanto, de las diferentes expresiones que miden
el incremento de viscosidad y que se definieron en el Capitulo 1, [n] es la que proporciona
una informacién més detallada y valiosa sobre el soluto.

Si se escribe la dependencia de la viscosidad de la disolucion con la concentracién en
forma del desarrollo del virial (n = ag + aic + a? + ...), y se asume que la disolucién
es muy diluida (¢ << 1), se pueden obtener expresiones que nos permiten calcular la
viscosidad intrinseca a partir de medidas de la viscosidad en funcién de la concentracién.

Dos expresiones muy conocidas y utilizadas son las ecuaciones de Huggins [29],

Nsp

% — 1+ Ealrle), 3.7
y Kraemer [30],
P [g)(1 — kDl (3.8)
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donde kg y kx son las denominadas constantes de Huggins y Kraemer respectivamente,
adimensionales, que dependen de las interacciones hidrodindamicas entre el polimero y el
disolvente y que cumplen la relacion kg + ki = 0.5. El valor de kg es caracteristico de una
serie homologa de un polimero en un disolvente. Para cadenas lineales flexibles su valor
oscila entre 0.2 y 0.8, mientras que valores mayores que la unidad suelen estar relacionados
con asociaciones entre moléculas [31]. Como la dependencia de 7s,/c y Inn,/c con ¢ es
lineal para disoluciones suficientemente diluidas, la ordenada en el origen (extrapolacién a
concentracién cero) del ajuste lineal de los puntos experimentales nos proporciona [n]. El
Grupo de Polimeros de la Universidad de Murcia ha elaborado el programa VISFIT que
realiza el ajuste simultaneo de las representaciones de Huggins y Kraemer para dar una
unica ordenada en el origen que se toma como el mejor valor de la viscosidad intrinseca [32].
Dicho programa se encuentra a disposicién publica en la pagina web del Grupo [33]. En
la Figura 3.2 se presenta un ejemplo de dicho procedimiento, donde puede observarse que

las ordenadas en el origen de ambas regresiones son perfectamente coincidentes.

Huggins
Ny /CVs. ¢

] (CmB/Q)_’“*H\ Kraemer
Inm/cvs. ¢

0 ¢ (glem?)

Figura 3.2: Doble extrapolaciéon de Huggins y Kraemer.

Existen alternativas al anterior método de dilucién que utilizan la medida de la vis-
cosidad a una 1nica concentracion para determinar la viscosidad intrinseca. Es lo que se
conocen como procedimientos de “punto 1inico” de los cuales el mas conocido es el que se

basa en la ecuacién de Solomon-Ciuta [34],
20 =0 5)[V2 200, = 1= Iny)]'"

7] = . = - : (3.9)
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Dicha ecuacién se puede obtener combinando las ecuaciones de Huggins (ec. 3.2) y Krae-
mer (ec. 3.8) y teniendo en cuenta que la relacién entre sus constantes es ky+kx = 0.5 [31].
La ecuacién 3.9 es estrictamente valida si la concentracién utilizada se encuentra dentro
del rango en el que se cumplen simultaneamente las ecuaciones lineales de Huggins y Krae-
mer, lo que ocurre solo cuando la disolucién es suficientemente diluida. Por ese motivo,
es habitual que el valor de [n] calculado mediante el procedimiento de Solomon-Ciuta se
desvie del valor verdadero. No obstante es de destacar que, en el caso particular en el que

kg = 1/3, el mencionado procedimiento proporciona valores exactos para [n] [31].

3.2. Instrumentacion

Diferentes instrumentos pueden ser utilizados para medir la viscosidad de un fluido.
La mayoria de ellos se basan tipicamente en uno de los siguientes tres fenémenos: una
superficie mévil en contacto con el fluido, un objeto moviéndose a través del fluido, y un
fluido fluyendo a través de algtin dispositivo. El primer fenémeno es la base del instrumento
denominado reémetro, el cual describiremos en el capitulo siguiente dedicado a reologia,
el segundo es la base del viscosimetro de bola rodante y el tercero es el fundamento del
viscosimetro capilar, ambos descritos a continuacién. Los gradientes de velocidad que
se generan en los dos ultimos son habitualmente suficientemente pequenos como para

considerar que el fluido en estudio se comporta de forma newtoniana.

3.2.1. Viscosimetro de bola rodante
3.2.1.a. Fundamentos del viscosimetro de bola

El viscosimetro de bola rodante se basa en el denominado sistema de medida Hoppler
que relaciona la viscosidad del fluido con el tiempo que una bola, usualmente de acero u
oro, tarda en recorrer una determinada distancia a través de un capilar relleno del fluido.
El capilar se encuentra inclinado un determinado angulo respecto a la horizontal para
permitir el desplazamiento de la bola por efecto de la gravedad (Figura 3.3), y esta rodeado
por una camisa para el control de la temperatura. Cuanto més viscoso sea el liquido,
mayor resistencia opondra al desplazamiento de la bola y més lentamente rodara ésta
(para un determinado dngulo). En los viscosimetros de bola rodante propiamente dichos
el angulo de inclinacién varia entre 10° y 80° (una inclinacién demasiado pronunciada

podria producir un indeseable flujo turbulento).
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Figura 3.3: Esquema de un viscosimetro de bola rodante.

Las fuerzas que actian sobre la bola rodante son: la componente de la gravedad en el
sentido del movimiento, la componente del empuje en el sentido contrario al movimiento, y
la friccién, también de sentido contrario al movimiento. La inclinacion del capilar permite
ajustar, por tanto, la fuerza resultante sobre la bola. En el régimen estacionario, las
componentes gravitatorias y de empuje y la fuerza de friccién se compensan, y la bola
se mueve a una velocidad terminal constante, v,. Puesto que la influencia de la fuerza de
gravedad sobre la bola depende de su densidad, p,, y de su volumen o, equivalentemente,
de su radio, 7y, y el empuje depende, ademas, de la densidad del liquido, p, serd necesario
conocer todas estas magnitudes para calcular la viscosidad en los viscosimetros de bola.
Asi, si el capilar tiene radio R, y el angulo de inclinacién del mismo respecto a la horizontal

es 6, la viscosidad, 7, se puede calcular como [28§]

B 472 (pp — p)gsin 6 (R — T’b>5/2

3.10
15'Ub R ( )

n

donde g es la aceleracion de la gravedad.

Puesto que v, = d/t, donde d es la distancia recorrida por la bola y ¢ es el tiempo que
tarda en recorrer dicha distancia, la expresién anterior se puede compactar agrupando los
términos relacionados con la geometria del capilar y la bola en una cierta constante K,
que se determinara mediante calibrado utilizando un liquido de viscosidad conocida, y

dejando la viscosidad en funcién de t,
n=K(p, — p)t. (3.11)
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3.2.1.b. Descripcién de nuestro equipo

El viscosimetro de bola rodante disponible en nuestro laboratorio es el modelo Lo-
vis 2000 ME que es un médulo auxiliar del densimetro DMA 5000 M de Anton Paar
(ver Figura 3.4). La temperatura en estos dispositivos es controlada mediante elemen-
tos Peltier. Este aparato permite una medida muy precisa tanto de la densidad como
de la viscosidad en un rango de temperatura entre 5°C y 100°C. El densimetro consiste
en un tubo en forma de U que se rellena con 1 ml de muestra y se le hace vibrar a su
frecuencia caracteristica, la cual va a depender de la densidad de la muestra. Por tan-
to, midiendo esta frecuencia caracteristica y con el adecuado tratamiento matematico, se
puede determinar la densidad del fluido, resultando en una precisiéon de hasta +0.00005
g/cm3. La expresiéon matemdtica utilizada para calcular la densidad, p, es del siguiente
tipo: p = KAQ?*f1 — Kpfs, donde K, y Kp son constantes del aparato, f; v f» son fac-
tores de correccion que tienen en cuenta efectos de la temperatura y la viscosidad, y )
es el cociente entre el perfiodo de vibracion del tubo en U y el periodo de vibracion de un
oscilador de referencia. Por otro lado, para la medida de la viscosidad, un capilar como
el de la Figura 3.5 se rellena con 100 pl de muestra que es introducida por un extremo
mediante una jeringuilla. Posteriormente el capilar se introduce en el moédulo Lovis y
éste comienza a adoptar diferentes inclinaciones hasta que establece automaticamente el
angulo mas adecuado para medir la viscosidad. Tres sensores inductivos miden el tiempo
que la bola tarda en desplazarse entre ciertas marcas definidas a lo largo del capilar. Este
tipo de sensores permite trabajar con liquidos tanto transparentes como opacos. Nuestro
aparato dispone de capilares de tres didmetros diferentes que permiten medir diferentes
rangos de viscosidad: 1.59 mm para un rango de 0.3 mPa-s a 90 mPa-s, 1.8 mm para un
rango de 2.5 mPa-s a 1700 mPa-s, y 2.5 mm para un rango de 12 mPa-s a 10000 mPa-s.

Por otro lado, las bolas de las que disponemos son de acero con un diametro de 1.50 mm.

3.2.2. Viscosimetro capilar
3.2.2.a. Fundamentos del viscosimetro capilar

La técnica de viscosimetria capilar consiste en relacionar la viscosidad de un fluido
con el tiempo que tarda en fluir a través de un capilar ya que cuanto mas viscoso sea un
liquido més lentamente se desplazara por el capilar. Los viscosimetros capilares consisten,

esencialmente, en cinco partes: una camara donde se deposita el fluido, un capilar de
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A

E Médulo Lovis

Recipiente
residuos

Densimetro

Figura 3.4: Densimetro DMA 5000 M de Anton Paar con médulo Lovis 2000 ME.

Figura 3.5: Capilar que se introduce en el médulo Lovis 2000 ME.

didmetro conocido, una unidad de control y medida de la presién aplicada para hacer
fluir el liquido, una unidad para la determinacién del flujo y un termostato que controle
la temperatura. Existen dos tipos principales de viscosimetros capilares: la variedad de
cilindro-pistén (que no trataremos) y los viscosimetros de vidrio, que pasamos a explicar

a continuacidn.

Existe una gran variedad de viscosimetros de vidrio en los que el control de la tempera-
tura se ejerce introduciendo el viscosimetro en un bano termostéatico. Nosotros empleamos
el tipo Ubbelohde [35], que es una modificacién del viscosimetro capilar de Ostwald [36]
y que consta de una rama de dilucién, una rama central (donde se encuentra el capi-
lar) y una tercera rama que asegura que la caida del liquido sea a la presiéon atmosférica
(ver Figura 3.6). Este viscosimetro es muy 1til para realizar diluciones in situ cuando la
muestra es una disolucion. Una vez que la muestra esta en el depdsito, se inyecta aire por

la rama de dilucién de tal forma que la disoluciéon ascienda por la rama central; esto se
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hace cerrando la tercera rama y dejando abierta la central. Después, se deja que el liquido
descienda por el capilar por efecto de la gravedad (es decir, debido al propio peso de la
columna de fluido) y se mide el tiempo, denominado tiempo de caida, que un determinado
volumen del mismo tarda en fluir; en la practica, el tiempo que tarda en pasar entre dos

marcas que posee un bulbo situado en la parte superior de la rama central.

Rama de \ — f Bulbo de
dilucion seguridad
Ramadel | | Primer
. enrase
capilar
Ramade | | = Bulbo
seguridad \ principal
: Segundo
Capilar enrase

Deposito

Figura 3.6: Esquema de un viscosimetro capilar tipo Ubbelohde.

La relacién entre la viscosidad y el tiempo de caida no es, en general, lineal. Debido a
que el flujo por el capilar no es exactamente laminar ni estacionario, es necesario introducir
una serie de correcciones que afectan a dicha relacion. En el caso de disoluciones diluidas
(baja viscosidad), atemperadas mediante la utilizacién de un bano termostatico, sélo la
denominada correccion de los efectos de entrada y salida del capilar, asociados a la energia
cinética de la corriente del fluido, debe ser tenida en cuenta. Utilizando la ley de Hagen-
Poiseuille
B TRYAP

Q i (3.12)

donde @ es el flujo volumétrico, AP la diferencia de presion entre los extremos del capilar,

R el radio del capilar, L su longitud y n la viscosidad del fluido, e introduciendo los
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términos correctores apropiados, se obtiene [37]

n _ mR'hgt LV

3.13
p 8LV g87rLt’ (3.13)

donde h es la altura a la que se encuentra el liquido dentro del capilar, g la aceleracién
de la gravedad, p la densidad del fluido, V' el volumen de fluido en el viscosimetro por
encima del depdsito, t el tiempo de caida y £ es un factor de correccion que depende de
la forma del capilar. Agrupando todos los parametros caracteristicos del viscosimetro que
intervienen en el segundo término, dejamos como tnica variable el tiempo de caida y la
ecuacién anterior puede reescribirse como

B
DA 2, (3.14)
p t
donde A y B son dos constantes caracteristicas de cada viscosimetro que pueden ser deter-
minadas mediante calibrado con liquidos de viscosidad y densidad conocidas. Por tanto,
midiendo el tiempo de caida por un capilar, es posible calcular la viscosidad de un liquido

de densidad conocida (facilmente determinable con un picnémetro o un densimetro).

3.2.2.b. Descripcion de nuestro equipo

Las medidas de viscosimetria capilar se llevaron a cabo en viscosimetros automaticos
de la casa Schott Geréte (Figura 3.7) que constan bésicamente de dos médulos o compo-
nentes: soportes modelo AVS/S para fijar el viscosimetro capilar y unidades para control
de las medidas de las que tenemos dos modelos, AVS 310 y AVS 470. Los viscosimetros
capilares utilizados en el montaje experimental son, como ya se ha mencionado, del tipo
Ubbelohde, fueron también suministrados por Schott Gerate, y requieren una cantidad
minima de muestra en torno a 15 ml. Los didmetros de capilar disponibles en nuestros
viscosimetros son 0.53 mm, 0.64 mm y 0.84 mm, utilizdndose el didmetro menor con las
muestras menos viscosas. Como ya se ha especificado, dichos viscosimetros se acoplan a
soportes AVS/S, los cuales se introducen en un bano termostético para mantener constan-
te la temperatura y se conectan a una unidad de control que lleva a cabo las operaciones
de succionar el liquido, dejarlo caer y medir, mediante un sistema éptico, el tiempo que
tarda en pasar entre las dos marcas que posee el viscosimetro capilar (Figura 3.6). Los dos
modelos de unidades de control disponibles en nuestro laboratorio, AVS 310 (mostrado en
la Figura 3.7) y AVS 470, fueron utilizados indistintamente. El bano termostético es de

la casa Haake y esta provisto de un cabezal modelo F3 que suministra calor y conectado
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a un criostato Haake modelo DK 12 para enfriar. La mayoria de las medidas se hicieron

a la temperatura de 25°C.

Figura 3.7: Viscosimetro capilar Ubbelohde en soporte AVS/S junto a médulo de
control AVS 310.

3.3. Medidas de comprobacion

A continuacién se presentan una serie de medidas cuyo objetivo es comprobar el co-

rrecto funcionamiento de nuestra instrumentacion.
1) Medidas de sustancias patrén en el densimetro - viscosimetro de bola

= Medida de agua ultrapura

La Tabla 3.1 recoge las medidas de densidad y viscosidad para agua ultrapura a
25°C y 40°C realizadas con el densimetro DMA 5000 M - viscosimetro Lovis 2000
ME. Junto a ellas aparecen los valores de referencia. Las medidas de viscosidad se
realizaron con el capilar de 1.59 mm que es el apropiado para determinar el valor

de viscosidad del agua, ademas de ser el mas comunmente empleado.

64



3.3. MEDIDAS DE COMPROBACION

T (°C) | n (mPas) | n (mPa-s) Ref' | p (g/cm?) | p (g/cm?) Ref?
25 0.893 0.893 0.99713 0.997043
40 0.655 0.653 0.99222 0.992212

Tabla 3.1: Agua miliQ. Ref': National Bureau of Standards. Ref?: Manual del
densimetro DMA de Anton Paar; F. Spieweck and H. Bettin “Solid and liquid density
determination. Technisches Messen” (1992) 59, 285-292.

Como se observa en la Tabla 3.1, el densimetro DMA 5000 M - viscosimetro Lovis
2000 ME de Anton Paar proporciona valores para el agua totalmente comparables
con los de referencia con desviaciones en conjunto menores del 0.5% y que en la

mayoria de los casos son despreciables.

Medida de las sustancias patrén (20 AW y 200 AW) suministradas por Anton Paar

La Tabla 3.2 recoge las medidas de densidad y viscosidad realizadas con el densimetro
DMA 5000 M - viscosimetro Lovis 2000 ME, sobre dos sustancias patrén a 25°C y
40°C. Junto a ellas aparecen los valores de referencia. De acuerdo al valor de la vis-
cosidad de los patrones, la viscosidad del patrén 20 AW se determiné con el capilar
de 1.59 mm, que es el habitualmente utilizado en esta Tesis, y la viscosidad del 200

AW con el capilar de 2.5 mm.

Patrén | T (°C) | n (mPa-s) | n (mPa-s) Ref® | p (g/cm?) | p (g/cm?) Ref?
20 AW 25 15.72 15.77 0.82550 0.8254

40 9.325 9.371 0.81571 0.8156
200 AW 25 161.2 160.5 0.82743 0.8272

40 79.43 78.54 0.81817 0.7812

Tabla 3.2: Patrones suministrados por Anton-Paar. Ref®>: Documento adjunto a los

patrones de Anton Paar.

Como se observa en la Tabla 3.2, los valores obtenidos para las sustancias patrén con
el densimetro DMA 5000 M - viscosimetro Lovis 2000 ME de Anton Paar, aunque
comparables con los de referencia, presentan, en conjunto, desviaciones algo mayores
que en el caso del agua ultrapura, lo que queda patente en las medidas realizadas

a 40°C sobre el patréon 200 AW (el de mayor viscosidad). Por tanto, aunque en
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la mayoria de los casos las desviaciones siguen siendo despreciables (inferiores al
0.5%), solo podemos asegurar que, en general, éstas son menores del 5%. Este
resultado estd, de algiin modo, conforme con nuestro conocimiento de que el equipo
es menos preciso (el error asociado a la medida suele ser mayor) cuando se trabaja
con muestras de viscosidad elevada (comunicacién privada del equipo técnico de
Anton Paar).

2) Comparacién de medidas realizadas en el viscosimetro de bola con me-

didas realizadas en el viscosimetro capilar

= Mezcla de agua y glicerina (50 % en volumen) a 25°C

Se prepara una mezcla al 50 % en volumen de agua y glicerina. El viscosimetro de
bola suministra automaticamente una viscosidad dindmica n = 6.713 mPa-s. En
cuanto al viscosimetro capilar, se determinan los tiempos de caida y, a partir de
ellos, se calcula la viscosidad utilizando la ecuacién 3.14 (previa determinacién de
las constantes de calibrado A y B, como se comentara en breve, y la densidad de la
mezcla la cual se llevé a cabo en el densimetro DMA 5000 M de Anton Paar). Dicho
procedimiento proporciona un valor n = 6.828 mPa-s con una desviacion inferior al
2 %. Como se observa, ambos instrumentos, el viscosimetro Lovis 2000 ME de Anton
Paar y el viscosimetro capilar tipo Ubbelohde operado automaticamente mediante
las unidades suministradas por la casa Schott Gerate, proporcionan valores muy
parecidos de la viscosidad. Puesto que, en principio, la medida con el viscosimetro
capilar es de esperar que sea mas fiable, este experimento confirma la precision del
médulo Lovis 2000 ME de Anton Paar.

- Calibracion del viscosimetro Ubbelohde:

El didmetro del capilar del viscosimetro Ubbelohde que se utilizé6 para medir la
viscosidad de la mezcla de agua y glicerina al 50 % en volumen era 0.63 mm. Para
la calibracién de dicho viscosimetro se midieron los tiempos de caida, t, de cinco
disolventes puros de densidad y viscosidad conocidas (agua miliQ, acetona, tolueno,
butanona y acetato de etilo, estos dos tltimos con los mismos tiempos de caida) y
se utilizé la ecuacién 3.14 para, a partir de la representacion grafica de nt/p frente a
t2, realizar un ajuste lineal y obtener las constantes de calibrado A y B. La Figura
3.8 muestra la recta de calibrado conseguida, de donde se obtiene que los valores de
las constantes de calibrado son: A = 0.000102 cm?/s* y B = 0.02338 cm?.
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Figura 3.8: Recta de calibrado del viscosimetro capilar utilizado con la mezcla de agua

y glicerina.

= Disolucion de alginato a 25°C

Alginato es un término general en el que se incluye tanto al acido alginico como
a su sales monovalentes. Los alginatos son polisacaridos estructurales procedentes
de las algas, solubles en agua, y con un amplio espectro de aplicaciones en campos
tan dispares como la agricultura, la industria farmacéutica o la alimentaria. Por
ejemplo, es muy conocido y extendido su uso como agente espesante y gelificante.
En la industria farmacéutica es importante su empleo como agente encapsulador de
farmacos. Desde el punto de vista quimico, el acido alginico es un polisacarido lineal
formado por dos unidades monoméricas distintas, los acidos S-D-manurénico (M)
y a-L-gulurénico (G), que se disponen formando distintas secuencias de bloques:
homopoliméricas (GG) y (MM), como se ilustra en la Figura 3.9, o alternantes
(MG) [38,39]. La distribucién de estos bloques tiene una gran repercusion en la
flexibilidad de la cadena ya que los bloques GG son maés rigidos que los MM y éstos
mas que los bloques heteropoliméricos [40,41]. Por ello, una magnitud relevante para

conocer las propiedades fisico-quimicas de los alginatos es la relacién M/G.
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Figura 3.9: $-D-Guluronato y a-L-Manuronato.

El objetivo de este apartado es comprobar, no solo que la viscosidad de una disolu-
cién de alginato medida con el viscosimetro de bola da los mismos resultados que
la medida con el viscosimetro capilar, sino que la viscosidad intrinseca del alginato
determinada mediante ambos instrumentos y utilizando los diferentes métodos des-
critos en la seccién “Viscosidad de disoluciones” (Huggins, ec. 3.2, Kraemer, ec. 3.8,
y Solomon-Ciuta, ec. 3.9) es la misma. Para ello se prepararon varias disoluciones
acuosas de la sal sédica del acido alginico, el alginato sédico, con las concentra-
ciones de alginato recogidas en la Tabla 3.3. En todas ellas el disolvente fue, a su
vez, una disolucion de cloruro sédico, NaCl, en agua miliQQ con una concentracion
de NaCl igual a 0.1 M. El motivo de usar dicha disolucién salina es porque el algi-
nato sédico disuelto en agua posee un elevado caracter de polielectrolito, es decir,
presenta cargas a lo largo de la cadena, por lo que su conformacién (y por con-
siguiente la viscosidad de la disolucién) se ve fuertemente afectada por la fuerza
ionica del medio. Cuando la fuerza iénica aumenta, las cargas de una cadena de
polielectrolito van quedando progresivamente apantalladas, disminuyendo las repul-
siones electrostaticas y generando una conformacion mas compacta. Por tanto es
necesario fijar la fuerza iénica para medir la viscosidad. La fuerza iénica adecuada
para determinar la viscosidad intrinseca de un polielectrolito es aquella que hace
que se comporte como un polimero neutro, presentando una conformacién de ovillo
al azar. En nuestro caso, se utilizaron disoluciones diluidas (requisito necesario para
medir viscosidad intrinseca, tal y como se expuso en la secciéon “Viscosidad de diso-
luciones”) en las que se fij6 la fuerza iénica a 0.1 M mediante la adicién de NaCl.
Esta es una fuerza iénica estandar lo suficientemente grande como para asegurar que

las cargas de las cadenas de alginato estan apantalladas y éste se comporta como
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neutro (lo que se denomina condicién de fuerza iénica infinita), siendo asi factible

determinar la viscosidad intrinseca con propiedad [42].

El alginato sdédico empleado para este propdsito es de la casa comercial Sigma-
Aldrich con referencia A2033 (lote 111K0005). Dicho alginato procede del alga parda
Macrocystis pyrifera, tiene una relaciéon M/G=1.56 y es de viscosidad intermedia
(peso molecular intermedio). A cada una de las disoluciones preparadas (incluyendo
la disolucién de NaCl 0.1 M utilizada como disolvente) se le midié la viscosidad
(dindmica), bien directamente en el viscosimetro de bola Lovis 2000 ME o bien a
partir de los tiempos de caida en un viscosimetro capilar tipo Ubbelohde que se
operd con la unidad de control AVS 310. Dicho viscosimetro tenia un didmetro de
capilar de 0.63 mm y se calibré mediante el procedimiento descrito anteriormente
(y usando los mismos disolventes puros), obteniéndose los siguientes valores de las
constantes de calibrado: A = 0.0000965 cm?/s? y B = 0.01153 cm?.

Para que las disoluciones empleadas en los viscosimetros de bola y capilar fueran
idénticas no se utilizé el procedimiento de dilucién en éste 1iltimo, sino que se intro-
dujo directamente la disolucién con la concentracién que se deseaba medir. A cada
disolucion introducida se le midié cinco veces el tiempo de caida y se tomd como
tiempo de caida representativo la media de los cinco. Cinco medidas fueron sufi-
cientes para obtener una buena media pues éstas eran muy reproducibles: el tiempo
de caida y desviacién estandar promedio (representativo) para las disoluciones de
alginato fue ¢t = 168.778 + 0.016 s, siendo menor o mayor en funciéon de la concen-
tracién (mayor concentracién, mayor tiempo de caida y desviacién estandar). Por
otro lado, el tiempo de caida para la disolucion de NaCl fue t5 = 93.98 4+ 0.00 s.
Los tiempos de caida medios, junto con las constantes de calibrado del viscosimetro
y la densidad de la disoluciones medidas en el densimetro DMA 5000 M, se uti-
lizaron en la ec. 3.14 para calcular las viscosidades de las diferentes disoluciones
proporcionadas por el viscosimetro capilar. Todas las disoluciones introducidas en
ambos viscosimetros fueron filtradas utilizando filtros Millipore de tamano de poro
0.22 pum. Los valores de viscosidad obtenidos se encuentran recogidos en la Tabla

3.3 mencionada anteriormente.

Como se aprecia, los valores de viscosidad obtenidos mediante los dos instrumentos
son muy parecidos. En todos los casos la diferencia relativa (en valor absoluto) es

inferior al 2%, tendiendo a ser mayor a las concentraciones mads altas. Asi, para
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Calginato (g/cm®) | n (mPa-s) Capilar | n (mPa-s) Lovis
0.0004 1.173 1.170
0.0006 1.307 1.305
0.00075 1.435 1.443

0.001 1.642 1.658
0.0012 1.818 1.828
0.0015 2.124 2.157

Tabla 3.3: Viscosidad de disoluciones de alginato sédico suministrado por Sigma-
Aldrich (referencia A2033, M/G=1.56).

Calginato=0.0004 g/cm?, esa diferencia es del 0.2 %, sin embargo para Caginato=0.0015

g/cm?, la diferencia relativa alcanza el 1.6 %.

Un aspecto muy importante en disoluciones macromoleculares es la determinaciéon
de la viscosidad intrinseca, [n], por lo que es pertinente comprobar si la viscosidad in-
trinseca determinada mediante ambos viscosimetros es comparable. Para ello, como
ya se ha comentado con anterioridad, primero hay que determinar las viscosidades,
7, de una serie de disoluciones de diferente concentracién (siempre suficientemente
diluida) que son las que muestra la Tabla 3.3, luego, a partir de ellas, calcular las
correspondientes viscosidades relativas, 7, (ec. 1.13), y especificas, 1, (ec. 1.14), y
finalmente, mediante la representacién frente a la concentracién de funciones ade-
cuadas de 7, y/o nsp, obtener por extrapolacién a concentracién cero la viscosidad
intrinseca. Nosotros hemos utilizado tres funciones bien establecidas para la deter-
minacién de [n], que dan lugar a tres procedimientos: 1) el método de Huggins, ec.
3.2, 2) el método de Kraemer, ec. 3.8, y 3) el método de Solomon-Ciuta, ec. 3.9.
Las representaciones de todas esas funciones, construidas tanto a partir de los datos
procedentes del viscosimetro capilar como de los datos procedentes del viscosimetro

de bola, asi como los correspondientes ajustes, se muestran en la Figura 3.10.

Como se aprecia, y cabe esperar, todos los métodos (Huggins, Kraemer y Solomon-
Ciuta) convergen (aproximadamente) a una ordenada en el origen comin que es la
viscosidad intrinseca del alginato con referencia A2033. Ademas, y esto es lo que
se pretendia verificar, para cada método, los datos procedentes del viscosimetro de

bola y los procedentes del viscosimetro capilar se superponen bastante bien. Es, de
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Figura 3.10: Representaciones de Huggins, Kraemer y Solomon-Ciuta para las diso-
luciones de alginato sédico A2033 medidas en ambos viscosimetros. La viscosidad

intrinseca es la ordenada en el origen.

todos modos, interesante mencionar que para las concentraciones mas elevadas los
valores procedentes de las medidas con el viscosimetro de bola tienden a estar por
encima de los valores procedentes del viscosimetro capilar (como también ocurria
con los valores de la viscosidad de la Tabla 3.3). También cabe mencionar que los
resultados pueden diferir ligeramente si para el calculo de la viscosidad relativa a
partir de los tiempos de caida en el viscosimetro capilar se utiliza el método riguroso
(que tiene en cuenta la densidad de la disolucién y las constantes de calibrado) o el
método simplificado (que no tiene en cuenta los pardmetros anteriores: 1, = t/ty).
En cualquier caso, la viscosidad intrinseca obtenida por los diferentes procedimientos
es muy parecida, siendo la diferencia relativa entre ellos inferior al 3 %, por lo que se
puede utilizar su promedio, [] = 671 cm?/g, como valor caracteristico de la muestra

de alginato utilizada.
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El método de Solomon-Ciuta es en la practica, y si la disolucion se comporta de
forma adecuada, un método de punto unico, es decir, su utilizacién permite llevar
a cabo la determinacién de la viscosidad intrinseca a partir de la viscosidad de la
disolucién medida a una unica concentracién. De hecho, como se aprecia en la Figu-
ra 3.10, las rectas correspondientes al método de Solomon-Ciuta tienen pendiente
practicamente cero, lo que significa que es indiferente el punto que se utilice para
medir la viscosidad intrinseca (no hay que realizar ninguna extrapolacién a con-
centracion cero). Esto es una ventaja tanto por la rapidez de la medida como por
la imposibilidad que existe, en ocasiones, de poder preparar varias disoluciones. Si
ademads, como se ha comprobado, es indiferente utilizar el viscosimetro de bola o el
viscosimetro capilar, la ventaja es doble, pues la medida en el viscosimetro de bola

es mas sencilla, rapida, directa y necesita mucha menos muestra.

Nuestro programa VISFIT [32,33], mencionado con anterioridad, permite llevar a
cabo un ajuste y extrapolacién conjunta de los puntos experimentales correspon-
dientes a los métodos de Huggins y Kraemer para obtener un valor inico de la vis-
cosidad intrinseca. Dicho programa esta disenado para trabajar con los parametros
experimentales que se controlan cuando se utiliza el procedimiento de dilucién en
el viscosimetro capilar (es decir, los voliumenes de disolvente anadidos). Aunque en
nuestro estudio no hemos utilizado el procedimiento de dilucién, se puede calcular
el volumen de disolvente que habria que haber anadido para obtener la siguiente
concentracién de trabajo y utilizar dicho dato en VISFIT. El valor de [5] obtenido al
aplicar dicha metodologfa es [] = 671.56 cm?/g, practicamente idéntico al promedio
calculado anteriormente. Por otro lado, cabe comentar que la suma de las constantes
de Huggins y Kraemer es Ky + Kg = 0.495, practicamente igual al valor teérico
0.5 mencionado en la seccion “Viscosidad de disoluciones”, siendo Ky = 0.344,
préximo al valor 1/3 que, como se indicé en dicha seccién, garantiza la fiabilidad del
método de Solomon-Ciuta de punto tnico (circunstancia verificada en la Figura 3.10
donde la pendiente de las rectas de Solomon-Ciuta es practicamente cero). Ademaés
de la doble extrapolacion de Huggins y Kraemer, VISFIT también permite realizar
la determinacién de la viscosidad intrinseca mediante el método de Solomon-Ciuta
de punto unico para lo cual es preciso elegir una cualquiera de las concentraciones
utilizadas. De nuevo, el programa esta disenado para trabajar con datos procedentes

del viscosimetro capilar (constantes de calibrado, tiempo de caida...), pero no con
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los datos proporcionados por el viscosimetro de bola. En este sentido, cualquier
tiempo de caida de cualquiera de las disoluciones utilizadas debe proporcionar un
valor similar de la viscosidad intrinseca, como pone de manifiesto la Figura 3.10
en consonancia con el hecho de que Ky sea préximo a 1/3. En concreto, la disolu-
cién de mayor concentracion, Caginato=0.0015 g/cm?, da [n] = 669.5 cm®/g, y la de
menor concentracion, Caginato=0.0004 g/cm?; da [n] = 683.6 cm®/g. El programa
también permite introducir un valor estimado de Ky con el que corregir (mejorar)
el valor de [n] obtenido mediante punto tnico. Si utilizamos como estimacién para
Ky el valor determinado previamente, Ky = 0.344, se obtiene [n] = 674.9 cm?/g
(para Caginato=0.0015 g/cm?) y [n] = 683.1 cm®/g (para Caginato=0.0004 g/cm?),
ligeramente mas proximos al valor obtenido mediante el procedimiento conjunto de
Huggins y Kraemer. Como se observa, todos los valores, independientemente del
método utilizado (extrapolacién o punto tinico) son muy semejantes, siendo la dife-
rencia relativa entre ellos inferior al 3%, lo que esta dentro del error experimental
tipico.

Por 1ltimo cabe mencionar que el valor de viscosidad intrinseca del alginato sédico
A2033 a fuerza i6nica infinita determinado en un trabajo anterior fue [n] = 670 £ 20
cm?/g [42], valor perfectamente comparable con cualquiera de los valores encontra-
dos en esta Tesis mediante distintos procedimientos. Esto confirma la bondad de

nuestros resultados y que 0.1 M puede considerarse fuerza iénica infinita.

En cuanto a la evaluacion comparativa de los dos instrumentos, concluimos que la
desventaja del viscosimetro de bola Lovis frente al Ubbelohde de no poderse hacer
diluciones in situ es intrascendente ya que permite determinaciones muy precisas
de la viscosidad, 1, que permiten una alta precision en la viscosidad especifica, lo
cual posibilita medir a una sola concentracion y utilizar el método de punto tnico

de Solomon-Ciuta, ec. 3.9.
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Capitulo 4
Reologia

Una parte de esta Tesis estd dedicada al estudio de las propiedades de disoluciones
en flujo de cizalla, tema perteneciente al ambito de la Reologia, término acunado por
el quimico norteamericano Bingham en 1926 para denominar a la ciencia que estudia la
deformacion de materiales sometidos a esfuerzos externos. Una deformacion continua del
material a lo largo del tiempo es un flujo del material y el material que experimenta esa
deformacion continua es un fluido. Por brevedad, no podemos pormenorizar los aspectos
de esta disciplina que el lector puede encontrar en monografias especializadas [43, 44].
La denominacién en castellano de los términos reoldgicos es, a veces, ambigua, pues en
ocasiones se traducen de forma distinta palabras tomadas de otros idiomas. Por ello, el
Grupo de Reologia de las Reales Sociedades Espanolas de Quimica y Fisica propuso una

terminologia [45] que procuraremos seguir en esta Tesis.

4.1. Conceptos tedricos

Supongamos una porcion de fluido en el que unas partes se mueven en relacion a otras,
es decir, el fluido experimenta un flujo. Al cabo de un determinado periodo de tiempo, y
como consecuencia de dicho movimiento, dos puntos préximos dentro de esa porcién de
fluido habran sufrido un desplazamiento relativo y el vector que los une habra cambiado. Se
dice, entonces, que la porcion de fluido ha sufrido una deformacién. Cuando la deformacion
ocurre de tal manera que el fluido se puede considerar formado por ldminas o capas
paralelas, el flujo que tiene lugar se denomina laminar. Un caso particular es el flujo de

cizalla simple representado en la Figura 3.1 del capitulo anterior, en el que capas de fluido
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se desplazan con velocidades que varian de forma lineal con la separaciéon de las mismas.
Entre laminas contiguas de un fluido que experimenta un flujo de cizalla se originan
fuerzas de rozamiento que se oponen al desplazamiento relativo de las laminas. Aparece
asi una resistencia a fluir que puede ser cuantificada mediante el coeficiente de viscosidad,
7, definido en el capitulo anterior. Debido a ello, sera necesario aplicar continuamente una
fuerza sobre el fluido para mantenerlo fluyendo en régimen estacionario, es decir sometido
a una deformacion continua. La fuerza aplicada por unidad de superficie del fluido es lo
que se denomina esfuerzo, 7, y la variacién de la deformacion del fluido con el tiempo
es la velocidad de deformacién o, lo que es equivalente, el gradiente de velocidad. Todas
las magnitudes mencionadas (deformacién, esfuerzo, gradiente) son, en rigor, tensores que
definen cémo cambia el vector que une dos elementos del fluido cuando éste esta sometido a
un flujo. Sin embargo, por simplicidad, y puesto que es suficiente para analizar y entender
el tipo de experimentos reolégicos que se van a realizar en esta Tesis, donde solo va a
estar presente el flujo de cizalla simple, vamos a tratarlas como magnitudes escalares. La
deformacion que experimenta el fluido en cada instante en un flujo de cizalla se denota
por 7, por lo que la velocidad de deformacién, es decir la derivada de la deformacién
respecto al tiempo, se denota por 7. Se puede demostrar que velocidad de deformacién
es equivalente a la variacién de la velocidad de un elemento del fluido con la posicién
o gradiente de velocidad. En caso de un flujo de cizalla, podemos escribir, siguiendo la
nomenclatura del capitulo anterior, 4 = dv/dt = dv,/dy, por lo que se pueden emplear
indistintamente los términos velocidad de deformacion de cizalla y gradiente de velocidad
de cizalla que abreviaremos por gradiente de cizalla.

Es de gran interés, y éste es uno de los objetivos de la reologia, encontrar relaciones
entre el esfuerzo aplicado y la velocidad de deformacion o gradiente de velocidad con-
seguido. Estas relaciones matematicas se denominan ecuaciones constitutivas o ecuaciones
reoldgicas de estado. En muchas ocasiones se obtienen de forma empirica, aunque también
se pueden deducir a partir de consideraciones tedricas, tanto microscépicas (teniendo en
cuenta la estructura molecular del fluido) como macroscépicas (considerando el fluido co-
mo un medio continuo). Puesto que distintos fluidos se pueden comportar de manera muy
diferente bajo la aplicacion de un flujo, existe una gran diversidad de ecuaciones constitu-
tivas que definen una serie de modelos reolégicos que intentan capturar el comportamiento
real del fluido.

La ecuacién constitutiva mas sencilla es la ley de Newton de la viscosidad, definida en el

capitulo anterior (ecuacién 3.3). Dicha ecuacién establece una relacién lineal entre esfuerzo
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de cizalla y gradiente de cizalla y caracteriza un comportamiento ideal del fluido. Como ya

se expuso en dicho capitulo, el tipo de fluido que la cumple se denomina fluido newtoniano.

El fluido newtoniano es, por tanto, el modelo reolégico de fluido ideal. Asumiendo que

los experimentos reoldgicos se realizan a temperatura y presion constantes, un fluido

newtoniano en flujo de cizalla debe cumplir las siguientes caracteristicas:

1. El unico esfuerzo relacionado con la deformacion del fluido es el denominado esfuer-

zo de cizalla o cortante. Esto significa que las fuerzas que aparecen en el proceso de
deformacion son tangentes a las laminas méviles del fluido, no existiendo compo-
nentes de las fuerzas normales a dichas superficies. Puesto que, por definicién, x es
la direccién del flujo e y la del gradiente, el esfuerzo de cizalla es la componente xy
del tensor de esfuerzo (que es igual a la componente yz por simetria de este tensor).

Para ser rigurosos en la nomenclatura, denominaremos al esfuerzo de cizalla como

Ty
La viscosidad no varia con el gradiente de cizalla.
La viscosidad no varia durante el experimento.

Cuando cesa el flujo desaparece inmediatamente el esfuerzo generado o, lo que es
igual, en cuanto cesa el esfuerzo, desaparece el flujo (permaneciendo la deformacién).
En caso de un posterior cizallamiento, la viscosidad es la misma que la medida

previamente.

Para completar las caracteristicas de los fluidos newtonianos también mencionare-
mos que los distintos tipos de viscosidad, correspondientes a distintos tipos de de-
formacion (cizalla, elongacional...), estdn siempre en una proporcién sencilla entre
si (por ejemplo la viscosidad en elongacién uniaxial es tres veces la viscosidad en

cizalla simple).

Cualquier fluido que no cumpla las condiciones anteriores es un fluido no newtonia-

no. La mayoria de fluidos son no newtonianos y se rigen por ecuaciones constitutivas no

lineales. En realidad, es més correcto hablar de comportamiento newtoniano y no new-

toniano, ya que un mismo fluido puede regirse por distintas leyes segiin las condiciones

experimentales. Existen muchos tipos de comportamiento no newtoniano en funcion de

como dependa la viscosidad con el gradiente de cizalla [43,44]. Esos diferentes tipos de
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comportamiento aparecen muy bien reflejados en las representaciones denominadas “cur-
vas de fluidez” y “curvas de viscosidad”, siendo ambas representaciones equivalentes. En
las primeras se representa el esfuerzo de cizalla frente al gradiente de cizalla (7., vs.
%) mientras que en las segundas se representa la viscosidad en funcién del gradiente de
cizalla (n vs. 4). A continuacién vamos a comentar los diversos tipos en los que tradi-
cionalmente se ha clasificado el comportamiento no newtoniano, a mostrar sus curvas de
fluidez y viscosidad caracteristicas, y a exponer una serie de modelos reoldgicos y ecua-
ciones constitutivas que son de gran utilidad para describir algunos comportamientos no
newtonianos tipicos.

En primera instancia, se pueden diferenciar dos grandes clases de comportamiento no
newtoniano: dependiente del tiempo e independiente del tiempo, segiin que el cambio en la
viscosidad del fluido se produzca o no como consecuencia de la duracion del experimento.
Asi, en la primera clase, la viscosidad varia a lo largo del tiempo durante el cual estd
siendo deformado el fluido (aunque la velocidad de deformacién se mantenga constante).
En cambio, en la segunda clase, la viscosidad no varia con el tiempo de deformacion, es
decir, la viscosidad se mantiene constante mientras lo haga la velocidad de deformacion,
cambiando solo cuando ésta también lo hace. A su vez, dentro de cada una de esas dos
grandes clases de comportamiento, se pueden diferenciar varios tipos segin sea la relacion
existente entre esfuerzo y velocidad de deformacién (gradiente de cizalla), tal y como
ilustran las curvas de fluidez representadas en la Figura 4.1. Cada curva de fluidez tiene
una equivalente curva de viscosidad cuya forma depende del tipo de comportamiento
del fluido. La Figura 4.2 muestra las formas tipicas para dos de los comportamientos
no newtonianos mas comunes. La siguiente clasificacién presenta de forma organizada
los diversos comportamientos no newtonianos de los fluidos viscosos junto con una breve

descripcion de los mismos.
Tipos de comportamiento no newtoniano:

1. Independiente del tiempo: para un determinado esfuerzo (o gradiente), la vis-
cosidad no varia durante el tiempo de aplicacion del mismo. Ademas, si se realiza un
experimento de “doble barrido” en el que primero se aumenta el gradiente (o el esfuerzo)
hasta un determinado valor y luego se disminuye hasta el reposo, las curvas de fluidez
correspondientes a ambos barridos se superponen, es decir, no se observa el fenémeno de

histéresis (ver Figura 4.1A).
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A Herschel-Bulkley B
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Figura 4.1: Curvas tipicas de fluidez: (A) comportamiento independiente del tiempo;

(B) comportamiento dependiente del tiempo.

1.1. Sin esfuerzo umbral: el fluido no requiere que el esfuerzo aplicado alcance un

valor determinado distinto de cero para comenzar a fluir.

= Pseudoplastico o fluidizante: la fluidez del liquido aumenta, o lo que es lo mismo,
su viscosidad disminuye, al aumentar el gradiente de cizalla al que es sometido. Es el
caso mas frecuente, y aparece en la mayoria de disoluciones de macromoléculas. La
disminucion de la viscosidad con el gradiente de cizalla se denomina “aclaramiento
por cizalla” (shear-thinning en inglés). Es habitual que los fluidos con este compor-
tamiento presenten, a gradiente de cizalla suficientemente bajo, un valor maximo
de viscosidad que se mantiene constante al disminuir el gradiente (que denotare-
mos por 1) y, a gradiente de cizalla muy elevado, un valor minimo de viscosidad
que se mantiene constante al aumentar el gradiente (que denotaremos por 7). A
estas dos regiones con viscosidad constante se las denomina regiones o “mesetas”
newtonianas inferior y superior respectivamente (inferior y superior, asi como los
subindices empleados para n anteriormente, hacen referencia al valor del gradiente
no de la viscosidad). También se las denomina primera y segunda regién newtonia-
na. Al valor de la viscosidad en la meseta inferior se le llama, por razones obvias,
viscosidad a cizalla cero (zero-shear viscosity en inglés) y debe ser coincidente con

la viscosidad medida en los viscosimetros descritos en el capitulo anterior donde ya
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Figura 4.2: Curvas tipicas de viscosidad: (A) comportamiento pseudopldstico o flui-

dizante; (B) comportamiento tixotrépico.

se anticipé que muchos fluidos no newtonianos se comportan como newtonianos a
valores bajos del gradiente de cizalla. Su curva de viscosidad tipica se muestra en la
Figura 4.2A.

= Dilatante: la fluidez del liquido disminuye, o lo que es lo mismo, su viscosidad
aumenta, al aumentar el gradiente de cizalla al que es sometido. Es menos usual que
el comportamiento fluidizante y suele aparecer en suspensiones concentradas como
la que se prepara con harina de maiz o el cemento. El aumento de la viscosidad con
el gradiente de cizalla se denomina “espesamiento por cizalla” (shear thickening en

inglés).

1.2. Con esfuerzo umbral: el fluido requiere de un esfuerzo minimo o esfuerzo
umbral para comenzar a fluir, lo que significa que su viscosidad a gradiente de cizalla
nulo es infinita. Esto es lo mismo que decir que el fluido se comporta como un sélido si el

esfuerzo es inferior a un determinado valor y como liquido si es superior a ese valor.

= Plastico “ideal” (de Bingham): una vez que el fluido comienza a fluir, la viscosi-
dad se mantiene constante. Podriamos calificarlo de un comportamiento newtoniano

con esfuerzo umbral.
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= Plastico “real” (Herschel-Bulkley): una vez que el fluido comienza a fluir, la
viscosidad disminuye con el gradiente de cizalla. Podriamos calificarlo de un com-

portamiento pseudoplastico o fluidizante con esfuerzo umbral.

2. Dependiente del tiempo: para un determinado esfuerzo (o gradiente), la viscosi-
dad varia durante el tiempo de aplicaciéon del mismo. Ademds, si se realiza un experimento
de “doble barrido” en el que primero se aumenta el gradiente (o el esfuerzo) hasta un deter-
minado valor y luego se disminuye hasta el reposo, las curvas de fluidez correspondientes
a ambos barridos no se superponen, es decir, los fluidos con este tipo de comportamiento

presentan histéresis, tal y como se pone de manifiesto en la Figura 4.1B.

» Tixotrépico: la viscosidad disminuye con el tiempo de aplicacién del esfuerzo (o
gradiente) de cizalla. Ademds, la viscosidad también disminuye con el aumento del
gradiente de cizalla, pero si, en un determinado instante, comienza a disminuir el
gradiente, la viscosidad aumenta adoptando valores inferiores a los anteriores, por lo
que en la curva de fluidez se aprecia un ciclo de histéresis. Se podria calificar de un

pseudopléstico con histéresis. Su curva de viscosidad tipica se muestra en la Figura
4.2B.

= Reopéctico o anti-tixotrdépico: la viscosidad aumenta con el tiempo de aplicacién
del esfuerzo (o gradiente) de cizalla. Ademads, la viscosidad también aumenta con
el gradiente de cizalla, pero si, en un determinado instante, comienza a disminuir
el gradiente, la viscosidad disminuye adoptando valores superiores a los anteriores,
por lo que en la curva de fluidez se aprecia un ciclo de histéresis inverso al anterior.

Se podria calificar de un dilatante con histéresis.

4.1.1. Modelos reoldgicos para fluidos no newtonianos

A continuacién comentaremos algunos de los modelos reoldgicos mas representativos
utilizados para describir el comportamiento independiente del tiempo de fluidos no new-
tonianos, es decir, mostraremos una serie de ecuaciones que pretenden ajustar las curvas
de fluidez y viscosidad procedentes de experimentos donde el fluido se somete a un barrido
simple de gradiente de cizalla. Para una mayor claridad expositiva, organizaremos estas
ecuaciones en dos grupos: 1) ecuaciones basadas en el esfuerzo, que ajustan las curvas
de fluidez y son las propiamente denominadas ecuaciones constitutivas, y 2) ecuaciones

basadas en la viscosidad, que ajustan las curvas de viscosidad. Para cada ecuacion basada
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en la viscosidad existe una ecuacion equivalente basada en el esfuerzo de modo que todo
modelo reolégico lleva asociado ambos tipos de ecuaciones. Sin embargo, las ecuaciones
basadas en la viscosidad poseen mayor relevancia practica. De hecho, los modelos mas
sofisticados se suelen caracterizar a través de sus ecuaciones de viscosidad. Por este moti-
vo, hemos incluido méas modelos en el apartado dedicado a ecuaciones de viscosidad que

en el dedicado a ecuaciones de esfuerzo.

4.1.1.a. Ecuaciones basadas en esfuerzo

Una ecuacién constitutiva (o ecuacion de esfuerzo) muy sencilla que describe bastante
bien muchos comportamientos reoldgicos independientes del tiempo sin esfuerzo umbral,
es decir pseudopléstico y dilatante, y que incluye al comportamiento newtoniano, es la

ecuacion de Ostwald o ley de potencia:

Toy = KA", (4.1)

que escrita en una forma analoga a la ley de Newton de la viscosidad, queda
Toy = K3" 714, (4.2)

donde K y n son pardmetros empiricos: K es el indice de consistencia (con unidades Pa-s™
en el S.I.) y n es el indice de comportamiento de flujo (o indice de Ostwald) cuyo valor,
adimensional, depende del comportamiento reolégico del fluido. Asi, n = 1 corresponde
al comportamiento newtoniano (en cuyo caso n = K), n < 1 describe un comportamiento
pseudoplastico o fluidizante y n > 1 un comportamiento dilatante. Cuanto mas alejado
esté el valor de n de la unidad, mayor sera la diferencia respecto al comportamiento
newtoniano. Una limitacién importante de la ley de potencia de Ostwald es que es aplicable
en un rango limitado (usualmente intermedio) de gradientes de cizalla.

En caso de que exista un esfuerzo umbral, 7,,0, las ecuaciones constitutivas han de
incluirlo en su formulacién. Asi, la ecuacion constitutiva para el esfuerzo correspondientes

al modelo de Bingham para plasticos ideales es:

Toy = Tay,0 T MY, (4.3)

donde 7, es la denominada viscosidad pléastica que es constante. Para plasticos reales, se
puede escribir una ecuacién generalizada de Bingham o ecuacion de Herschel-Bulkley

que combina la ley de potencia de Ostwald y la ley de Bingham,
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Toy = Tayo + AV, (4.4)

donde A y n son parametros empiricos andlogos a K y n del modelo de Ostwald (ecuacién
4.1).

4.1.1.b. Ecuaciones basadas en viscosidad

Un modelo bastante general, vélido para rangos muy amplios del gradiente (capaz de
ajustar la curva de viscosidad alli donde no se cumple la ley de potencia de Ostwald)

y, sin embargo, bastante simple (solo cuatro pardmetros), es el modelo o ecuacién de
Cross [43]:

1 — Moo 1
= . 9 4.5
M= Neo 1+ (K™ (45)
o, lo que es equivalente,
o — 1 1 \m
= (K'9)™, (4.6)
N =N

donde 19 ¥ 7 son los valores asintéticos de la viscosidad a muy bajo y muy elevado
gradiente de cizalla, respectivamente, y K’ y m son dos constantes empiricas, la primera
con dimensiones de tiempo (s” en el S.I.) y la segunda sin dimensiones.

Muchos modelos reolégicos son casos particulares del de Cross de modo que sus ecua-
ciones de viscosidad se deducen a partir de las ecuaciones 4.5 o 4.6 tras realizar ciertas
consideraciones sobre los valores de sus pardametros [43]. Por ejemplo, si la viscosidad 7 se
mide en una regién intermedia de gradiente de cizalla de tal forma que 7, << n << 19,

tenemos

o Mo
T wAa -

que, redefiniendo los parametros, podemos reescribir como
n= K" (4.8)

que es la anteriormente mencionada ley de potencia de Ostwald escrita en base a
la viscosidad en lugar de en base al esfuerzo. De hecho, la ecuacién 4.8 se desprende
facilmente de la ecuacién 4.2, si consideramos que el término K4 ! de dicha ecuacién

es analogo a la viscosidad en la ley de Newton, 7, solo que ahora no es una viscosidad
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constante, si no que depende del gradiente. Como ya se ha mencionado, n =1 —m es el
indice de Ostwald y K = 1ny/K"™ es la consistencia.
Para materiales con un elevado valor de 1y de modo que se pueda asumir n << g, la

ecuacién de Cross (4.5 0 4.6) se transforma en

o
=N + (K3 (4.9)

que puede ser reescrita en forma del modelo o ecuacién de Sisko [46],
1= e + KA. (4.10)

K y n son indices andlogos a los de la ecuacién de Ostwald, teniendo el primero unidades
de Pa-s™ en el S.I. y siendo el segundo adimensional. Haciendo n = 0 en la ecuaciéon
de Sisko 4.10 y redefiniendo adecuadamente sus parametros, se obtiene el modelo de
Bingham, definido anteriormente por la ecuacion 4.3 que, escrita en forma explicita de

la viscosidad queda

Tzy,0
n= ;’ + 1. (4.11)

Del mismo modo, el anteriormente mencionado modelo de Herschel-Bulkley, definido

por la ecuacién 4.4, se puede escribir en forma explicita de la viscosidad como

=10 4 a4t (4.12)
5
Como se acaba de poner de manifiesto, el modelo de Cross incluye un gran nimero de
modelos mas simples. Una alternativa bastante popular al modelo de Cross y muy similar
a éste es el modelo de Carreau:

— D 1
- (4.13)

— ma /2’

donde K" y ms tienen un significado parecido a los anteriores K’y m.
Por 1ltimo mencionar que existen otros modelos, que no vamos a tratar aqui, que
sirven para describir el comportamiento de fluidos complejos con esfuerzo umbral (como

el modelo de Casson que se aplica a la sangre y otros fluidos biolégicos).
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4.1.2. Viscoelasticidad

Finalmente, cabe dedicar unas palabras al concepto de viscoelasticidad, aunque no se
haga un tratamiento en profundidad del mismo porque los experimentos llevados a cabo
en esta Tesis no han estado orientados a caracterizar este fenémeno. En primer lugar es
preciso aclarar que la anterior clasificacion sobre el comportamiento no newtoniano, asi
como las ecuaciones constitutivas mencionadas hasta ahora, asumen que los fluidos son
puramente viscosos, sin atender a su posible componente elastica. Esto significa que: i)
cuando se aplica un esfuerzo constante (aunque algunos casos requieran un valor minimo
de éste), el fluido experimenta desde el instante inicial una deformacién continua o flujo,
y ii) cuando cesa el proceso de deformacién, es decir deja de aplicarse el esfuerzo, el fluido
permanece deformado, no recuperando ni total ni parcialmente la forma inicial. Pero esto,
en general, no es asi para todos los materiales capaces de fluir, pudiéndose definir lo que
serfa una nueva clase de comportamiento no newtoniano (al margen de la dependencia o
no con el tiempo) que denominamos viscoeldstico para indicar la existencia simultédnea de

propiedades viscosas y eldsticas en el material.

Comencemos por definir lo que se entiende por comportamientos solido y liquido ante
una deformacién. Un soélido ideal es aquel que cumple la ley de Hooke de la elasticidad:
al aplicar un esfuerzo, el material adquiere una deformacion “instantanea” proporcional
al esfuerzo, la cual permanece mientras permanece el esfuerzo y desaparece cuando desa-
parece el esfuerzo, recuperando totalmente el solido la forma original. Un liquido o fluido
ideal es aquel que cumple la ley de Newton de la viscosidad: al aplicar un esfuerzo, el
material adquiere una velocidad de deformacién instantanea proporcional al esfuerzo, la
cual permanece mientras permanece el esfuerzo, es decir, el material experimenta una
deformacion continua en el tiempo, y desaparece cuando desaparece el esfuerzo, no recu-
perando el fluido la forma original (ni ninguna forma intermedia). Pero hay materiales
que, al aplicarles un esfuerzo, fluyen de forma inmediata y cuando cesa el esfuerzo recu-
peran parcialmente su forma (muchas disoluciones de polimero y polimeros fundidos se
comportan de esta manera), hay otros que sufren una deformacién instantanea y comien-
zan a fluir para luego recuperar totalmente su forma tras el cese del esfuerzo (por ejemplo
los hilos de seda), y asi sucesivamente. A estos materiales cuyo comportamiento es hibrido
entre el solido eléstico y el liquido viscoso se los denomina viscoelasticos. En realidad, para
ser precisos, todo material puede considerarse en cierto modo viscoelastico ya que el tipo

de respuesta del material al agente deformante depende de la relacion entre la escala de
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tiempo caracteristica de dicho agente (escala de tiempo impuesta por el experimento) y
la escala de tiempo caracteristica del material (lo que se denomina tiempo de relajacién
o de respuesta del material) [43,44]. Asi, si el experimento es lento en relacién al tiempo
de relajacién del material, el comportamiento viscoso es més aparente que el elastico,
mientras que cuando ocurre lo contrario, el comportamiento eldstico es mas acusado.
Existen diferentes modelos para representar diferentes tipos de comportamiento vis-
coelastico, cada uno de los cuales da lugar a una ecuacién constitutiva y a una serie de
pardmetros caracteristicos. El modelo original y més simple es el de Maxwell [43, 44],
aplicable a materiales que desde el punto de vista de la viscosidad se comportan como
newtonianos, y en lo referente a su elasticidad siguen la ley de Hooke. Por no ser rele-
vantes para esta Tesis, no vamos a describir ningin modelo en particular. Simplemente
mencionar los dos parametros mas representativos de un material viscoelastico: el médulo
elastico o de almacenamiento, G, que caracteriza la componente o respuesta eldstica, y
el moédulo viscoso o de pérdida G” que caracteriza la componente o respuesta viscosa. La

determinacién de ambos parametros es una tarea habitual en reologia.

4.2. RheoFit: programa para el ajuste de curvas de

viscosidad

En esta Tesis hemos construido el programa RheoFit que permite ajustar curvas de
viscosidad experimentales tanto al modelo general de Cross (ecuacion 4.5) como a dos de
sus formas mas simples como son el modelo de Ostwald (ecuacién 4.8) y el modelo de
Sisko (ecuacién 4.10). Aunque muchos reémetros, entre ellos el empleado en esta Tesis,
disponen de un software capaz de ajustar datos experimentales a modelos reoldgicos,
hemos considerado de interés desarrollar un programa sencillo que realice el ajuste a tres
modelos muy comunes de modo que pueda ser aplicado a amplios conjuntos de datos
experimentales independientemente de la instrumentacion utilizada.

El ajuste de datos experimentales a los modelos reoldgicos mencionados anteriormente
involucra un procedimiento de minimos cuadrados no lineal. Aunque los parametros K
y m del modelo de Ostwald (ecuacién 4.8) se podrian estimar mediante un ajuste lineal
de n frente a 4 en una representacion log-log, para el propésito de nuestro programa es
preferible ajustar los valores primarios de  y 7 a una ecuacién general de tipo Cross, como

se vera mas adelante. El ajuste de minimos cuadrados no lineal se lleva a cabo utilizando el

86



4.2. RHEOFIT: PROGRAMA PARA EL AJUSTE DE CURVAS DE VISCOSIDAD

método de Marquardt [47] implementado en la subrutina mrqmin de Numerical Recipes [24]
cuyo objetivo es la determinacién del conjunto éptimo de parametros, ag, que forman parte

de una funcién de una variable del tipo

y =y(z;a,az,....). (4.14)

La subrutina mrgmin permite que cualquiera de los pardmetros a; pueda ser fijo o ajustado
durante el proceso de minimizacién. Por tanto, un primer paso es definir de forma explicita
la funcién de una variable (7 en funcién de %) con la que se desea trabajar. Para ello, la

ecuacién de Cross 4.5 se reescribe, en primera instancia, como

1= 1o + (N0 — Noo) [1 4+ (K'4)™] 7" (4.15)

Para el propdsito de nuestro programa, que contempla conjuntamente tanto el caso mas
general de Cross como los casos particulares de Ostwald y Sisko, la ecuacion 4.15 se

reescribe como la siguiente funcién de ¥ y los parametros ay, k = 1...5,

n = a3+ (a1 — az)[as + (a19)"] 7, (4.16)

donde la equivalencia entre los parametros a; y los parametros del modelo de Cross es:
a1 = K', ag =m, a3 = 1), a4 = Mo, ¥ a5 = 1 (por conveniencia, en el término 1+ ..., 1 se
representa como as).

Los diferentes casos particulares de la ecuacién de Cross se pueden entonces representar
mediante una asignacion apropiada de los parametros. Asi, el modelo de Sisko corresponde
a la asignacion as; = 0y ay — as=H, con ay =ny = H — a3 = H — 1, donde H es un
valor arbitrario suficientemente grande, mucho mayor que el mayor valor de viscosidad
que aparece en los datos experimentales. De este modo, los valores de los parametros en
la ecuacién 4.9 son oo =az, n=1—m=1—as, y K = (Mo — 1oo) K'~™ = Ha]"*. A su
vez, si particularizamos para el caso 1, = az = 0, obtenemos la ecuacién de Ostwald 4.8
que tiene solo dos pardametros.

En resumen, la actual version del programa RheoFit contempla el posible ajuste de
datos experimentales a tres modelos reoldgicos: Cross, Sisko y Ostwald. Todos los ajustes
se basan en la misma ecuacion 4.16. El ajuste a un modelo determinado depende de la

forma de utilizar y asignar los parametros a; tal y como se muestra a continuacion:

= Modelo de Cross general: a5 = 1 fijo; ay, as, asz, ay ajustables.
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= Modelo de Sisko: a5 = 0y ay = H — a3 fijos, donde H es un valor elevado de 7,
por ejemplo 10*19,,4., donde, a su vez, Nmq es el mayor valor de viscosidad en el

conjunto de datos; a1, as, az ajustables.

= Modelo de Ostwald (ley de potencia): a5 = 0, ay = H fijos como en el caso anterior,

y, ademas a3z=0 fijo; a; as ajustables.

Para que el programa inicie la bisqueda de los valores éptimos de los parametros
ajustables del modelo debe disponer de un conjunto de valores iniciales de esos parametros
con los cuales comenzar a trabajar. Dichos valores iniciales pueden ser suministrados por el
usuario o estimados por el propio programa, siendo el tinico requisito que tengan sentido
fisico. Como resultado, el programa proporciona los valores éptimos de los parametros
del modelo empleado asi como los valores de viscosidad calculados con ese modelo y las
desviaciones respecto a los valores experimentales. El “modo automatico” que permite la

estimacién de parametros iniciales por parte del programa se basa en las siguientes ideas:

= Para el modelo general de Cross los valores mayor y menor del conjunto de datos
de viscosidad se usan como valores iniciales para los parametros 7y y 7. Utilizando
para el modelo de Cross la ecuacién 4.6 y denominando, por simplicidad, al primer

término como v, se obtiene:

o — 1 /-
v=—-+ = (K'9y)™. (4.17)
= Neo
Entonces, para dos parejas de datos experimentales, (Y4,7.) ¥ (¥, M), Obtenemos

las estimaciones

In(va/vp) / 1/m 1/as /.
g =m = ————, ar = K' =0,/ /3, = v,/ [A,. (4.18)
In(9a/%s)
= Procediendo de forma andloga, y siempre a partir de la ecuacién general de Cross,
para el modelo de Sisko obtenemos:

In(v, e
V=1~ o n—l+M K = v, /4t (4.19)

0 In(Fa/Ae)

= Y, del mismo modo, para el modelo de Ostwald (o ley de potencia) obtenemos:

In(v, /vp)

(o) e (4.20)

V=T n=1
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4.2.1. Apuntes sobre el procedimiento de Marquardt

El procedimiento de ajuste de Marquardt requiere derivar la funcion modelo respecto
a sus parametros. Las derivadas parciales de nuestra funcién modelo, definida por las

ecuaciones 4.15 o0 4.16, respecto a sus parametros son las siguientes:

Pardmetro a; = K’

a ! s \m1— . ] s \Nm—
MZ, = — (10 — 1e0) [1 + (K'9)™] *mA (K"5)™ (4.21)
a . . ao—
6_77 = —(as — as)[as + (a19)"] azy(ary) ™" (4.22)
a1
= Parametro as =m
a ! \m]— /= \mMm ] -
(‘HZ’ = —(no — Ne) [1 + (K'9)™] 2(K"4)™ In(K'4) (4.23)
0 . . .
3—;72 = —(a4 — az)[as + (a1%)*2] " %(a17)*2 In(a,7) (4.24)
= Pardmetro as = 1.
90y 1 () (4.25)
Mo :
877 \ag]—1
9. — L las + (a19)*] (4.26)
as
= Pardmetro as =19
on s vmi-1
— = |1+ (K'y)™ 4.27
g~ L ()] (4.27)
90— fag + (ar)] (4.28)
Das 5 1 )

Pardmetro a; = n; fijo: no es necesaria la derivada.

El procedimiento de Marquardt basado en expresiones explicitas de las derivadas,
como es nuestro caso, converge bastante bien de modo que incluso estimaciones malas de
los valores iniciales de los pardametros, es decir, valores iniciales desviados de los éptimos,

conducen a resultados correctos.
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4.3. Instrumentacion

El reémetro es el instrumento de medida por excelencia en reologia. Su cometido es
caracterizar la respuesta de los fluidos (sean viscosos puros o viscoelasticos) en flujos de
cizalla simple. Asi, mediante la técnica de viscosimetria rotacional se determina cémo es
la dependencia del esfuerzo con el gradiente de cizalla (o viceversa, dependiendo de cual
sea la magnitud que controle el experimentador) y se obtienen las curvas de fluidez y
viscosidad que se ilustraban en el apartado anterior. Ademas, el reémetro permite llevar
a cabo experimentos orientados a caracterizar més especificamente el comportamiento
viscoeldstico como, por ejemplo, experimentos de fluencia y recuperacion (creep and re-
covery en inglés) del que se obtiene el pardmetro denominado docilidad (compliance en
inglés), v experimentos de cizalla oscilante, donde la muestra se deforma periédicamente
en dos sentidos opuestos con el fin de determinar los modulos elastico y viscoso que se
han mencionado anteriormente. De los experimentos encaminados a caracterizar el com-
portamiento viscoeldstico no vamos a tratar aqui por no haber sido utilizados en esta

Tesis.

4.3.1. Fundamentos del redmetro

Para crear un flujo de cizalla simple (sea éste lineal u oscilatorio) se introduce la
muestra entre dos superficies, una mévil y otra fija, que pueden tener diferentes geometrias.

Las mas comunes, y que estan disponibles en nuestro laboratorio, son las siguientes:

s Cilindros concéntricos:

Un dispositivo experimental que genera un flujo de cizalla simple y que se emplea
para el estudio de fluidos de viscosidad moderada (particularmente, disoluciones de
macromoléculas), es el viscosimetro o reémetro de cilindros concéntricos, también
llamado de Couette (Figura 4.3). En él, el fluido ocupa la zona comprendida entre los
dos cilindros, uno de los cuales se mueve (rotor) mientras que el otro permanece fijo
(estator). Por conveniencia de diseno, el cilindro interior suele ser mévil mientras que
el exterior es fijo. Si consideramos el fluido dividido en capas cilindricas concéntricas,
la capa que esta en contacto con el rotor se mueve con la misma velocidad y sentido
que éste, mientras que la capa que estd en contacto con el estator tiene velocidad
nula. Se establece asi un gradiente de velocidad en la direccién perpendicular al

movimiento (gradiente de cizalla). Si el espaciado entre los cilindros es bastante
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inferior a sus respectivos radios, a; para el interior y as para el exterior, el gradiente
de cizalla es practicamente constante en todo el fluido, siendo ¥ = asw/(as — a;)
cuando el cilindro interior es estacionario y el exterior rota a una velocidad angular w
(rad/s) [28]. A efectos practicos, el comportamiento del fluido es como si estuviese
entre dos placas planas paralelas, una movil y otra fija, como se ilustraba en la
Figura 3.1 donde los planos del material, paralelos a esas placas, se movian en la
direccién x mientras que las coordenadas y y z de cualquier punto material no

variaban, generandose asi el perfil de velocidad descrito por la ecuacién 3.2.

Figura 4.3: Redmetro de cilindros concéntricos de Couette.

Ademads del reémetro de cilindros concéntricos, que es el precursor de todos los
demas, existen otros muchos dispositivos con diferentes geometrias capaces de de-
formar continuamente el material mediante rotacién y generar un flujo de cizalla.
Solo se precisa que el dispositivo conste de dos elementos (con geometrias ade-

cuadas), uno moévil y otro fijo, que dejen un espacio entre ellos para introducir el
fluido.

Cono-Plato:

En este tipo de geometria, el fluido ocupa el espacio comprendido entre un disco
plano (plato) y un cono que apoya su vértice sobre él formando un angulo 6 (Figura
4.4A). Por razones précticas, el cono suele ser el elemento mévil (rotor) y se coloca
en la parte superior mientras que el plato es el elemento fijo que se coloca en la parte
inferior y soporta la muestra. Si el angulo que forman el cono y el plato es pequeno

(< 49), el gradiente de cizalla que se genera al hacer rotar el cono con velocidad
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angular w (rad/s) se puede considerar constante en todo el espacio entre el cono y

la placa, 4 = w/0 (expresando 6 en radianes) [28].

s Plato-Plato:

En este tipo de geometria, el fluido ocupa la zona comprendida entre dos discos
planos (platos) paralelos que tienen un determinado radio a y estédn separados una
distancia h (Figura 4.4B). El flujo de cizalla se genera haciendo girar uno de los
platos (rotor), usualmente el superior, a una determinada velocidad angular, w
(rad/s), mientras que el otro permanece fijo. El gradiente de cizalla no es cons-
tante a lo largo de la muestra, sino que varia desde cero, en el centro de los discos,
hasta 4 = aw/h en el borde de los platos [28]. Se establecen, por tanto, perfiles de
velocidad definidos por gradientes de cizalla perpendiculares a los platos pero de
valor variable en la direccion perpendicular al eje de giro. En la mayoria de casos,
se toma un valor medio del gradiente como representativo del experimento y con él

se construyen las curvas de fluidez.

Figura 4.4: (A) Geometria Cono-Plato. (B) Geometria Plato-Plato.

4.3.2. Descripcion de nuestro equipo

En el desarrollo de esta Tesis se ha empleado el reémetro modular compacto de Anton
Paar modelo MCR 102 equipado con una unidad para el control de temperatura (plato
de Peltier) que permite trabajar en un rango de temperaturas de -150°C a 1000°C. Para

dicho reémetro disponemos de dispositivos con tres geometrias, plato-plato, cono-plato, y
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cilindros concéntricos, aunque hemos utilizado principalmente la configuracién cono-plato.
En dichas geometrias, el elemento superior es mévil (el rotor), mientras que el elemento
inferior (plato en el caso de las dos primeras geometrias y cilindro hueco o copa en el caso
de la tltima) es fijo (el estator) y es donde se coloca la muestra. El plato inferior en las
dos primeras geometrias es una placa circular de mucha mayor superficie que los rotores.
Nuestro reémetro es capaz de imponer a los rotores una velocidad angular w en el rango
de 1078 rad/s a 314 rad/s (el gradiente de cizalla equivalente dependerd de la geometria
utilizada como se desprende de las ecuaciones definidas en el apartado anterior). El rotor
es a la vez un sensor que tras insertarse en el cabezal superior del reémetro permite
medir los esfuerzos (lo que se mide directamente es el torque) y los gradientes (lo que se
mide directamente es la velocidad angular). Para nuestro sensor tipo plato la referencia
es PP50/Q1, para nuestro sensor tipo cono la referencia es CP25/Q1 y para nuestro
sensor tipo cilindro la referencia es CC27/T200/Q1. Cada tipo de sensor esta preparado
para trabajar en un rango de esfuerzo, 7,,, y gradiente de cizalla, 7, determinado y con
muestras de una viscosidad, 7, determinada. Las caracteristicas y rangos de trabajo de
nuestros sensores estdn recogidos en la Tabla 4.1. En el caso del cono (CP25/Q1) es

preciso, ademas, indicar que el angulo entre el cono y el plato es de 1°.

Sensor PP50/Q1 | CP25/Q1 CC27/T200/Q1
Didmetro (mm) 50 25 26.66 (cilindro), 28.92 (copa)
Vol muestra (ml) 2 0.1 19.4

Tzy min (Pa) 0.01 0.0611 0.005
Tpy méx (Pa) 6112 36669 2824
Ymin (s71) | 2.6x1077 | 6.0x10°7 1.3%10°7
4 méx (s7!) 3142 7200 1549
n min (Pass) | 3.2x1075 | 8.5x1076 3.0x1077
n méx (Pass) | 2.33x107 | 6.11x107 2.19x 109

Tabla 4.1: Caracteristicas de los sistemas de medida (sensores) disponibles en nuestro

laboratorio para el reémetro Anton Paar MCR 102.

El software del reémetro permite controlar la distancia entre el rotor/sensor y el ele-
mento inferior (estdtor) y programar el experimento. Las partes moviles del motor des-

cansan sobre cojines de aire que le confieren estabilidad y permiten medir torques tan
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pequenos como 0.5 nN-m. Para el funcionamiento de este sistema el reémetro se encuen-
tra conectado a un compresor de aire que debe ponerse en marcha antes de comenzar a

operar.

Figura 4.5: Redmetro Anton Paar MCR 102 utilizado en esta Tesis.

4.4. Medidas de comprobacion

A continuacion se presentan los resultados de una serie de medidas llevadas a cabo
con nuestro reémetro para comprobar su correcto funcionamiento. Los experimentos con-
sistieron en someter a diferentes fluidos, que presentan algunos de los comportamientos
tipicos descritos anteriormente, a barridos de cizalla con el fin de obtener sus curvas de
fluidez y viscosidad y verificar si éstas se ajustan al comportamiento esperado. Asi mismo,
se pretende verificar la operatividad del programa RheoFit utilizandolo para analizar los

datos experimentales obtenidos.

4.4.1. Comportamiento independiente del tiempo

Se realizaron medidas de esfuerzo y viscosidad en experimentos en los que se sometié
a la muestra a una rampa de gradiente de cizalla creciente. Esto permite averiguar y
caracterizar el comportamiento reolégico independiente del tiempo del fluido (newtoniano

o no newtoniano). Ademas, en caso de que el fluido fuera no newtoniano, se procedié a
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ajustar los datos experimentales a los modelos de Ostwald, Sisko y Cross con el programa
RheoFit. Las condiciones y caracteristicas de los experimentos fueron las siguientes en

todos los casos:

Temperatura: 25°C.

Amplitud del barrido: desde ¥ = 1072 s7! a 4 = 103 s 1.

Duracién del barrido: 12 min y 1 h. Objetivo: evaluar la influencia de la duraciéon

del experimento.

Toma de datos logaritmica: datos repartidos por igual entre todas las décadas cu-
biertas por el gradiente de cizalla. En la practica 20 datos por década (seis décadas
= 120 datos (puntos) en total).

Sistema de medida: cono-plato CP25/Q1 y plato-plato PP50/Q1.

Cada experimento se realizdé dos veces comprobando que la reproducibilidad de los
datos era buena. En todos las medidas hubieron de descartarse un determinado nimero
de puntos iniciales (tipicamente entre 5 y 10, dependiendo del fluido utilizado) ya que sus
valores eran erraticos y se desviaban de la tendencia esperada y marcada por los puntos
siguientes. Lo habitual es que en esos primeros puntos, correspondientes a gradientes
de cizalla pequenos, la viscosidad experimente un brusco incremento hasta alcanzar un
valor estable y razonable. Este efecto es mas acusado en el caso de los fluidos con menor
viscosidad como la mezcla de agua y glicerina y los dos patrones de Anton Paar (todos ellos
fluidos newtonianos). Es conocido que a gradientes de cizalla muy bajos (el valor exacto
depende de la naturaleza del fluido), aunque dichos gradientes estén dentro del rango
operativo especificado por el fabricante, los valores experimentales de esfuerzo y viscosidad
no son fiables pues estan afectados por la inercia de la muestra y del instrumento. De
hecho, aunque se eliminara la inercia del instrumento, la muestra siempre presentara una
inercia que introduce artefactos (como flujos secundarios y otros) que violan la suposicién
de que el flujo de cizalla con el que se trabaja es simple.

A continuacién se presentan las medidas de esfuerzo y viscosidad realizadas y se co-
mentan los resultados. Los fluidos empleados fueron una mezcla al 50 % en volumen de
agua y glicerina, dos liquidos patrén suministrados por la casa Anton Paar (20 AW y 200

AW), un hidrogel, disoluciones de diversa concentracién de goma guar (Sigma-Aldrich
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ref. G-4129, lote 47H1452) en agua, una crema de manos aloe vera de la casa Deliplus®,
una pasta de dientes de la marca Binaca®, un ketchup de la marca Hacendado® y una

mayonesa de la marca Chovi®.
Influencia de la duracion del experimento

Antes de analizar los datos obtenidos, hemos creido conveniente evaluar la influencia
que tiene la duracion del experimento en el comportamiento de los fluidos estudiados.
Para ello, se realizaron sendos experimentos de 12 minutos y 1 h de duracién con todos
los fluidos. A modo ilustrativo, mostramos las curvas de viscosidad del hidrogel y de la
crema de manos, dos fluidos no newtonianos que son representativos del comportamiento

observado en el resto de fluidos en cuanto a la duracion del experimento se refiere.

1e+2 1e+5
A 1 hora B + 1hom
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Figura 4.6: Influencia de la duracién del experimento en las curvas de viscosidad: (A)

Hidrogel, (B) Crema de manos.

En el caso del hidrogel (Figura 4.6A), los puntos procedentes del experimento de 12
min de duracion se superponen a los del experimento de 1 h de duracién. En el caso de la
crema de manos (Figura 4.6B) existen ciertas discrepancias en los valores de la viscosidad
a gradientes de cizalla pequenos. Ligeras discrepancias en la zona inicial de la curva de
viscosidad también se han observado en otros fluidos estudiados, siendo mas aparentes en
aquellos mas viscosos y con esfuerzo umbral como el ketchup y la mayonesa. En cualquier
caso, las diferencias observadas en los valores de viscosidad son poco significativas. Por
otro lado, no se aprecian diferencias importantes en las formas de las curvas de fluidez

y viscosidad de los fluidos estudiados por lo que el comportamiento reolégico mostrado

96



4.4. MEDIDAS DE COMPROBACION

por estos fluidos se puede considerar independiente de la duracién del experimento. En
definitiva, la duraciéon del experimento tiene escasa influencia en los resultados por lo
que no ha sido un parametro critico a tener en cuenta en los experimentos realizados. Los

datos experimentales mostrados y analizados a continuacién corresponden a experimentos
de 1 h de duracién.
4.4.1.a. Curvas de fluidez (esfuerzo)

La Figura 4.7 recoge las curvas de fluidez de todos los fluidos estudiados. Para dicha

representacién se ha utilizado en ambos ejes una escala lineal.

Agua + glicerina (50% vol)
Patrén Anton Paar 20 AW

Patrén Anton Paar 200 AW
Hidrogel

Crema de manos

Ketchup

Mayonesa

Pasta de dientes
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Figura 4.7: Curvas de fluidez de diversos fluidos con comportamientos reoldgicos

tipicos.

Como se aprecia en la Figura 4.7, tanto la mezcla de agua y glicerina como los dos
patrones de Anton Paar (20 AW y 200 AW) son fluidos que se comportan de forma
newtoniana (relacién lineal entre esfuerzo y gradiente de cizalla; pendiente constante),
mientras que el resto de fluidos tienen un comportamiento de tipo fluidizante (la pendiente
de la curva de fluidez disminuye conforme aumenta el gradiente de cizalla). De hecho, el
hidrogel es un fluido tipicamente pseudoplastico o fluidizante que no requiere esfuerzo

umbral para comenzar a fluir. Por otro lado, los otros fluidos no newtonianos utilizados
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en este estudio, como el ketchup o la mayonesa, requieren que el esfuerzo alcance un

determinado valor para comenzar a fluir.

4.4.1.b. Curvas de viscosidad

A continuacién mostraremos y analizaremos las curvas de viscosidad obtenidas para
todos los fluidos estudiados. Por conveniencia, el tipo de representacién utilizado para

estas curvas serd log-log.
Fluidos newtonianos

Las curvas de viscosidad de la mezcla de agua y glicerina y de los dos patrones de
Anton Paar (Figura 4.8) ilustran que estos fluidos se comportan de forma newtoniana
(viscosidad independiente del gradiente de cizalla). Los tres fluidos son més viscosos que
el agua cuya viscosidad a 25°C es 0.893x 1073 Pa-s (Tabla 3.1). Como se ha comentado
anteriormente, para estos fluidos se descartaron una gran cantidad de puntos iniciales
(muchos més que para el resto de fluidos estudiados). En concreto fue preciso descartar
los puntos correspondientes a gradientes de cizalla inferiores a 2 s~! para que los valores
de viscosidad tuvieran sentido fisico (de otro modo resultaban valores negativos). Una
vez eliminados los puntos discordantes, esta claro el comportamiento newtoniano de esos
fluidos.

Para estos fluidos newtonianos hemos considerado de interés comparar los valores
de viscosidad obtenidos por reometria con los valores de viscosidad obtenidos mediante
viscosimetria. Asi, la Tabla 4.2 muestra los valores de viscosidad obtenidos con el reémetro
MCR 102 junto a los valores obtenidos anteriormente con el viscosimetro de bola Lovis
2000 ME. Ademas, para el caso de los dos patrones, también se muestran los valores de

referencia suministrados por Anton Paar.

Fluido n x 103 (Pa-s) Reémetro | n x 103 (Pa-s) Lovis | n x 10® (Pa-s) Ref!
Agua + Glicerina (50 % vol) 7.52 6.713 —
Patrén 20 AW 17.3 15.72 15.77
Patrén 200 AW 177 161.2 160.5

Tabla 4.2: Viscosidad de fluidos newtonianos obtenidas mediante el viscosimetro de

bola y el reémetro. Ref': Documento adjunto a los patrones de Anton Paar.
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Figura 4.8: Curvas de viscosidad de fluidos newtonianos.

Como ya se ha comentado en el capitulo anterior, las medidas de viscosidad suminis-
tradas por el viscosimetro de bola Lovis 2000 ME reproducen bastante bien los valores
de referencia. El objetivo ahora es comprobar si el valor de viscosidad obtenido con el
reémetro, mas concretamente la anteriormente denominada viscosidad a cizalla cero (zero-
shear viscosity) que para un fluido newtoniano es simplemente la viscosidad a cualquier
gradiente, es comparable al valor de viscosidad obtenido mediante el viscosimetro de bola,
como cabe esperar. Como se observa en la Tabla 4.2, aunque los dos instrumentos propor-
cionan valores similares de viscosidad, los valores derivados de las medidas reométricas son
siempre superiores a los obtenidos con el Lovis presentando, para los tres casos estudia-
dos, una desviacién en torno al 10 % (aunque los datos parecen sugerir que la desviacién
disminuye ligeramente al aumentar la viscosidad). Parece claro, por tanto, que nuestro
reémetro sobreestima (en un 10 % en promedio) el valor de la viscosidad “newtoniana”

de los fluidos.
Fluidos no newtonianos

Las curvas de viscosidad experimentales de los fluidos no newtonianos estudiados (pun-
tos), junto con sus ajustes a los modelos reoldgicos anteriormente descritos (lineas), estan

recogidas en varias figuras para una mayor claridad. Asi, la Figura 4.9 contiene los datos
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experimentales y los ajustes correspondientes al hidrogel. Andlogamente, las gréaficas con
los datos experimentales y los ajustes para la crema de manos, la pasta de dientes, el
ketchup y la mayonesa se encuentran recogidas en las Figuras 4.10A y 4.10B, 4.11A y
4.11B, respectivamente. Por 1ltimo, para ilustrar la dependencia del comportamiento
viscoso con la concentracién de las disoluciones poliméricas, la Figura 4.12 recoge las
graficas correspondientes a tres disoluciones de goma guar en agua cuyas concentraciones
son 0.5%, 0.75% y 1% (en peso).

En todas las gréaficas se pone de manifiesto el comportamiento fluidizante de esos
fluidos, disminuyendo su viscosidad cuando el gradiente de cizalla pasa de 1073 s7! a 103
s71. De hecho, este es el tipo de comportamiento reoldgico deseable para muchos de ellos.
Por ejemplo, la crema de manos, cuya viscosidad disminuye cuatro érdenes de magnitud en
el rango de gradientes de cizalla estudiado, debe tener consistencia (elevada viscosidad)
cuando estda envasada pero adquirir la fluidez necesaria cuando se cizalla mediante el
frotamiento de las manos para extenderla por la piel (lo que puede generar gradientes
de 10* s7! [28]). En los casos del hidrogel y la goma guar se aprecia claramente, ademas
de la zona final de decaimiento de la viscosidad a gradientes de cizalla elevados (regién
de shear thinning), la existencia de la meseta newtoniana inicial a gradientes de cizalla
pequenos. Como se observa, todos los fluidos no newtonianos estudiados son varios érdenes
de magnitud més viscosos que el agua (0.893x1073 Pa:s).

Como ya se ha comentado, se procedio a ajustar los datos experimentales de viscosidad
a los modelos de Ostwald, Sisko y Cross con el programa RheoFit (lineas continuas de
las Figuras 4.9, 4.10, 4.11 y 4.12). Los resultados de los ajustes con RheoFit para los
distintos fluidos, es decir, los valores 6ptimos de los parametros de los distintos modelos
encontrados por RheoFit, estan recogidos en la Tabla 4.3.

El modelo de Cross es el que mejor ajusta todos los casos en el rango de gradientes de
cizalla utilizado. Esto se hace especialmente evidente en las Figuras 4.9 y la 4.12 donde la
meseta newtoniana abarca una zona importante de las curvas de viscosidad. El modelo de
Ostwald es valido para ajustar el decaimiento lineal de la viscosidad que se suele producir
a valores de gradiente de cizalla intermedios. El modelo de Sisko se puede considerar
intermedio entre los modelos de Ostwald y Cross. Por tanto, aquellos fluidos para los que
se produce un decaimiento lineal en la mayor parte de la regién de gradiente de cizalla
estudiada, se pueden ajustar razonablemente bien a las ecuaciones de Ostwald y Sisko
(Figuras 4.10 y 4.11), mientras que aquellos fluidos que presentan una amplia meseta

newtoniana solo pueden ser adecuadamente ajustados por el modelo de Cross (Figuras
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Figura 4.9: Curva de viscosidad del hidrogel y ajustes con RheoFit.

4.9 y 4.12). Evidentemente, la mayor generalidad del modelo de Cross respecto de los
otros modelos se aprecia mejor conforme la zona de decaimiento de la viscosidad con el
gradiente de cizalla es mas reducida en relaciéon a la curva global como ocurre en los
casos del hidrogel (Figura 4.9) y la goma guar (Figura 4.12). En esta ltima figura se ha
prescindido de los ajustes de Ostwald y Sisko correspondientes a las disoluciones de 0.5 %
y 0.75% (en peso) puesto que son igual de malos que para la disolucién de 1% en peso y
dificultan la legibilidad de la grafica. En cualquier caso, los analisis mostrados ilustran la

validez del programa RheoFit.
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Figura 4.10: Curvas de viscosidad de la crema de manos (A) y la pasta de dientes (B)
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Figura 4.11: Curvas de viscosidad del ketchup (A) y la mayonesa (B) y ajustes con

RheoFit.
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Figura 4.12: Curvas de viscosidad de tres disoluciones de goma guar de distinta con-
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100

1000

Modelo — Ostwald Sisko Cross
Fluido K (Pa-s™) n K (Pa-s™) n Neo (Pas) | K’ (s™) m no (Pas) | neo (Pa-s)

Goma guar 0.5% 0.177 0.638 1.332 0.69 -0.153 0.0175 0.580 0.138 0.00148
Goma guar 0.75 % 0.492 0.658 1.573 0.692 -0.176 0.0688 0.645 0.7307 0.00061
Goma guar 1.0% 3.089 0.64 4.112 0.679 -0.389 0.6362 0.755 0.1096 0.00018

Hidrogel 6.352 0.705 7.785 0.713 -0.624 0.203 0.666 12.54 0.0337
Crema de manos 54.10 0.186 46.62 0.127 0.320 1.5x10* | 0.877 | 2.13x10° 0.326

Ketchup 60.85 0.224 42.81 0.095 0.946 2.59x10* | 0.907 | 4.31x105 0.952

Mayonesa 119.7 0.219 107.5 0.180 0.605 1771 0.849 | 6.25x10* 0.742
Pasta de dientes 117.1 0.311 123.5 0.332 -0.546 1.45x10% | 0.699 | 2.10x10* -0.297

Tabla 4.3: Valores 6ptimos de los parametros de diferentes modelos reolégicos para
los fluidos no newtonianos estudiados, obtenidos mediante el ajuste de los datos ex-
perimentales con el programa RheoFit en “modo automético” (nota: en este modo,
debido a la forma de estimar los parametros iniciales, es necesario que el primer valor
de viscosidad de la curva sea mayor que el valor en un punto intermedio). En aquellos

casos en los que el ajuste no es bueno los valores de los parametros pueden carecer de

significado fisico (especialmente notables son los casos 7. < 0).
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4.4.2. Comportamiento dependiente del tiempo

Para ilustrar un caso de fluido con comportamiento tixotropico se procedio a realizar
un experimento de doble barrido de gradiente de cizalla, primero en sentido creciente, de
1073 s7! a 50 s71, y luego decreciente, de 50 s~ a 1073 s7!, utilizando como muestra la
pasta dentifrica Binaca®. Las Figuras 4.13 y 4.14 muestran las curvas de fluidez y vis-
cosidad obtenidas en dicho experimento donde se puede apreciar la presencia de histéresis
caracteristica de un comportamiento no newtoniano dependiente del tiempo (tramos de
ida y vuelta de la curva no se superponen). Las flechas indican el sentido del barrido
correspondiente a cada tramo de la curva. Como ya se ha comentado anteriormente, las

medidas se realizaron a 25°C y con la geometria cono-plato.
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Figura 4.13: Curva de fluidez de pasta dentifrica en un barrido de ida y vuelta.

En la Figura 4.13 se aprecia claramente la presencia del ciclo de histéresis para el
esfuerzo que denota el comportamiento tixotrépico de la pasta de dientes consecuencia
de su compleja estructura. Ademas del comportamiento tixotropico, la pasta de dientes
es un fluido con esfuerzo umbral, lo que es de esperar puesto que ésta debe fluir solo
como consecuencia del esfuerzo impuesto al presionar el tubo y no por simple accién de la

gravedad. La Figura 4.14 refleja cémo el valor de la viscosidad para un mismo gradiente
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Figura 4.14: Curva de viscosidad de pasta dentifrica en un barrido de ida y vuelta.

es diferente para los barridos de cizalla creciente y decreciente, siendo en el primer caso

mayor que en el segundo, como corresponde a un fluido tixotropico.
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Capitulo 5
Aplicaciones a sistemas bioldgicos

En este capitulo se van a mostrar los resultados procedentes de la aplicacién de diversas
técnicas instrumentales a sistemas bioldgicos proporcionados por otros grupos de investi-
gaciéon de la Universidad de Murcia con los que se ha colaborado. Las técnicas principales

utilizadas para ello han sido viscosimetria, reometria y ultracentrifugacién analitica.

5.1. Interaccion de ADN con moléculas pequenas

5.1.1. Introduccion

Este trabajo es el resultado de una colaboracion con el profesor José Ruiz del Grupo
de Metalofarmacos del Departamento de Inorgénica de la Universidad de Murcia. Nues-
tra aportacion consistié en caracterizar mediante viscosimetria el cambio conformacional
experimentado por la cadena de ADN cuando interacciona con determinados ligandos.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, el cancer es la causa mas importante de
muerte en Europa. Un elevado porcentaje de las terapias del cancer incluye agentes que
son capaces de interaccionar directamente con el ADN, ya que éste es generalmente la
diana intracelular primaria de los farmacos antitumorales, de tal forma que su interaccién
con pequenas moléculas puede provocar danos en las células tumorales, bloqueando su
division, lo que conduce a la muerte celular [48,49].

El ADN posee una estructura de doble hélice enrollada compuesta por cadenas de
nucledtidos antiparalelas y complementarias que dejan las bases dentro de la estructura
formando parejas. Cada cierto nimero de nucledtidos se produce una vuelta completa de

la hélice permitiendo la formacién de hendiduras o huecos denominados surcos, uno de
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menor tamano y otro mayor. Este dltimo permite el acceso a las bases nitrogenadas que
se encuentran en el interior por parte de las proteinas encargadas de la transcripcion. La
estructura tridimensional del ADN es sensible a numerosos factores, tanto internos como
externos, lo que determina un marcado polimorfismo estructural. De hecho, la doble hélice
del ADN existe en diversas formas, siendo las mas comunes A, B, y Z (Figura 5.1). En

disolucién acuosa y en la célula, el ADN se encuentra esencialmente en su forma B.

Figura 5.1: Estructuras A, B y Z del ADN [50].

Los compuestos antitumorales pueden interaccionar con diversas formas del ADN bi-
catenario a través de interacciones tanto de tipo covalente (por coordinacién a las bases
nitrogenadas) como no covalentes a través de interacciones con los esqueletos fosfato de
los azicares. La unién covalente con el ADN (Figura 5.2a) es irreversible e invariable-
mente conduce a una inhibicién completa de los procesos del ADN y subsecuentemente a
la muerte celular. El inconveniente de este tipo de unién es que si ésta se produce en sitios
no deseados del ADN, por falta de especificidad del compuesto coordinado, éste puede
permanecer en dicha posicién indefinidamente generando efectos colaterales. En cambio,
la unién no covalente con el ADN es reversible y por tanto preferible a la covalente. Las
interacciones de tipo no covalente con el ADN se subdividen, a su vez, en dos grandes
grupos: intercalacién (Figura 5.2b) y unién al surco (Figura 5.2¢) [51,52].

La unién al surco tiene lugar principalmente a través de una interaccién de tipo Van
der Waals y electrostatico entre los grupos funcionales del compuesto y las paredes de los

surcos formadas por el esqueleto negativo de grupos fosfato [56]. Este tipo de interaccién
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Figura 5.2: Tipos de interacciones ADN-ligando: (a) interaccién covalente [53], (b)

intercalacién [54], y (¢) unién al surco (en este caso menor) [55].

no provoca cambios conformacionales en el ADN y puede ser considerada similar a los
modelos estandar “llave-cerradura”.

Por otro lado, la intercalacién consiste en la insercion de una molécula policiclica
aromatica plana, cargada positivamente, entre dos pares de bases adyacentes. Este efecto
da lugar al alargamiento y desenrollamiento de la cadena de ADN, destruyendo la estruc-
tura regular de la doble hélice y, por tanto, provocando cambios conformacionales impor-
tantes. La intercalacion se estabiliza por la combinacién de enlaces electrostaticos, puentes
de hidrégeno, factores entropicos, fuerzas de Van der Waals e interacciones hidrofébicas
[56]. Muchos intercalantes son compuestos catiénicos que interaccionan con el ADN en
un proceso en dos etapas: primeramente hay una interaccién electrostatica con los cen-
tros de carga negativa (grupos fosfato) y luego el intercalante se desliza a lo largo de la
hélice hasta que encuentra un lugar abierto, provocado por el movimiento térmico de los
pares de bases, para que se produzca la intercalaciéon. Una manera de introducir carga
positiva en un intercalante es incorporar un metal de transicién lo que da lugar a un

metal-intercalante, que es el tipo de compuesto caracterizado en esta Tesis.

5.1.2. Conformacién global y propiedades en disolucién del ADN

Las intensas interacciones intramoleculares que originan la estructura local doble-
helicoidal del ADN bicatenario le dotan de una elevada rigidez. Prescindiendo del de-
talle helicoidal, el ADN puede considerarse globalmente en términos del llamando modelo
vermiforme [57, 58] como un filamento con seccién circular de didmetro d y longitud de

contorno L. Esta longitud ha de ser proporcional al peso molecular del ADN, M, siendo la
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relacién de proporcionalidad M = My L, donde My, = M/L es el pardmetro denominado
masa por unidad de longitud que, l6gicamente, depende de los detalles estructurales (peso
molecular de las bases del ADN y espaciado entre pares de bases). Para el ADN en su
forma B este pardmetro vale My =1950 Da/nm y el didmetro es d ~ 2.2 nm.

El grado de rigidez del filamento esta representado por otro parametro del modelo,
la llamada longitud de persistencia, a, en cuya descripcion detallada no vamos a entrar,
bastandonos con indicar que es tanto mayor cuanto mayor es la rigidez local del filamento
vermiforme. El aspecto global del filamento se asemeja a un “gusano” mas o menos curvado
(de ahi el término “vermiforme”), dependiendo de la relacién entre la longitud de contorno
y la de persistencia. Para valores L/a grandes, con L >> a, el largo contorno posibilita
la curvatura y el filamento aparece como un ovillo al azar, notablemente retorcido sobre
si mismo. Este es el caso para los ADN nativos, que tienen un elevado M. Por otra
parte, para ADN de bajo peso molecular, tal como el de oligonucledtidos o los fragmentos
obtenidos por degradacién con ultrasonidos, cizalladura, etc. con L < a y L/a pequeno,
la rigidez local predomina, y el aspecto global es el de una varilla rigida o muy ligeramente
curvada. Para el ADN en su forma B la longitud de persistencia es a ~ 55 nm [57].

Asi, las propiedades en disolucién de un ADN pueden indicarse en la forma

prop(M; L, a, d), (5.1)
o bien
prop(M; My, a,d), (5.2)

dandose a entender que dependen del peso molecular de la muestra, estando la dependencia

determinada por los valores de los tres parametros estructurales del modelo vermiforme.

5.1.3. Efecto en la viscosidad de disoluciones

Segun se ha indicado en el Capitulo 3, la viscosidad de disoluciones es una de las propie-
dades macromoleculares mas sensibles al tamano y conformaciéon de las macromoléculas.
Alli indicabamos que el efecto del soluto macromolecular en la viscosidad de la disolu-
cién, 7, esta regulado por la viscosidad intrinseca, [n], de manera que a concentraciones
del soluto macromolecular ¢ suficientemente bajas, el aumento de viscosidad respecto a

la del disolvente, 7, viene dado (ec. 3.4) por:

n = o+ molnle, (5.3)
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o bien

An=n—mno=monlc. (5.4)
Como propiedad caracteristica de la macromolécula en disolucién, [n] del ADN de-
pende de los parametros estructurales en la forma indicada en la ec. 5.2. Tras un cambio
conformacional,  cambiard en mayor o menor grado dependiendo de las caracteristicas
de este cambio. Asi, una molécula que se une covalentemente al ADN puede producir un
desenrollamiento de los dos cabos de la hélice. Por separado, éstos tienen una rigidez a
bastante menor y estan mas plegados. Esto ha de reflejarse en una notable disminuciéon
de [n], disminuyendo asi, de manera notable, la viscosidad 1 de la disolucién.
Por otro lado, la interaccién no covalente puede producir dos efectos diferentes depen-

diendo del tipo de union.

= Unién al surco. En el caso de que un compuesto se una a uno de los surcos del ADN
se puede producir un ligero aumento local en el didmetro d (que influye poco en las
propiedades en disolucién), y una pequenia doblez o curvatura local, todo ello sin
variar la longitud de contorno L, que es el dato mas influyente. El cambio en [n] y

por tanto en 7, seria insignificante.

= Intercalacién. Al intercalarse una molécula (plana en toda o buena parte de su ex-
tension) entre los planos de dos pares de bases consecutivos, se produce un aumento
en la longitud de contorno, L. Los cambios en d y a son pequenos o de escasa in-
fluencia. El aumento en longitud de contorno trae consigo un aumento en el tamano
global de la molécula de ADN, y [n], y por tanto 7, deben aumentar, tanto mas

cuanto mayor sea el nimero de moléculas intercaladas.

Un apreciable incremento de viscosidad constituye una evidencia decisiva para con-
firmar la existencia de intercalacién de determinadas moléculas, a las que denominare-
mos ligandos, en el ADN. La intercalacién como mecanismo de interaccién entre sis-
temas aromaticos policiclicos, planos, catiénicos y de tamano adecuado, fue propuesta
por primera vez por Leonard Lerman, quien observé un alargamiento de la molécula de
ADN cuando los pares de bases se separan para albergar el compuesto intercalador [59-61].
Actualmente, estos conceptos se emplean para detectar y explicar el mecanismo de unién
al ADN de diversos compuestos quimicos, incluyendo los actualmente considerados anti-
tumorales [62, 63].
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El tratamiento de los datos de incremento de viscosidad causado por intercalacion que
se viene utilizando se centra en una ecuacién que relaciona el incremento de viscosidad
de la disolucién respecto al disolvente puro, An (ec. 5.4), medida para la disolucién del
complejo ADN-ligando, Anapniig, formado en presencia de una concentracién de ligando
Clig, con el de la disolucion de ADN original Anapy, correspondiente a ¢, = 0 (se emplean

fragmentos de ADN de degradacion ultrasonica). Dicha ecuacién se formula como:

A i\ /3 ig V3
(M) - (w) = 1+ Qauy, (5:5)
Anapn NADN — 1o

de manera que la raiz cubica del cociente de incrementos aumentaria linealmente con
clig, presentando una pendiente positiva, ). Por el contrario, obviamente, para unién no-
covalente, pero no intercalante, esto es, exterior en los surcos, el ligando no produciria

ningin efecto, siendo

(AUADN—I—lig)l/g _ (?7ADN+lig - 770>1/3 ~1 (5.6)
Anapn NADN — 7o ’
a cualquier concentracion cjg.

Esta ecuacion ha sido profusamente utilizada para estudiar la interaccién de moléculas,
con posible efecto cancerigeno (mutagénico) o anticancerigeno (citotéxico), con el ADN.
En la bibliografia reciente se pueden encontrar numerosos ejemplos [64-66]. Y en algunos
casos apreciamos errores de terminologia (si no de calculo) tales como referirse a la vis-
cosidad 1 en lugar de al incremento n — 7y (ver por ejemplo [67]). Ademads, no se suele
hacer adecuada referencia al origen de esta ecuacién, mencionandose si acaso el trabajo
de Cohen y Eisenberg [68] donde este efecto se explica sin suficiente detalle tedrico.

Con base en la quimica fisica de macromoléculas en disolucién, y particularmente en la
teoria para macromoléculas rigidas, explicamos el origen de las ecs. 5.5 y 5.6 como sigue.

Los fragmentos de ADN obtenidos por degradacion ultrasénica son bastante més cortos
que el ADN nativo; tienen una longitud de contorno L que no es mucho mayor que
la longitud de persistencia a, de manera que L/a es pequeno y, segun lo antedicho, la
conformacion de estos fragmentos es como una varilla casi recta, muy poco curvada. La

teoria para particulas con forma de varilla establece que la viscosidad intrinseca viene
dada por [69, 70]

L
M n(L]d) + )

(5.7)
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donde q1, g2 ¥ g3 son constantes numéricas, proximas a la unidad. Para estos fragmentos,
aunque corta, la longitud de contorno es aiin bastante mayor que el didmetro, por lo que
g3 puede ser ignorado frente a In(L/d). Comparemos la forma que toma la ec. 5.7 para
un fragmento cuasirigido de ADN de peso molecular M, con y sin ligando. La diferencia
estriba en las longitudes de contorno, Lapniig ¥ Lapn. La dependencia principal es
con L?. En cuanto a la dependencia logaritmica, debida al término In(L/d), para un
cambio moderado en L, en In L el cambio es mucho menos acusado, y puede aceptarse
que In Lapntiig/d = In Lypn/d. De todo ello se desprende que la relacién de viscosidades

intrinsecas es

[77]ADN+lig . L3ADN+lig

M apn LsADN
y, segun la ec. 5.4
(AUADN—I—lig)l/g _ (77ADN+lig - 77())1/3 _ Lapniig (5.9)
Anapn NADN — "o Lapn

La longitud de contorno del ADN con V,, pares de base es la longitud de la “escalera
de caracol” que forma la doble hélice, con N, “escalones” de espaciado d0;,=0.34 nm,
uno por cada par de bases, es decir Lapy = Np0pp. Como resultado de la intercalacion
se forman nuevos escalones, tantos como moléculas intercaladas. Si 7ppung €S €l nimero
de moléculas intercaladas por cada par de bases, el incremento de longitud debido a la

intercalacion sera

Lapn+tiig — LapN = Thound NepOiig, (5.10)

siendo d;;4 el aumento en longitud por cada molécula intercalada que, como dy,, es otro
parametro estructural fijo. De aqui se desprende que el aumento relativo de longitud de

contorno es

% = 1+ PhoundOiig/Obp- (5.11)
Asi, el aumento relativo en L, que aparece en la ec. 5.9 es, segin la ec. 5.11, proporcional a
Thound- UN simple analisis del equilibrio de unién ADN-ligando conduce a que esta fraccién
es proporcional a la concentracién de ligando en el sistema, Tyound = qciig, estando g

determinada por la constante de equilibrio. Resulta entonces que
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L i

ZADN+lig 1+ chig’ (5‘12)
Lapn

donde la constante global es Q) = gdjig/ . Sustituyendo la ec. 5.12 en la ec. 5.9 se obtiene

la ec. 5.5.

5.1.4. Materiales y métodos

El ADN empleado en este trabajo procede del timo de ternera y fue comprado a
Sigma Aldrich (referencia D1501). Las moléculas intercalantes o ligandos estudiados en
este trabajo son complejos organometdlicos de platino sintetizados por el Grupo de Me-
talofarmacos del Departamento de Inorgénica de la Universidad de Murcia a los que
denominaron MA3, MA9 y MA15 (Figura 5.3). Ademés, como intercalantes de referencia
se han utilizado bromuro de etidio (EtBr) y Hoechst 33258 (Figura 5.4).

Para una correcta caracterizacion, el comportamiento de los ligandos de platino se
compara con el comportamiento de dos ligandos estandar, bromuro de etidio (EtBr) y
Hoechst 33258, ambos comprados a Sigma Aldrich (referencias E1510 y 94403 respectiva-
mente). El primero es un intercalador que produce un apreciable aumento en la viscosidad
de la disolucién de ADN, mientras que el segundo se une a los surcos menores por lo que
no ocasiona variacién apreciable en la viscosidad.

Las medidas de viscosidad, n, que se llevaron a cabo para caracterizar el fenémeno de
la intercalacién se realizaron con el densimetro DMA 5000 M de Anton Paar que incluye
el modulo Lovis 2000 ME, cuyas caracteristicas estan descritas en el Capitulo 3 en el

apartado correspondiente a viscosimetria-densimetria.

5.1.4.a. Preparaciéon de las muestras

1) Preparacién de la disolucién de ADN

Primero se prepara una disolucién acuosa de ADN con concentracién de nucleétidos 2
mM, esto es, con 2 milimoles de nucledtido por litro, utilizando el tampén TRIS (Tris-HCl
5 mM y NaCl 50 mM) que proporciona un pH = 7. Para ello, se pesan aproximadamente
52 mg de ADN con material estéril (pinzas y tijeras previamente mojadas en alcohol y
flameadas con mechero Bunsen) y se introducen en aproximadamente 80 ml del tampén

TRIS (con un peso molecular promedio por nucleétido de M, = 330 Da, 52 mg de ADN
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Figura 5.3: Ligandos sintetizados (complejos organometdlicos de platino).
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contienen (.16 milimoles de nucledtido que, disueltos en 0.08 1, dan 2 milimoles por litro).
El ADN tarda unos dos dias en disolverse por completo (sin agitacién y refrigerado). Una
vez disuelto, se filtra y se sonica mediante un aparato de ultrasonidos con el objetivo de
romper las cadenas en fragmentos cortos y facilitar la intercalacion. Para dicho propdsito,
hemos utilizado un sonicador Branson 450D (Emmerson Ultrasonic Corporation) de 400

W durante 12.5 minutos al 30 % de su potencia méaxima y aplicando periodos de 25
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Figura 5.4: Ligandos de referencia (EtBr y Hoechst 33258).

ciclos de 30 s. Durante la sonicacién, el recipiente que contiene la disolucién de ADN se

introduce en hielo para que disipe el calor generado.

Tras la sonicacién se procede a determinar la concentracién exacta de la disolucion de
ADN preparada. Para ello, se hace una diluciéon 1:100 de la disoluciéon de concentracién
nominal 2 mM y se mide su absorbancia mediante espectroscopia ultravioleta-visible.
Conociendo el coeficiente de extincién molar por nucledtido a la longitud de onda de
260 nm (caracteristica para la absorbancia del ADN), €s60 = 6600M ~tcm™!, y el camino

optico, se obtiene la concentracién de la dilucién preparada mediante la ley de Lambert-

Beer.
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A partir de esa disolucién original de ADN (de concentracién nominal de nucleétido
2 mM), y una vez conocida su concentracién exacta, se prepara una disolucién diluida
de concentracién de nucleétido 800 M utilizando como disolvente tampdén TRIS. Esta

disolucion es la que posteriormente se utilizara para preparar las muestras a medir.
2) Preparacién de las muestras con distinta relacién Ligando/ADN

Se pretende preparar muestras de 4 ml de disoluciones con distinta proporcién de
concentraciones (globales) de ADN, capn, y ligando, ¢;;,. Para preparar esas disoluciones,
se mezclan:

a) 2 ml de la disolucién de ADN 800 uM (por lo que la concentracién de ADN en la
muestra de 4 ml serd 400 uM).

b) 2 ml del resto de componentes, que estarédn constituidos por el volumen de disolucién
de ligando adecuado para que la muestra posea la relacién ligando/ADN requerida, y por
disolvente hasta completar los 2 ml. En todos los casos dicho disolvente es el tampon
TRIS descrito anteriormente, excepto para la muestra con ligando MA15 a cuyo disolvente
anterior se le anade un 2% de DMSO para facilitar su disolucién.

La cantidad de ligando (en pug), m., contenido en cada una de las muestras se calcula

a partir de la relacién r = ¢;4/capn deseada, y viene dada por la ecuacién

T X CADN X Mlig X Vmuestra
Mnuc

me =

(5.13)

En este trabajo, Viyuestra = 4 mly capy = 400 uM = 132 pg/cm?. Con esos valores,
y conociendo que el peso molecular de un nucleétido es M,,,,. = 330 Da (g/mol), resulta
me = 1.6 X Meompiejo X 7. Los pesos moleculares (en g/mol) de los ligandos utilizados
son los siguientes: Mpip, = 394, Myoechst = 533.88, Mpsa3 = 623.53, Myra9 = 673.23, y
Mpsars = 723.16.

Una vez mezclados los componentes y tras una suave agitacion, sin dejar transcurrir

ningin periodo de incubacién, se procede a la medida de la viscosidad.

5.1.5. Resultados

Para cada tipo de ligando (EtBr, Hoechst, MA3, MA9, MA15) se prepararon una
serie de muestras con diferente relacién entre la concentracién de ligando y la concen-

tracién de ADN, r = ¢4/capn, tal y como se recoge en las Tablas 5.1 y 5.2. A dichas
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muestras, asi como a la disoluciéon de ADN solo, se les midio la viscosidad en el densimetro-
viscosimetro a una temperatura de 25°C. La viscosidad de la disolucién de ADN resulté ser
napny = 0.947 mPa-s mientras que los valores de las viscosidades de las diferentes muestras
aparecen recogidos en la Tabla 5.1. A partir de esos valores de viscosidad se calcularon

las relaciones de incrementos de viscosidad (AnADNHZ-g/AnADN)l/?’

que aparecen en la
Tabla 5.2. Ademads, también se midieron las viscosidades de los disolventes empleados,

que resultaron ser nrrrs = 0.916 mPa-s y nrrrsiewpmso = 0.967 mPa-s.

NADN +1ig (mPa-s)
Relacion r | EtBr | Hoechst | MA3 | MA9 | MA15
0.025 0.947 | 0.944 |0.949 | 0.951 | 0.993
0.05 0.946 | 0.946 | 0.967 | 0.951 | 0.995
0.075 0.956 | 0.944 | 0.974 | 0.955 | 0.997
0.1 0.949 | 0.945 | 0.979 | 0.957 | 1.001
0.125 0.959 | 0.946 | 0.980 | 0.966 | 1.003
0.15 0.955 | 0.945 | 0.981 | 0.968 | 1.007
0.175 0.963 | 0.943 |0.992 | 0.979 | 1.008
0.2 0.962 | 0.944 | 0.994 | 0.982 | 1.009

Tabla 5.1: Viscosidad de las muestras estudiadas.

1/3 con la relacién

En la Figura 5.5 se representa la dependencia de (Anapntiig/ ANapn)
r para las diferentes muestras estudiadas. Como se observa, los tres ligandos de platino
estudiados poseen propiedades intercalantes ya que para todos ellos se detecta un aumento
de la viscosidad de la disolucién. En particular, los ligandos MA3 y MA9 son especialmente

1/3

buenos intercaladores ya que presentan un incremento de (Anmuestra/ANapn)'® con r

mucho mas acusado que el estandar EtBr.
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(AnapN+1ig/ Anapn)Y?
Relacién r | EtBr | Hoechst | MA3 MA9 | MA15
0 1 1 1 1 1

0.025 1.0104 | 0.9666 | 1.0211 | 1.0413 | 0.9431
0.05 1.0608 | 0.9891 | 1.15805 | 1.0413 | 0.9666
0.075 1.0413 | 0.9666 | 1.2322 | 1.0795 | 0.9891
0.1 1.1195 | 0.9780 | 1.2667 | 1.0977 | 1.0313
0.125 1.1065 | 0.9891 | 1.2733 | 1.1727 | 1.0511
0.15 1.1486 | 0.9780 | 1.2799 | 1.1882 | 1.0887
0.175 1.1488 | 0.9550 | 1.3484 | 1.2667 | 1.0977
0.2 1.1649 | 0.9666 | 1.3630 | 1.2864 | 1.1065

Tabla 5.2: Relacién de incrementos de viscosidad de las muestras estudiadas.

1.4
o @ MA3
) 1 3 ] ... ..... @c°°°° L e MA9
"z 1.2 1 o® o
: @  geesect
;: g ." YTy Ty A EtBr
g 1.1 et ® T g e0 MATS
n I
:< 1.0 <>!!::::x ..... Borrii 0 peeenes Loeas., A,
< g o NeeeottT TP, Pesese® A Hoechst
0.9 A1
0.8 v T T v
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
r= Clig/CADN

Figura 5.5: Evolucion de la relacion de incrementos de viscosidad de las muestras
estudiadas con la relacién r = ¢34/capn. Simbolos: A ligandos estdndar, O ligandos

organometdlicos sintetizados.
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5.1.6. Conclusiones

Se ha estudiado la interaccion con el ADN vy la posible actividad antitumoral de dife-
rentes complejos organometalicos de Pt(II). Los estudios de viscosimetria llevados a cabo
por nuestro Grupo confirman que los ligandos utilizados son capaces de intercalarse en la
cadena de ADN, modificando la conformacién de dicha cadena y, por tanto, la viscosidad
de sus disoluciones. La configuracion planar de dichos ligandos, tal y como lo revelan estu-
dios de la estructura cristalina, favorecen su capacidad intercalante. De todos los ligandos
estudiados, los ligandos MA3 y MA9 son particularmente buenos intercaladores como lo
demuestra el aumento en la “relacion de incrementos de viscosidad” que presentan sus
disoluciones, aumento que es claramente mayor que el producido por el ligando estandar
EtBr. La viscosimetria se muestra como la técnica mas adecuada para estudiar el poder

intercalador de moléculas pequenas en la cadena de ADN.
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5.2. Determinacion de la estructura de la proteina
PatZ

5.2.1. Introduccion

Este trabajo es el resultado de una colaboracion con los profesores Manuel Canovas y
Teresa de Diego del Grupo de Biotecnologia del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular B e Inmunologia de la Universidad de Murcia. Nuestra aportacién consistio
en caracterizar la proteina PatZ, aislada por dicho Grupo de Escherichia coli, mediante
las técnicas de dispersion de luz dindmica (DLS) y ultracentrifugacién analitica (AUC).
Ademas, llevamos a cabo el anélisis hidrodinamico de un modelo de bolas tridimensional
de la proteina mediante nuestro programa HYDROPRO, con el fin de validar la estructura

propuesta por dicho Grupo para el tetramero de la proteina.

La proteina PatZ es una acetiltransferasa perteneciente a la superfamilia GNAT de
acetiltransferasas. Las acetiltransferasas son enzimas responsables de la acetilacion de
otras proteinas tras la sintesis de éstas en el ribosoma. A las modificaciones de las proteinas
tras su sintesis ribosémica se les denomina modificaciones postraduccionales (PTM). Por
tanto, la acetilacion de proteinas mediatizada por PatZ es una PTM. Este tipo de aceti-
lacion es de gran importancia en la regulacién metabdlica de las células tanto procariotas
como eucariotas. En FEscherichia coli, PatZ es la unica acetiltransferasa conocida y pro-
duce la acetilacién del aminodcido lisina de la enzima acetil-CoA sintetasa (Acs). Aunque
la modificacién postraduccional de las proteinas por acetilacion de lisina se ha asociado
tradicionalmente con organismos eucariotas, el interés en PTM en organismos procario-
tas, como la E. coli, ha aumentado enormemente [71]. Asi, se sabe que muchas enzimas

metabdlicas estan acetiladas en Escherichia coli [72].

Como ya se ha mencionado, PatZ es la tinica enzima conocida en E. coli implicada en
la acetilacién postraduccional de proteinas y su funcion es catalizar la transferencia de
un grupo acetilo de acetil-CoA a una amina primaria [73]. Uno de los sustratos de PatZ
mas conocidos es la Acs, una enzima clave en el metabolismo procaridtico y eucariético y
que esta regulada por acetilacion en bacterias tales como Salmonella enterica, Rhodopseu-
domonas palustris o la propia Escherichia coli [74-76]. Recientemente se ha descrito que
en E. coli PatZ se autoacetila [72,77], aunque no se conocen bien las consecuencias de esta

autoacetilacién. En cuanto a sus caracteristicas estructurales, PatZ es una proteina mul-
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tidominio con 886 residuos (98 kDa). Como muchos miembros de la superfamilia GNAT
es una proteina oligomérica [78].

El objetivo del estudio fue determinar las caracteristicas cinéticas, bioquimicas y es-
tructurales de PatZ y su efecto sobre la regulacion de Acs por acetilacion de lisina. Nuestro
Grupo se centro en la caracterizacion estructural mediante las técnicas mencionadas an-

teriormente.

5.2.2. Metodologia

La obtencién y purificacion de la proteina para los estudios realizados estan descritos
en el trabajo [79]. La concentracién de la proteina fue 10 M en tampén fosfato de potasio
50 mM, pH = 7.5, que contenia NaCl 100 mM. La proteina se conservo a una temperatura
de -80 °C hasta su uso.

5.2.2.a. Procedimiento de medida

Como ya se ha comentado en la introduccién, las medidas llevadas a cabo por nues-
tro Grupo de Investigacion fueron de DLS y de AUC. Las primeras se realizaron en el
instrumento Zetasizer Nano (Malvern Instruments) cuyas caracteristicas fueron descritas
en el Capitulo 2, y las segundas en la ultracentrifuga analitica Optima XIL-I (Beckman
Coulter).

= Experimentos de DLS: temperatura de trabajo, 20°C. El procedimiento de medida
consistié en 12 medidas de 11 runs cada una, con un tiempo de duracion de cada run
de 30 s, por lo que el tiempo de adquisicion de los datos fue de 11 minutos. Los datos
experimentales fueron analizados por el propio software del aparato que utiliza el
procedimiento de analisis para funciones de correlacion CONTIN [16]. Como ya se
expuso en el Capitulo 2, se obtienen dos tipos de funciéon de distribucion que expresan
la cantidad de soluto de un tamano (radio hidrodindmico) dado en términos bien
de contribucion a la intensidad de luz dispersada o bien como fraccién de masa.
La primera es particularmente sensible a la presencia de grandes particulas incluso
si su poblacion es muy pequena, mientras que la segunda detecta las principales
especies de la muestra. Una limitacion de las distribuciones derivadas de DLS es
la representacién en escala logaritmica para los picos ya que si sus tamanos no

difieren notablemente, los componentes de una muestra paucidispersa no pueden ser
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diferenciados. Sin embargo, el modo de trabajo de proteinas en el software Zetasizer,

especifico para muestras de proteinas, fue 1til para nuestros propositos.

= Experimentos de AUC: los experimentos se llevaron a cabo en el mismo tampén y
temperatura mencionados anteriormente con una concentracion de proteina PatZ de
10 pM. El volumen de muestra utilizado para rellenar los sectores de las celdas de
la ultracentrifuga (de 12 mm de camino 6ptico) fue 400 ul. El tipo de experimento
fue de velocidad de sedimentacion utilizando una velocidad del rotor de 40000 rpm
(rotor del tipo An50 Ti de ocho posiciones). El sistema de deteccién fue absorbancia,
utilizando una longitud de onda de 280 nm. La duracion del experimento fue 8 h y se
obtuvieron 400 scans, es decir, 400 registros del perfil de concentracion en la celda.
Para obtener las distribuciones de coeficientes de sedimentacion se utilizo el método
de distribucién continua c¢(s) [80] implementado en el software SEDFIT [81]. Como las
mediciones se realizaron a 20°C, los coeficientes de sedimentacién determinados, s,
son practicamente idénticos al coeficiente estandar, sqg,,. A diferencia de DLS, AUC
tiene una excelente resolucién, permitiendo la diferenciacion de los componentes de
la muestra (picos en la distribucion ¢(s)). Ademas de coeficientes de sedimentacion
bastante fiables, el procedimiento de velocidad de sedimentacién de AUC también

proporciona estimaciones aproximadas de los pesos moleculares.

5.2.3. Resultados

Los resultados que se presentan a continuacion han sido publicados en el trabajo
mencionado anteriormente [79]. Dicho trabajo abarca varios aspectos del mecanismo de
autoacetilacion de la proteina PatZ, siendo uno de ellos la caracterizacion de los cambios
estructurales experimentados por PatZ tras la acetilacion. Para ese propoésito se llevaron
a cabo diversos estudios, una parte de los cuales, basados en las técnicas de DLS y AUC
asi como en el andlisis computacional de modelos hidrodinamicos, fueron realizados por

nuestro Grupo de Investigacion.

5.2.3.a. Determinacion del estado de oligomerizacion

En primer lugar cabe mencionar que el Grupo de Biotecnologia determiné el peso
molecular de la proteina nativa mediante cromatografia de permeacién en gel (GPC o

SEC). En ausencia de acetil-CoA, el cromatograma de la proteina purificada presentaba

123



CAPITULO 5. APLICACIONES A SISTEMAS BIOLOGICOS

un pico principal a un tiempo de elucién de 8.2 min y un pico secundario (“hombro”) a
7.3 min a los que se les asocié unos pesos moleculares aparentes M = 410 4+ 20 kDa y
M = 798 + 40 kDa, respectivamente, que se corresponden con las formas tetramérica y
octamérica de la proteina. Por contra, a una concentracién saturada de acetil-CoA (1.5
mM), el pico principal aparecia a un tiempo de elucién de 7.3 min (octamero) y el pico
secundario (“hombro”) a 8.2 min (tetrdmero), lo que indica un predominio de la forma
octamérica.

La proteina purificada se analizé también mediante DLS y AUC. Tanto el coefi-
ciente de difusion, D, procedente de DLS, como el coeficiente de sedimentacién, s, proce-
dente de AUC permiten extraer informacién estructural de la proteina. Ambos coefi-
cientes estan relacionados con el coeficiente de friccién, f, mediante las ecuaciones 1.3
(kgT/f = RT/(Naf)) y 1.11 (M(1 —vp)/(Naf)) que se combinan para dar lugar a la
conocida ecuacién de Svedberg 1.12 (s/D = M(1 — vp)/RT), todas ellas descritas en el
Capitulo 1. Recordemos que R es la constante de los gases perfectos, T' la temperatura
absoluta, N4 el nimero de Avogadro, kg la constante de Boltzmann, M el peso molecular
de la proteina, v su volumen especifico parcial, y p la densidad del disolvente tampoén. Es
costumbre expresar el coeficiente de friccion a través del radio hidrodinamico equivalente,
rn = f/(6mn0), donde g es la viscosidad del disolvente tampén. El software SEDNTERP [81]
se utiliz6 para estimar 79 = 1.00 cP y p = 1.01 g/cm? a partir de la composicién del di-
solvente, asi como para estimar M y v de la protelna monomérica a partir de la secuencia
de aminodcidos del monémero de PatZ: M = 98.0 kDa y v = 0.742 cm?/g.

La Figura 5.6 muestra los resultados de las medidas de DLS. La distribucién en in-
tensidad (Figura 5.6A), muestra un pico principal en torno a r, = 10 nm y una serie
de picos a tamanos mucho mayores (mas de 100 nm) que corresponden a la aparicién
de agregados. En cambio, la distribucién en volumen o masa (Figura 5.6B) presenta un
unico pico en torno a r, = 10 nm, lo que indica que la cantidad de agregados es pequena
y se puede obviar. El pico significativo en torno a r, = 10 nm corresponde a la proteina
en forma oligomérica. El anélisis del pico mediante el software del Zetasizer mostraba su
correspondencia con material polidisperso con M = 420 + 150 kDa y r, = 8 £2 nm. Un
analisis con el modo “Protein workshop” que posee el instrumento indicaba la existencia
de varios oligémeros.

La Figura 5.7 muestra los resultados obtenidos mediante AUC. La evolucién temporal
de los perfiles de concentracién (Figura 5.7A) indica que las 8 h que duré el experimen-

to fueron suficientes para que la proteina sedimentara completamente. Por otro lado, el
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Figura 5.6: Distribuciones de tamano obtenidos por DLS: (A) Distribucién en inten-
sidad y (B) Distribucién en masa.

pequeno y bastante uniforme valor de los residuales (Figura 5.7B), sin desviaciones signi-
ficativas, indica la buena calidad del ajuste realizado por el programa SEDFIT para obtener
la distribucién de coeficientes de sedimentacion. Por tltimo, la Figura 5.7C muestra la
distribucién de coeficientes de sedimentacion. Su principal caracteristica es el pico de la
funcién de distribucién ¢(s) correspondiente a s = 12.4 S y M ~ 446 kDa. Los resulta-
dos también muestran otros dos picos menores, pero significativos, uno con s = 18.0 S 'y
M ~ 800 kDa y el otro con s =4.6 Sy M ~ 97 kDa.

Las distribuciones en intensidad y volumen del radio hidrodindmico obtenidas me-
diante DLS indican la existencia de algunos agregados de la proteina que, de acuerdo
al software del Zetasizer no representan mas de un 2% de fraccién en peso. De hecho,
dicho material no aparece en la distribucién en volumen. Los resultados de las medidas
de AUC confirman que la cantidad de dichos agregados es despreciable, no apareciendo
picos significativos a valores de s elevados en la distribucién ¢(s). En definitiva, la proteina

tetramérica PatZ oligomeriza a una forma octamérica mediante acetilacion.
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5.2.3.b. Validacién del modelo tetramérico con HYDROPRO

La hidrodindamica proporciona informacién esencial sobre la estructura de las proteinas.
Durante muchos anos, se han utilizado coeficientes hidrodinamicos para conocer la con-
formacién global (por ejemplo, globular, fibrosa, desnaturalizada, etc.) de proteinas en
disolucion. En los iltimos anos, se han desarrollado metodologias y herramientas com-
putacionales para calcular las propiedades de la disolucién a partir de la estructura de-
tallada de las proteinas (a nivel de residuos e incluso dtomos) [82-84]. Para ello, aparte
de los datos de las propiedades del soluto y del disolvente, es necesario un archivo con
formato PDB de las coordenadas atémicas a partir de las cuales construir un modelo de
bolas sobre el que efectuar los calculos. Estas herramientas computacionales son ahora
ampliamente utilizadas para validar estructuras obtenidas mediante cristalografia, RMN
o métodos in silico, comparando los resultados determinados experimentalmente con los
obtenidos computacionalmente. Para la prediccion de coeficientes hidrodindmicos simples
(coeficientes de difusién y sedimentacién, viscosidad intrinseca, etc.), como en el caso
presente, la herramienta mas utilizada es HYDROPRO [82,84]. El cdlculo de los coeficientes
de sedimentacién requiere que se conozcan los valores de la densidad y viscosidad del
disolvente, p y 19, la temperatura absoluta, 7', el volumen especifico parcial del soluto,
v y el peso molecular del soluto, M, todos los cuales estan disponibles en nuestro caso.
El resultado para el radio hidrodinamico, r,, es independiente de estas cantidades y se

calcula directamente a partir del conjunto de coordenadas.

Para proponer un modelo para el mondémero y el tetramero de PatZ, el Grupo de
Biotecnologia utilizo, respectivamente, los programas Phyre?2, que realiza folding de proteinas,
y ClusPro 2.0 [85], que realiza docking de proteinas, en base a las interacciones hidrofébicas
y electrostaticas de la proteina. Dichos programas son gratuitos y se ejecutan a través
de las paginas web http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=indexy
http://nrc.bu.edu/cluster, respectivamente. A partir de los modelos para el monémero
y el tetramero asi generados (ver la Figura 5.8) y utilizando la versiéon 10 de HYDROPRO [84],
se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla 5.3. El acuerdo entre el valor ex-
perimental y el calculado para los coeficientes de sedimentacién y el radio hidrodindmico
fue excelente con diferencias menores del 5%. Considerando la diversidad de aspectos
involucrados en (i) la prediccién de la estructura in silico de las formas oligoméricas de
PatZ, (ii) los experimentos de DLS y especialmente de AUC y (iii) el procesamiento de

datos, se puede afirmar que los experimentos y calculos hidrodinamicos validan comple-
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tamente los estudios de modelado molecular y acoplamiento (docking) realizados in silico
para la unidad monomérica de PatZ y su ensamblado tetramérico.

Con una metodologia aproximada atin mas simple, se calcul6 el radio hidrodinamico del
modelo tetramérico utilizando el software de visualizacion molecular Protein workshop
viewer [86] y teniendo en cuenta la superficie macromolecular [87]. El radio medio calcu-
lado fue 7.03 4+ 0.5 nm, que esta de acuerdo con los resultados obtenidos mediante DLS

(Figura 5.6) y AUC (Figura 5.7), asi como con el calculo méas preciso de HYDROPRO.

Propiedad Técnica | Tetramero | Mondémero | Octdmero
Masa (KDa) DLS <420”
AUC ~446° ~97° ~800°
Secuencia 392 98 784
s (S) AUC 12.4 4.6 18.0
HYDROPRO 12.9 5.2
rp, (nm) DLS <7.7°
AUC 7.3 4.1 9.9
HYDROPRO 6.9 4.3

Tabla 5.3: Propiedades experimentales y calculadas a partir del modelado
hidrodindmico. * Promedio sobre oligémeros (el valor real debe ser ligeramente

menor); ¥ valores aproximados procedentes de AUC.
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A. Dimerizacion

Figura 5.8: Ensamblaje de los unimeros de PatZ y estructura tetramérica final.
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5.2.4. Conclusiones

En contraste con las enzimas eucariotas, las acetiltransferasas procariotas adoptan
varias estructuras cuaternarias. Se ha encontrado que una serie de miembros de la su-
perfamilia GNAT son estructuralmente multiméricos, oligomerizando de un monémero a
una forma tetramérica en presencia de acetil-CoA. Sin embargo, el hecho de que PatZ es-
tuviera principalmente en forma tetramérica estable en ausencia de acetil-CoA demostrd
que el proceso de tetramerizacién era independiente de la unién al ligando acetil-CoA.
Al contrario, la presencia de acetil-CoA fue necesaria para la formacién del estado oc-
tamérico como se desprende de las Figuras 5.6 y 5.7. Los experimentos hidrodinamicos
de DLS y AUC confirman la naturaleza oligomérica y la composicion de la proteina, que
es predominantemente tetramérica, con algunos octameros, y una cantidad ain menor
pero todavia detectable de monémeros observada por AUC. Como se observa en la tabla
5.3, los pesos moleculares aproximados obtenidos mediante AUC estan en una proporcién
de 1:4:8. El valor proporcionado por DLS (420 kDa), que corresponde a un promedio, es
ligeramente superior al del tetramero obtenido de la secuencia (392 kDa) porque hay mas
octamero que mondémero, en comparacion con las otras dos especies.

En cuanto al radio hidrodindmico, r, los valores de cada especie se determinaron a
partir del coeficiente de sedimentacion, utilizando los valores exactos de M, v, p, Ty
no (Tabla 5.3). De nuevo, el r, obtenido por DLS para el tetramero fue ligeramente su-
perior al del tetramero obtenido de la secuencia. Por lo tanto, los resultados de las dos
técnicas hidrodinamicas son consistentes. Ademads, es importante resaltar que los resul-
tados hidrodindmicos coinciden con los del anélisis de cromatografia de filtraciéon en gel.
Como ya se ha mencionado, esta técnica mostré que, en ausencia de acetil-CoA, la PatZ
purificada eluyé principalmente como un tetramero con cierta presencia de octameros y
un peso molecular aparente de 410 +20 kDa y 798 +40 kDa, respectivamente.

El estudio llevado a cabo por el Grupo de Biotecnologia demuestra por vez primera
la regulacion estructural de una acetiltransferasa por autoacetilacién en un organismo
procariota, un fenémeno postraduccional comin en organismos eucariotas. La autoaceti-
lacién de PatZ se correlaciona con su estado de oligomerizacién y su estabilidad estruc-
tural, asi como con su actividad. De la caracterizacién estructural llevada a cabo por
nuestro Grupo mediante técnicas fisico-quimicas (DLS y AUC), se desprende que PatZ es

un homotetramero que forma un octamero termoestable mediante autoacetilacion.
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5.3. Caracterizacion de medios viscosos con impor-

tancia en reproduccion

5.3.1. Introduccion

El trabajo que se presenta a continuacién es parte de una colaboraciéon con el Grupo
de Fisiologia de la Reproduccién de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de
Murcia dirigido por los profesores Maria Pilar Coy y Joaquin Gadea. Nuestra aportacion
consistié en caracterizar mediante medidas reoldgicas el comportamiento viscoso de fluidos
biolégicos extraidos del aparato reproductor femenino de la especie porcina, asi como de
fluidos artificiales preparados en el laboratorio y con caracteristicas similares a los fluidos
bioldgicos.

En los tltimos anos se han desarrollado muchos estudios para investigar la forma en que
los espermatozoides se orientan dentro del tracto genital femenino y encuentran el camino
hacia los ovocitos. Se han reconocido al menos, tres mecanismos diferentes de guia del
esperma: termotaxis, reotaxis y quimiotaxis [88]. Especificamente, el papel de la reotaxis
se ha vuelto relevante debido a los resultados mostrados en estudios recientes [89-91].
Estos estudios revelan céomo la reotaxis conduce a la orientacion del esperma dentro de
un gradiente de flujo de fluido, de modo que en el tracto reproductivo femenino, los

espermatozoides nadan contra el flujo del fluido genital femenino [91,92].

El comportamiento reotactico de los espermatozoides es influenciado por varias carac-
teristicas del liquido genital. La viscosidad del liquido genital femenino cambia durante el
ciclo estral y es modulada por factores como la concentraciéon hormonal, especialmente la
progesterona, las células muertas y otros factores como el pH [92-96]. Las mucinas y los
glicosaminoglicanos (GAG) son componentes importantes del fluido oviductal. Las muci-
nas, que son las principales glicoproteinas que componen el liquido genital, son moléculas
lineales largas y flexibles y tienen un papel esencial en la confeccién de la viscosidad,
participando asi en el establecimiento de la orientacion espermatica [93,97]. Ademas, la
viscosidad del liquido genital también se debe al gran tamano de los GAGs, mientras que

la elasticidad resulta del enmaranamiento de las moléculas [93].

Algunos autores han sugerido que la viscosidad del fluido en el tracto reproductor
femenino también podria ayudar a seleccionar los espermatozoides de mejor calidad que

llegan al oviducto en la proximidad del évulo [89,98,99]. Los espermatozoides nadan en
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el flujo, se distribuyen en subpoblaciones heterogéneas y permanecen dentro de algunas
regiones de bajo cizallamiento para evitar ser arrastrados por la resistencia al flujo [89].

En el cerdo, no hay informacion relacionada con el uso de medios de alta viscosidad.
Ademas, se desconoce la viscosidad de los biofluidos claves, como los fluidos uterinos u
oviductales que entran en contacto con los gametos, y son los medios naturales donde se
producen acontecimientos reproductivos relevantes. Sin embargo, para imitar las condi-
ciones in vivo con el fin de mejorar la investigacién y las técnicas de reproduccion, algunos
estudios in vitro han incorporado un factor viscoso en los medios de incubacién, que suelen
ser de una viscosidad baja cercana a la del agua [100]. En este sentido se han utilizado
acrilamida, extractos de plantas en polvo, acido hialurénico, carboximetilcelulosa o metil-
celulosas para aumentar la viscosidad de los medios para estudios in vitro en diferentes
especies [100-104]. El Grupo de Fisiologia de la Reproduccién de la Universidad de Mur-
cia, utilizando un extracto vegetal en polvo para aumentar la viscosidad de los medios
de comunicacién, concluyé que el aumento de la viscosidad es deseable para mejorar la
capacidad de los espermatozoides para moverse, unirse y penetrar el ovocito in vitro [100].
Entre las macromoléculas mencionadas que se pueden usar para aumentar la viscosidad,
las propiedades de la metilcelulosa son tinicas, haciendo de esta sustancia el aditivo apro-
piado para aumentar la viscosidad. La metilcelulosa es celulosa sustituida de cadena larga
con aproximadamente un 30 % de sus grupos hidroxilo en forma de éter metilico. Esta
sustitucién de celulosa por grupos hidroxilo confiere una mayor resistencia de los medios
al ataque microbiano. Ademads, la metilcelulosa es esencialmente inodora y sin sabor, tiene
una calidad y consistencia uniformes, es estable durante largos periodos de tiempo, facil
de obtener y barata. Por este motivo, esta sustancia no téxica es ampliamente utilizada
en las industrias farmacéutica y de alimentos, y ya ha sido probada con diluyentes de es-
perma en estudios humanos in vitro [103,105]. Cabe mencionar que los estudios realizados
con espermatozoides humanos y ovocitos han confirmado la seguridad de la utilizacién
de metilcelulosa en los procedimientos de ICSI (técnica de fecundacién in vitro de dltima
generacién) [106], lo que demuestra que no produce dano en el ADN del esperma.

Los objetivos de este trabajo fueron medir las viscosidades de los fluidos oviductales en
el momento de la fertilizacién, como medios fisiolégicos donde se produce la fertilizacion
y el desarrollo temprano del embrién, y desarrollar un medio artificial mediante la adicién
de metilcelulosa que se asemeje al fluido natural. Con este enfoque evaluamos el uso de
metilcelulosa como una sustancia potenciadora de la viscosidad para su uso en medios

para la fertilizacién de espermatozoides porcinos.
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5.3.2. Metodologia

La medida de la viscosidad de los fluidos bioldgicos se llevé a cabo sobre once muestras
de fase folicular tardia (A2) y sobre veinticuatro muestras de fase litea temprana (A3). Las
medidas de fluidos artificiales preparados por el Grupo de Fisiologia de la Reproduccion

de la Universidad de Murcia, se repitieron tres veces.

5.3.2.a. Fluidos biolégicos. Toma de muestras

El fluido oviductal porcino fue obtenido de la fase folicular tardia (fase preovulatoria
A2) y la fase litea temprana (fase postovulatoria A3) extraidos de cerdas jévenes recupe-
radas en matadero (CEFUSA, Pliego, Murcia) de acuerdo al método descrito previamente
por Carrasco y col. (2008) [107].

Introducimos la punta de una pipeta de 50 ul en el interior de la ampolla, parte del
aparato reproductor de la cerda de donde se extrae el fluido medido en este trabajo (véase
Figura 5.9), y succionamos dicho fluido como puede observarse en la Figura 5.10. Esta
extraccion tiene que hacerse lentamente para evitar la rotura de las paredes interiores de la
ampolla y por consiguiente que la parte del fluido importante para medir se contamine con
células. A medida que se va extrayendo, el fluido se va depositando en un vial eppendorf
que se encuentra en hielo, para mantener el fluido frio. Una vez aspirado todo el fluido,
éste se centrifuga a 7000 rpm durante 10 minutos y a una temperatura de 4°C con una
centrifuga modelo 5810 R. En esta etapa de centrifugacion, se eliminan los restos celulares
que pudieran encontrarse en el fluido oviductal. Tras ello, se realizan las medidas de
viscosidad de la muestra de fluido oviductal limpia en el reémetro o se congela a -80°C
hasta su uso para las mediciones de viscosidad. Un esquema del protocolo de medida

puede observarse en la Figura 5.11.

5.3.2.b. Fluidos artificiales. Preparacion de muestras
Para las medidas de viscosidad de fluidos artificiales, se prepararon los siguientes

medios:

1. Medio Tyrode, el cual se utilizé6 como control, que consistia en NaCl 116 mM, KCl
3.1 mM, MgSO, 0.4 mM, NaH;P0,-H,0O 0.3 mM, glucosa 5 mM, lactato sédico 21.7
mM, piruvato sédico 1 mM, HEPES 20 mM, canamicina 582.6 mM y fenol 334.38
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Figura 5.9: Partes del aparato reproductor femenino de la especie porcina [108].

mM rojo. Antes del uso, el medio de Tyrode se suplementé con 3 mg/ml de albimina
de suero bovino (BSA) y 1 mM de EGTA. El pH del medio fue de 7.4.

2. Almedio Tyrode se le anadi6 0.5 % w/v de metilcelulosa (w /v significa peso/volumen).

3. Al medio Tyrode se le anadié 1% w/v de metilcelulosa.

Todos los productos quimicos fueron adquiridos a Sigma-Aldrich a menos que se in-

dique lo contrario.

5.3.2.c. Procedimiento de medida

Para la medidas de la viscosidad tanto de los medios biol6gicos como de los artificiales
se utilizé el Reémetro MCR 102 de Anton Paar cuyas caracteristicas estdn descritas en
el Capitulo 4 de Reologia. La geometria utilizada fue la cono-plato con el sensor conico
CP25-1 (didmetro 25 mm y angulo 1°). De este modo, se ajusta la temperatura del plato
(estator) a 38°C y se deposita la muestra. Una vez que se coloca el sensor (cono rotor)
a la posicion de medida, se recubre con silicona para evitar que la muestra se evapore.
Tras ello, realizamos una unica medida sobre las muestras de fluidos oviductales y tres
medidas sobre las muestras de medios artificiales. En los experimentos se varié el gradiente
de cizalla de 0.1 s~ a 500 s71.
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Fluido oviductal 7000 rpm, 4°C, 10 min. Células Medida en reémetro

Figura 5.11: Método de extracciéon del fluido oviductal para su medicion en el

redémetro.

5.3.3. Resultados

Los resultados que se presentan a continuacion forman parte de la publicacién a la

que dio lugar la colaboracién con el Grupo de Fisiologia de la Reproduccién [109].

La Figura 5.12 muestra las curvas de viscosidad de los medios artificiales suplementa-
dos con metilcelulosa (0% (control), 0.5% y 1%) y de los fluidos oviductales de la fase
folicular tardia (A2) y la fase litea temprana (A3) del ciclo reproductivo de la cerda.
Como se observa, la viscosidad del medio Tyrode se mantiene relativamente constante
a medida que aumenta el gradiente de cizalla aplicado, a diferencia de la viscosidad de
los fluidos oviductales y los medios Tyrode suplementados con metilcelulosa, la cual va
disminuyendo conforme aumenta el gradiente de cizalla. Es decir, mientras que el medio

Tyrode tiende a ser newtoniano (excepto a gradientes de cizalla muy pequenos), los otros
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Figura 5.12: Curvas de viscosidad obtenidas de las medidas reémetricas de los dife-

rentes fluidos bioldgicos y artificiales (representacién lineal).

fluidos presentan un marcado comportamiento fluidizante. A bajos gradiente de cizalla
(<10 s7!) se observa una diferencia significativa de la viscosidad en las muestras ana-
lizadas. El medio Tyrode suplementado con 0.5% y 1% con metilcelulosa muestra una
viscosidad mucho mayor que el medio de control (Tyrode) y que los fluidos oviductales A2
y A3. Sin embargo, a gradientes de cizalla altos (>10 s7!), estas diferencias entre valores
de viscosidad tienden a minimizarse. Como también puede observarse en la Figura 5.12,
la viscosidad del fluido oviductal de la fase litea temprana (A3) era mucho mayor que el
fluido de la fase folicular tardia (A2).

Las caracteristicas de las curvas anteriores se aprecian mejor en las representaciones
doble-logaritmicas de las Figuras 5.13 y 5.14 en donde, para un mejor analisis, se han
separado las curvas correspondientes a los fluidos artificiales (Figura 5.13) de las corres-
pondientes a los fluidos biolégicos (Figura 5.13). La primera caracteristica a destacar es
la elevada irregularidad de todas las curvas, dentro de la tendencia general a disminuir la
viscosidad con el gradiente de cizalla. Llama la atencién, en las curvas correspondientes
a los fluidos bioldgicos, el brusco incremento en el valor de la viscosidad que se produce a

1

4 =1 s, para luego continuar con la evoluciéon descendente que tenia anteriormente y
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que es tipica del comportamiento fluidizante. En los fluidos artificiales de metilcelulosa,
este salto en torno a 4 = 1 s~! también parece producirse, aunque es muy pequeno y poco
apreciable en la escala en la que estan representadas las curvas. Para estos fluidos existe
inicialmente (a gradientes pequenos) una meseta newtoniana. Por el contrario, los fluidos
biolégicos se comportan de forma claramente fluidizante en todo el rango de gradientes de
cizalla estudiados por lo que son buenos candidatos a cumplir la ley de Ostwald. En cuan-
to al medio de control Tyrode, como ya se coment6 con anterioridad, es solo ligeramente
fluidizante y a gradientes mayores que i = 1 s~! tiende a presentar un comportamiento
practicamente newtoniano. Obviando las irregularidades encontradas, hemos procedido a
ajustar las curvas experimentales mediante el programa RheoFit. Las Figuras 5.13 y 5.14
recogen, junto a las curvas experimentales, las curvas correspondientes a los ajustes. En
el caso de los fluidos artificiales, el modelo de Cross es el inico capaz de ajustar de forma
razonable su comportamiento (Figura 5.13). En el caso de los fluidos bilégicos, hemos
elegido el modelo de Ostwald ya que éste los ajusta aceptablemente bien y, por su sen-
cillez, es el preferido cuando se dan las condiciones adecuadas. Evidentemente, como ya
se puso de manifiesto en el Capitulo 4, el modelo que va a ajustar mejor todas las curvas
es el de Cross, puesto que es el que tiene un mayor nimero de parametros. La Tabla 5.4
recoge los valores de los parametros de los modelos de Cross y Ostwald obtenidos del

ajuste con RheoFit de los fluidos artificiales y biolégicos respectivamente.

Modelo — Ostwald Cross
Fluido K (Pa-s™) n |K' (™) | m no (Pas) | 1 (Pa-s)
Control (Tyrodes) 0.5% - - 241 | 1.481 | 6.27x10° 5.527
Metilcelulosa 0.5 % - - 3.841 | 1.334 | 1.787x10* 5.430
Metilcelulosa 1.0 % - - 3.126 | 1.421 | 2.291x10* 7.157
Fase folicular tardia (A2) 36.84 0.687 — — - -
Fase lutea temprana (A3) 78.93 0.575 — — - -

Tabla 5.4: Valores 6ptimos de los parametros de los modelos de Cross y Ostwald para
los fluidos artificales y biolégicos, respectivamente, obtenidos mediante el ajuste de

los datos experimentales con el programa RheoFit en “modo automatico”.
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Figura 5.13: Ajuste con RheoFit mediante el modelo de Cross de las curvas de vis-

cosidad de los diferentes fluidos artificiales (representacién log-log).

5.3.3.a. Implicaciones bioldgicas

Bajo condiciones in vivo, tenemos que tomar en consideracion al menos, el movimiento
ciliar de las células epiteliales del oviducto, la contraccion del musculo liso en la pared
oviductal y el movimiento de los espermatozoides para modificar el esfuerzo [94]. Se es-
pera que el esfuerzo en el oviducto sea bajo y modulado por pequenos cambios en la
temperatura 110, 111]. Nosotros observamos que la viscosidad de los fluidos oviductales
durante la fase folicular tardia era mas baja que la de la fase litea temprana. Este hecho
estd en concordancia con el incremento del contenido de proteina detectado en la fase
postovulatoria [107] y el incremento en el volumen de fluido en el oviducto durante la
fase folicular [112]. Ademas, otras circunstancias, como el hecho de que haya fertilizacién,
influirdn indudablemente en la viscosidad del fluido resultante.

Nuestros resultados revelan un efecto beneficioso de elevar la viscosidad en un medio
no capacitante (es decir, aquel medio que no presenta las condiciones éptimas para la fer-
tilizacion). Estudios previos [98,103], describen cémo el comportamiento de la movilidad

del esperma humano cambia por incubacién en un medio viscoso comparado con el medio
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Figura 5.14: Ajuste con RheoFit mediante el modelo de Ostwald de las curvas de

viscosidad de los diferentes fluidos bioldgicos (representacién log-log).

de control, aumentando el movimiento de los espermatozoides en el medio con una viscosi-
dad mayor. También, el esperma de ratéon incubado en un medio de baja capacitancia al
que se le anade una concentracion de 1.8 % de metilcelulosa también experimenta un incre-
mento en la velocidad de los espermatozoides [113]. Segin estos autores, la modificacién
del comportamiento de los espermatozoides puede deberse al incremento de moléculas de
cadena larga del medio extracelular que actian suavizando el movimiento vigoroso, rapido

y progresivo del esperma, proporcionando propulsién y direccionalidad al mismo.

En general, mediciones anteriores de velocidad de espermatozoides de jabali, realizadas
en el Departamento de Fisiologia de la Universidad de Murcia, indican que el avance de
éstos es mas rapido a través de medios viscosos que a través de medios no viscosos y,
por lo tanto, pueden ser mas eficaces en la penetracién en el moco oviductal y en la
matriz. Varios autores han destacado la importancia de los parametros del movimiento de
los espermatozoides en la capacidad del esperma para la fertilizacién. El uso de medios
viscosos da lugar a una progresion mas larga del esperma como se informé previamente

en un ensayo de migraciéon de espermatozoides con 1% de metilcelulosa [103].
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La diferencia en el movimiento observado en el presente estudio demostré que la
optimizacion de la viscosidad de los medios de cultivo es importante para asegurar un
mayor porcentaje de espermatozoides con un movimiento lineal rdpido lo que podria es-
tar relacionado con una mayor capacidad de fertilizacién [114, 115]. Varios estudios han
demostrado que la incubacién de espermatozoides de verraco en medios viscosos [100],
almacenamiento de caprinos [116] y espermatozoides de porcino [117] induce un efecto
positivo sobre los pardmetros de funcionalidad en términos de espermatozoides viables,

que son consistentes con nuestros resultados.

5.3.4. Conclusiones

Toda la informacion derivada de este estudio sugiere la importancia de la viscosidad en
los medios tanto in vitro como in vivo para una fertilizacién 6ptima de los espermatozoides
y abre nuevas vias para explorar la aplicacién practica de medios viscosos para mejorar
la calidad del esperma.

La metilcelulosa es un espesante ampliamente empleado y ha sido utilizado para es-
tudios de andrologia en varias especies en concentraciones similares a la de nuestros ex-
perimentos [103,113,118]. Sin embargo, la viscosidad del medio suplementado con metil-
celulosa (0.5% y 1%) utilizado en estos estudios fue superior a los valores observados
en los fluidos oviductales. Ademas, estas diferencias son mas altas a valores de gradiente
de cizalla mas bajos debido a las propiedades no newtonianas de estas muestras. Solo
un pequeno numero de estudios han evaluado la viscosidad del fluido oviductal de cer-
dos [100]. Los resultados obtenidos para este fluido en las fases folicular y litea podrian
ayudar a disenar nuevos medios viscosos que presenten una mayor eficacia en aplica-
ciones reproductivas. Algunas alternativas posibles para imitar la viscosidad periovula-
toria oviductal serian fluidos con una menor concentracién de la misma metilcelulosa
empleada anteriormente, es decir metilcelulosa de viscosidad 4000 mPa-s, el uso de otro
tipo de metilcelulosa con menor viscosidad (15 mPa-s o 100 mPa-s) [100, 118], o el uso
de otros compuestos como polivinilpirrolidona (PVP), acrilamida, extractos de plantas o
acido hialurénico [100, 101, 118]. Un punto importante es la utilizacién de un compuesto

o mezclas de compuestos que mantengan la caracteristica no newtoniana del fluido.
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Capitulo 6
Aplicaciones a sistemas sintéticos

En este capitulo se va a utilizar principalmente la técnica de dispersién dinamica de luz
(DLS) para caracterizar el tamafio de: i) gotas constituyentes de una emulsion y cargadas
eléctricamente sobre la que se estudiaran interacciones en interfases polarizadas liquido-
liquido, y ii) unimeros y agregados de un copolimero termosensible que sera utilizado

posteriormente para recubrir nanoparticulas metalicas.

6.1. Estudio de interfases polarizadas liquido-liquido

6.1.1. Introduccion

El presente trabajo forma parte de una colaboracion con el Grupo de Electroquimica
Teorica y Aplicada de la Universidad de Murcia, dirigido por la profesora Angela Molina.
Nuestra aportacion consistié en caracterizar mediante medidas de dispersion dindmica de
luz el tamano de particulas blandas (gotas en una emulsién) con carga i6nica.

Se define una interfase como la superficie de contacto entre dos o més fases. Cuando
dos fases electroliticas liquidas de diferente polaridad e inmiscibles se ponen en contacto se
forma una interfase cargada entre ellas debido a la diferencia de potencial electroquimico
de las especies cargadas (iones). La distribucién de estas especies en la regién de contacto
da lugar a lo que se denomina una interfase entre dos disoluciones electroliticas inmiscibles
(Interface of Two Inmiscible Electrolytic Solutions, ITIES) [119].

El estudio de las ITIES se inicié con los trabajos de Nernst y Riesenfeld [120] quienes
estudiaron la conduccion de corriente en la interfase formada por agua y fenol. Sin em-

bargo, el mayor impulso a la investigacion de estos sistemas se dio en la década de 1970
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cuando Gavach [121] demostré que las ITIES podian ser polarizadas, produciéndose la
transferencia de iones de una fase a otra al aplicarse un potencial. En el sistema ITIES la
distribucién de iones a través de la interfase se puede controlar por medio de un potencial
eléctrico impuesto por una fuente externa, generalmente un potenciostato/galvanostato.
El potencial eléctrico de las fases se manipula a través de dos electrodos de platino, uno
en cada fase, mientras que el potencial que se manifiesta en la interfase se monitoriza a
través de dos electrodos de referencia, también colocados uno en cada fase. Asi, la colision
con la interfase de una determinada especie cargada, y el consiguiente transito a través
de ella, genera una corriente eléctrica entre las dos fases que se detecta por medio del
potenciostato/galvanostato [122].

Durante la ultima década, el estudio de eventos de colisién a través de interfases
(tanto liquido-sélido como liquido-liquido) ha despertado un gran interés pues permite una
mejor comprension de los fendémenos estocasticos en electroquimica asi como la posibilidad
de obtener informacién acerca de las particulas que colisionan como, por ejemplo, su
tamano. De hecho, el estudio electroquimico de eventos de colision entre particulas duras
capaces de participar en reacciones redox con electrodos se ha aplicado a una amplia
gama de nanoparticulas como oro, plata, niquel, 6xido de titanio, etc. Recientemente, se
han investigado colisiones de particulas blandas con cierta carga iénica, como liposomas,
con interfases liquido-liquido [123]. Para este tipo de particulas blandas podemos hablar
de eventos de fusién con la interfase ya que la particula no rebota, sino que se une a la
interfase liberando su contenido iénico.

El objetivo del trabajo es desarrollar un método electroquimico para la deteccién
individual y determinacién de tamano de particulas blandas con carga iénica que no
requiera que se produzcan reacciones redox. Las particulas con las que se va a trabajar son
gotas de tamano microscopico y nanoscopico que forman la fase dispersa de una emulsion y
que contienen iones de un determinado electrolito. Para que el método sea 1itil se requiere
que no se produzcan impactos tipo avalancha, es decir, que no se produzca la colisién (o
fusién) de muchas particulas a la vez en un determinado instante o evento, para lo cual
la concentracién de particulas ha de ser suficientemente pequena. Tanto para verificar
que las colisiones de las particulas con la interfase son de tipo individual y no colectivo
como para comprobar que el tamano de particula determinado electroquimicamente es
correcto se ha utilizado la técnica de DLS descrita en el Capitulo 2 y que es nuestra
aportacién a este proyecto. Asi, comparando el tamano de la entidad que colisiona con la

interfase obtenido electroquimicamente con el tamano de las gotas individuales obtenido
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mediante dispersion de luz, se puede dilucidar si la entidad detectada electroquimicamente
corresponde a una gota individual. Obviamente, si ambos tamanos coinciden (en realidad
lo que se comparan son distribuciones de tamano), se puede concluir que las entidades
que colisionan son gotas individuales y que el método electroquimico es adecuado para

determinar el tamano de las gotas.

6.1.2. Metodologia

Como ya se ha comentado, para el estudio que vamos a llevar a cabo se prepard una
emulsion cuyas gotas contienen los iones que van a impactar contra la interfase. Para ello
se mezclan dos disoluciones electroliticas inmiscibles entre si. Una de ellas, de naturaleza
orgénica, estd en minoria y forma la fase dispersa (gotas), y la otra, de naturaleza acuosa,
estd en mayoria y forma la fase dispersante, continua o matriz. En concreto, la emulsion
se preparé anadiendo 50 ul de una disolucién formada por 1,2-dicloroetano (DCE) que
contiene 0.35 M del electrolito cloruro de tetradodecilamonio (TDDA) a 2 ml de una
disolucién formada por agua que contiene 0.2 M del electrolito LiCl. El TDDA porta la
carga iénica de las gotitas, necesaria para que haya senal electroquimica. A su vez, actia
como surfactante ayudando a que se forme la emulsiéon DCE /agua.

Tras mezclar y agitar ambas fases, se sonica la emulsién resultante en un bano so-
nicador (J.P. Selecta, 110 W) durante tres minutos para asegurar un tamano de gota
pequeno y estable. Esta emulsién mantiene el tamano y nimero de gotitas de la fase
dispersa (DCE) en la fase continua (agua) durante el tiempo adecuado para poder llevar
a cabo todo el estudio. De todos modos, la estabilidad de la emulsién no es muy grande
y las gotas tienden a fusionarse para formar gotas mas grandes. Para asegurarse que las
caracteristicas de la emulsion medida mediante DLS y el método electroquimico son las
mismas, se realizaron ambas medidas simultdneamente (utilizando sendas alicuotas de
una emulsién original). La duracién total de una determinada medida fue de cuarenta
minutos (de forma que las gotas no tuvieran tiempo de crecer en exceso).

Tal y como se acaba de exponer, en este trabajo se utilizan dos técnicas, una electro-
quimica y otra de dispersién de luz. La técnica DLS y el instrumento utilizado (Zetasizer
Nano ZS de Malvern Ltd.) ya han sido descritos en el Capitulo 2. Para llevar a cabo las
medidas de las emulsiones en DLS, éstas se diluyeron diez veces en una disolucién acuosa
de LiCl 0.2 M (que es la fase continua de la emulsién). Ademds, cada medida se realiz6

utilizando un tiempo de adquisicién de datos de 300 s. Este tiempo se consider6 adecuado
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en base a un estudio previo que se hizo midiendo tamano de diversos estandares de latex
de poliestireno (ver Capitulo 2). Dicho estudio también sirvié para verificar que nuestro
instrumento DLS es capaz de medir de forma fiable particulas de 1 ym a 4 pm, que es el
tamano en torno al cual estan las gotas de las emulsiones preparadas.

En el método electroquimico se necesita generar una interfase entre dos liquidos. Para
ello, se utiliza un tubo cilindrico en forma de U, fabricado en el servicio técnico de la Uni-
versidad de Murcia, con un 4rea interfacial de (0.24 £ 0.02) mm? en el que se introducen
por un extremo 150 pl de la emulsion preparada y por el otro 150 ul de una disolucién
de DCE que contiene una sal (TDDA TCIPB) cuyos iones son muy lipéfilos de forma que
ayudan a polarizar la interfase y asi, provocar y controlar un voltaje en ésta. Tenemos asi
un sistema compuesto de una fase formada por una matriz acuosa y gotas dispersas, la
emulsion, y otra fase de naturaleza organica que son inmiscibles y forman una interfase
liquido-liquido. En ambos extremos del tubo cilindrico se introducen dos electrodos, uno
de platino que actiia como contraelectrodo y uno de plata que actia como electrodo de
referencia. El esquema de la célula electroquimica asi generada es: Ag — 0.02 M TDDACI
(DCE) — 0.2 M LiCl (W) — Ag’. Para evitar interferencias del exterior, dicha célula se
aloja dentro de una jaula Faraday conectada a tierra. En la Figura 6.1 podemos observar

un esquema del montaje utilizado para este estudio.

Licl

TDDA TCIPB

Figura 6.1: Tubo en U utilizado para la medida electroquimica.

Mediante el montaje esquematizado en la Figura 6.1, y aplicando potenciales adecua-
dos a los electrodos que estdn conectados a un potenciostato SP-200, se puede detectar

el impacto de las gotitas con la interfase. Estos impactos generan una variacion en la
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intensidad de corriente registrada por el dispositivo electroquimico, lo que se manifiesta
como picos de corriente en un diagrama de intensidad frente a tiempo. El area del pico
es proporcional al tamano de la entidad que impacta que, si se trata de una gota, sera el
tamano de gota. La Figura 6.2 muestra una ampliacion de la region de la interfase gene-
rada en el dispositivo en U que se ilustra en la Figura 6.1. En ella se aprecia el impacto
de una gota de la emulsién con la interfase, los electrodos de medida y un ejemplo de la
senal electroquimica producida (pico de corriente). La respuesta eléctrica se muestrea con

una frecuencia de 1 ms y proporciona picos de corriente bien definidos.

CE,.  RE.. REqr CEorg
TODA—»
+—CI
TDDA
LiCl TCIPB —

003-1s

Figura 6.2: Representaciéon del mecanismo de colision de las gotitas sobre la interfase

y senal electroquimica producida.

6.1.3. Resultados

Los resultados de este trabajo se encuentran recogidos en la publicacién Laborda y
col. [124]. En la Figura 6.3 se comparan la funciones de distribucién de tamano de gota
obtenidas mediante los dos métodos: DLS (linea roja) y electroquimico (histograma). En el
caso de la técnica de DLS cada medida se repitio seis veces para obtener la correspondiente
barra de error. En el DLS se observan dos poblaciones de particulas: la primera de ellas,
que corresponde al pico principal, tiene una distribucién de tamano comprendido entre
1.2 y 4 um y la segunda, que corresponde al pico pequeno, tiene un tamano en torno a
5.5 pum. Estos resultados, se ajustan perfectamente a los obtenidos mediante el analisis

electroquimico (obsérvese la excelente superposicion entre la linea roja y el histograma),
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donde también obtenemos una mayor poblacién de particulas de tamano comprendidos
entre 1.2 y 4 um y una menor poblacién de particulas con tamanos superior a 4 um. Esto
lleva a la conclusién de que la técnica electroquimica estd, efectivamente, detectando el

tamano de gotas individuales.
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Figura 6.3: Distribuciones de tamano de gota obtenidas electroquimicamente y me-
diante DLS (distribucién en intensidad).

Por supuesto, las distribuciones de tamano obtenidas no son exactamente iguales en
todas las experimentos realizados, ya que cada emulsién preparada presentarda gotas de
tamano ligeramente diferente. Lo importante es que la caracteristica de esas distribuciones
es independiente de la técnica utilizada, DLS o electroquimica, como se muestra en la
Figura 6.4. Mas ain, la técnica electroquimica disenada no es capaz de detectar gotas
por debajo de la micra por lo que es conveniente asegurarse, mediante DLS, de que la
emulsion no contiene gotas inferiores a ese tamano. Como ya se ha comentado en el
Capitulo 2, las distribuciones en niimero son mas sensibles a particulas pequenas que las
distribuciones en intensidad. Asi, se quiso comprobar que la emulsién solamente contenia
particulas grandes, descartando la presencia de pequenas poblaciones de particulas de
tamano submicrométrico que pasarian desapercibidas en la distribucion en intensidad. La
perfecta coincidencia de las distribuciones en intensidad y nimero reflejada en la Figura

6.4 pone de manifiesto que no existen gotas inferiores a la micra.
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Figura 6.4: Distribuciéon de tamano en intensidad y nimero de DLS y comparacion

con el método electroquimico.
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6.1.4. Conclusiones

Las emulsiones preparadas para el estudio fueron estables durante (e incluso algo
después) de los experimentos. Tras la comparacion realizada entre las medidas propor-
cionadas por la técnica DLS y la técnica electroquimica se puede concluir que ésta tultima
es de gran utilidad para la determinacion del tamano de particulas con carga idénica.
Ademas, la comparacién de ambas técnicas indican que los picos de corriente obtenidos
en las medidas electroquimicas estan asociados a colisiones individuales de gotas de la
emulsion con la interfase. Este trabajo abre un nuevo marco para el estudio de los eventos
de fusién individual en la micro y nanoescala y para el estudio del transporte de iones a

través de interfases.

148



6.2. ESTUDIO DE UN COPOLIMERO TERMOSENSIBLE BASADO EN PNIPAAM

6.2. Estudio de un copolimero termosensible basado
en PNIPAAM

6.2.1. Introduccion

La conformacién en disolucién de los polimeros termosensibles o con respuesta térmica
depende fuertemente de la temperatura, existiendo una temperatura critica a la cual estos
polimeros cambian bruscamente su conformacion produciéndose asi un cambio de fase. Lo
habitual es que a un lado de la temperatura critica las interacciones polimero-disolvente
sean favorables, por lo que el polimero estara solvatado y presentara una conformacion
de ovillo al azar, mientras que al otro lado de la temperatura critica las interacciones
polimero-polimero son favorables, por lo que el polimero se desprende de las moléculas del
disolvente que lo solvatan, colapsa y adquiere una conformacion globular. En este tltimo
caso también puede ocurrir, en caso de que la disolucion sea suficientemente concentrada,
que diferentes moléculas de polimero interaccionen entre si para formar agregados. En
definitiva, para una cadena individual de polimero, a la temperatura critica se produce
una transicion ovillo-glébulo. Cuando a temperaturas inferiores a la critica se produce
la disolucién del polimero, y por tanto éste adquiere la conformacion de ovillo al azar,
mientras que a temperaturas superiores se produce el colapso del polimero, a dicha tem-
peratura critica se la denomina temperatura de disolucion critica inferior o LCST (Lower
Critical Solution Temperature). En caso contrario, dicha temperatura critica se denomina
temperatura de disolucién critica superior o UCST ( Upper Critical Solution Temperature).

La poli(N-isopropilacrilamida) o PNIPAAM es un polimero termosensible que presenta
una LCST en disolucion acuosa y que posee en su estructura grupos amida, de caracter
hidrofilico, e isopropilo, de caracter hidrofébico, tal y como se muestra en la Figura 6.5
(donde “n” es el nimero de monémeros).

En disolucién acuosa experimenta una transicion de fase en funcién de la temperatura
pues segun el valor de ésta predomina el cardcter hidrofilico (cadena solvatada con confor-
macién de ovillo al azar) o hidrofébico (cadena colapsada con conformacién globular). Asi,
existe una temperatura de disolucién critica inferior, LCST ~ 32°C [125], por debajo de la
cual predomina el cardcter hidrofilico en el PNIPAAM, éste se encuentra muy solvatado,
y las cadenas estan en condiciones de buen disolvente, mientras que por encima de dicha
temperatura, predomina el caracter hidrofébico, dando lugar al colapso de las cadenas y la

formacion de globulos. Dependiendo de la longitud de las cadenas y su concentracion, las
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HN

Figura 6.5: Estructura del polimero PNIPAAM.

interacciones hidrofébicas pueden dar lugar a la formacion de agregados intermoleculares
lo que, en el caso de que la concentracion sea elevada, provoca la aparicion de turbidez.

En realidad, los grupos hidrofébicos e hidrofilicos asi como sus interacciones estan
siempre presentes, independientemente de la temperatura. Lo que sucede al aumentar la
temperatura por encima de la LCST es que se produce un cambio en el entorno local
de los grupos hidrofébicos que pasan de estar solvatados a dejar de estarlo [126]. Esto es
debido a que los puentes de hidrégeno que forma el grupo amida con el agua dejan de ser
estables con lo que la cadena expulsa el agua de solvatacién y se favorecen las interac-
ciones hidrofébicas asi como la formaciéon de puentes de hidrégeno intramoleculares, todo
lo cual produce el colapso de la cadena. Esta competencia entre interacciones hidrofébicas
y puentes de hidrégeno modulada por la temperatura es responsable de que el compor-
tamiento del PNIPAAM varie con la temperatura [127]. La persistencia, a temperaturas
inferiores a la LCST, de las estructuras intramoleculares formadas a temperaturas supe-
riores a la LCST es responsable de la existencia de histéresis térmica cuando la disolucién
de PNIPAAM se somete a un ciclo de calentamiento y enfriamiento [127,128].

El PNIPAAM en disolucién acuosa es un sistema ampliamente estudiado [129-131] y
de gran interés en multitud de aplicaciones como, por ejemplo, transportador de farmacos

[132] debido a que su LCST se sitia en torno a la temperatura del cuerpo humano.
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Pero el PNIPAAM puede ser modificado para formar copolimeros que presenten nuevas
propiedades segiin sean las caracteristicas del polimero acompanante. En este trabajo
vamos a caracterizar algunas variantes del copolimero catiénico dibloque PNIPAAM-co-
PAMPTMA (+) (poli(N-isopropilacrilamida)-co-poli((3-acrilamidopropil ) trimetilamonio) ),
sintetizado en el laboratorio del profesor Nystrom de la Universidad de Oslo donde ya
se caracterizaron algunas otras variantes del mismo [133]. La estructura quimica del
PNIPAAM-co-PAMPTMA (+) se muestra en la Figura 6.6, donde “n” es el nimero de
unidades o grado de polimerizacién del segmento PNIPAAM y “m” el nimero de unidades
o grado de polimerizacién del segmento PAMPTMA (+).

Figura 6.6: Estructura del copolimero PNIPAAM-co-PAMPTMA (+).

Al ser un copolimero cargado positivamente es de esperar que reaccione con nano-
particulas de oro recubiertas con citrato de carga negativa para formar estructuras tipo
nicleo-capa (core-shell) que es el tipo de sistema que se pretende estudiar posteriormente
en esta Tesis. En este capitulo vamos a centrarnos en la caracterizacién del compor-
tamiento de las disoluciones del copolimero. Para ello hemos determinado la dependencia
del radio hidrodinamico, r,, y del potencial zeta, (, con la temperatura y con la fuerza

ionica utilizando el instrumento Nano Zetasizer de Malvern y la metodologia descrita en
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el Capitulo 2. Hemos trabajado con dos versiones del copolimero entre las que varian las
longitudes de las cadenas de PNIPAAM y PAMPTMA (+) y por tanto la importancia de
cada polimero en el copolimero. En una version, la longitud de la cadena de PNIPAAM es
n = 48 y la longitud de la cadena de PAMPTMA (4) es m = 6, por lo que lo denominare-
mos copolimero P-48/6 cuyo peso molecular promedio en peso es Mp_s5/6 = 8190 Da.
En la otra versién, la longitud de la cadena de PNIPAAM es n = 46 y la longitud de la
cadena de PAMPTMA(+) es m = 20, por lo que lo denominaremos copolimero P-46/20
cuyo peso molecular promedio en peso es Mp_y6/20 = 10820 Da. En ambos casos el indice
de polidispersidad fue PDI = M, /M, = 1.05. Como se aprecia, ambas muestras son
bastante monodispersas, habiéndose determinado el peso molecular y el indice de polidis-
persidad en el laboratorio del profesor Nystrom mediante la técnica de fraccionamiento
por campo de flujo en flujo asimétrico o AFFFF (Asymmetric Flow Field-Flow Frac-
tionation) [133], no descrita ni utilizada en esta Tesis. Por dltimo, comentar que, tal y
como se vera a lo largo del capitulo, las muestras de ambos copolimeros, estudiadas bajo
diversas condiciones, presentaron un valor LCST entre 40°C y 50°C, valor claramente
superior a los 32°C caracteristicos del polimero PNIPAAM lo que es de esperar debido
al caracter hidrofilico, presente a cualquier temperatura, asociado al segmento cargado
PAMPTMA(+). Por tanto, es necesario una temperatura mayor para que el cardcter
hidrofébico que adquiere el segmento de PNIPAAM al aumentar la temperatura alcance
suficiente intensidad, se imponga sobre el cardcter hidrofilico, y el proceso de agregacion

se vuelva dominante.

6.2.1.a. Anadlisis de la funcién de correlacion

Recordamos aqui brevemente lo explicado en el Capitulo 2 sobre el modo de analizar
la funcién de correlacién temporal g(!) (ver las ecs. 2.25 y 2.26). Dicha funcién se ajusta,
bien a la suma de una exponencial single (tipica monoexponencial) mas una exponencial
stretched,

g = Apexp[—t/1f] + Asexp[—(t/7e)’], (6.1)

donde Ay + A = 1, o bien a una unica exponencial stretched
g = A, exp|—(t/7se)"]. (6.2)

El tiempo de relajacién rapido 75 corresponde a la relajaciéon de las cadenas de copolimero

individual (unimeros) y el tiempo de relajacion lento, 7y, a la relajacién de los agregados.
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En realidad, 75 es un tiempo efectivo (tiempo extraido de la stretched exponential) del
que se obtiene el verdadero tiempo de relajacion, 7, mediante la expresion

7, = %r(%) (6.3)

A partir de 7 y 75 se calculan los radios hidrodindmicos rj ; y 75, s mediante el mismo
procedimiento. Utilizando, por simplicidad, el término 7 para ambos tiempos de relajacion,
y 75, para ambos radios hidrodinamicos, la ecuacién para obtener 75, procedente de la
ecuacién de Stokes-Einstein, puede escribirse de la siguiente manera,

kT kT q*t
- 6o D - 6710

: (6.4)

Th

donde ¢ es el modulo del vector de scattering (¢ = 4mn/Ngsen(0/2), ver Capitulo 2), y

donde se asume que Dg? = 771,

6.2.2. Resultados

A continuacion se presentan y discuten los resultados obtenidos para los dos copolimeros
descritos anteriormente. Los resultados se obtuvieron utilizando disoluciones de diferente
concentracion y fuerza idnica asi como varias técnicas de caracterizacion. La técnica princi-
pal y mayoritariamente utilizada fue la dispersién dindmica de luz (DLS) y la intimamente
relacionada medida del potencial zeta, ambas descritas en el Capitulo 2 y llevadas a cabo
en el instrumento Zetasizer Nano ZS de Malvern Instrument. Como complemento a estas
medidas también se realizaron medidas de espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis) con
el espectrofotometro T924 de PG Instruments. Esas tres técnicas permiten determinar
la temperatura critica (LCST) a partir de la cual se forman agregados de forma aprecia-
ble y la disolucién se vuelve turbia. Asi, mediante espectroscopia UV-vis, a través de la
transmitancia, es facil determinar la turbidez de la disolucién mientras que la técnica DLS
permite seguir la evolucion del tamano de las particulas y agregados con la temperatura.
Por tltimo, y a modo mas bien ilustrativo, también se hicieron algunos experimentos de
ultracentrifugacién analitica con la ultracentrifuga Proteomelab XI.-I de Beckman Coul-
ter, disponible en el servicio de instrumentacion cientifica de la Universidad de Murcia,
con el fin de comprobar la idoneidad de esta técnica para determinar coeficientes de sedi-
mentacién en un tipo de sistemas en el que las moléculas de soluto primarias (unimeros)
son de bajo peso molecular. El concepto de coeficiente de sedimentacion se introdujo en
el Capitulo 1 de esta Tesis (ecuaciones 1.10, 1.11 y 1.12).
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6.2.2.a. Medidas de dispersion de luz y potencial zeta

Caso 1: copolimero P-48/6, concentracién 0.01 % en peso

En primer lugar se ha estudiado el copolimero P-48/6 en disolucién acuosa a una
concentraciéon 0.01 % en peso. El disolvente fue tanto agua miliQ) (fuerza iénica 0) como
una disolucién de NaCl de concentracién 0.05 M (fuerza iénica 0.05 M). Mediante DLS
se obtuvo el radio hidrodindmico, 7y, de las estructuras en disolucién, tal y como se ha
explicado anteriormente. Debido a que se han realizado medidas a diferentes temperaturas,
previamente se realizé un estudio de la evolucion de 7, con el tiempo en el disolvente
agua miliQ) a unas cuantas de las temperaturas estudiadas para determinar el tiempo de
atemperacion adecuado (Figura 6.7). Se concluyé que diez minutos de atemperacion es
suficiente para que la muestra se estabilice y el tamano de las estructuras formadas por
el copolimero no varie significativamente. A continuacién se llevé a cabo un estudio de
la evolucion del tamano de las estructuras poliméricas con la temperatura, para lo que
se program¢é una rampa de temperaturas en el rango de 25°C a 70°C en incrementos de
5°C. Tras alcanzar cada nueva temperatura se esperaba 10 minutos antes de comenzar
la medida, la cual constaba tipicamente de 10 submedidas (runs) de 10 s cada una. Este
protocolo de medida se repetia tres veces para hallar la media y la desviacion estandar.

La Figura 6.8 muestra, para unas cuantas de las temperaturas utilizadas, las graficas
de la funcién de correlacién ¢V, tal y como la proporciona el software de Malvern, asi
como el ajuste de dicha funcién a las exponenciales descritas en el apartado anterior.
A partir de las exponenciales se extraen los valores de 1, caracteristicos de las distintas
muestras como se comentara a continuacién.

Hay que hacer notar que el valor de la ordenada en el origen de la funcién de correla-
cion, si ésta estd debidamente normalizada, deberia ser tedricamente 1. Valores inferiores
son debidos a una deficiente relacién senal/ruido, encontrandose habitualmente valores
entre 0.6 y 1 y admitiéndose como apropiado el andlisis de dichas funciones. Sin embargo,
en la Figura 6.8 se observa que la ordenada en el origen de las funciones de correlacién
correspondientes a temperaturas inferiores a la LCST (~ 45°C como veremos después)
es excesivamente pequena. Esto es debido a que las muestras son muy diluidas y la in-
tensidad de luz dispersada es pequena. A temperaturas superiores a la LCST, el valor de
la ordenada en el origen crece como consecuencia de la mayor dispersion producida por

la formacion importante de agregados. De todos modos, se ha procedido al andlisis de
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Figura 6.7: Evolucién temporal del tamafio de las estructuras del copolimero P-48/6

en agua miliQ.

todas las funciones de correlacion ya que pensamos que las conclusiones que se obtienen
siguen siendo validas. Como ya se comenté en el Capitulo 2 y en la seccién anterior, la
funcién ¢! suele poder ajustarse bien a una suma de una exponencial single y una ex-
ponencial stretched o bien a una unica exponencial stretched. A temperaturas inferiores a
la LCST es de esperar que coexisten cadenas individuales (unimeros) con algunos agre-
gados (la disolucién nunca va a ser suficientemente diluida como para que no se forme
ningin agregado a temperatura inferior a la LCST), por lo g™V tiende a ser bimodal y
se ajusta a la suma de una exponencial single (relacionada con el modo de relajacién de
los unimeros, rapido) y una exponencial stretched (relacionada con el modo de relajacién
de los agregados, lento). Por otra parte, a temperaturas superiores a la LCST todas las
cadenas individuales se han consumido para formar parte de agregados por lo que g
es monomodal y se ajusta a una tnica exponencial stretched. A partir de los valores de
los tiempos de relajacion obtenidos de los exponentes de las exponenciales (77 y 7) se
pueden obtener los radios hidrodindmicos caracteristicos de los unimeros, 7y, ¢, y de los
agregados, 7,5, tal y como se explicé anteriormente. Ademads, la exponencial stretched
proporciona un valor del exponente 3 que depende en cierta medida de la temperatura.
Nosotros obtenemos que a temperaturas inferiores a la LCST (cuando el ajuste es una

suma de exponenciales), § adquiere valores en torno a 0.5, mientras que a temperaturas
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Figura 6.8: Funciones de correlacién para el copolimero P-48/6 en agua miliQ.
superiores a la LCST (cuando la poblacién de agregados es dominante) ( adquiere valores
entre 0.9 y 1, lo que estd de acuerdo con trabajos anteriores [133]. El valor de [ esta

relacionado con la anchura de la distribucion o polidispersidad de la muestra, siendo la

muestra méas monodispersa cuanto mas cerca de 1 esté 3.
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Figura 6.9: Distribucién de tamafios (A) por intensidad y (B) por nimero, para el
copolimero P-48/6 en agua miliQ.
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La coexistencia de unimeros y agregados (y asi, la mayor o menor polidispersidad) se
aprecia en las funciones de distribucién de tamano proporcionadas por el propio software
de Malvern. A temperaturas inferiores a la LCST (=~ 45°C) aparecen, basicamente, dos
poblaciones, unimeros y agregados, tal y como refleja la funcién de distribucién de tamano
por intensidad de la Figura 6.9A. Por tanto, para esas temperaturas es correcto obtener dos
valores de 73, del ajuste exponencial (rp, s y rps). Sin embargo, la poblacién de unimero es
mucho mas relevante que la de agregados, tal y como muestra la funcién de distribucién
de tamano por nimero de la Figura 6.9B, por lo que el valor ry, ¢ es el escogido como
representativo para ser representado en las graficas de r, frente a temperatura que se
mostraran a continuacién. Por otro lado, a temperaturas superiores a la LCST (~ 45°C) la
poblacién esta formada practicamente por agregados, por lo que el valor de r, representado
en las graficas es simplemente el valor 7, s obtenido del ajuste a una unica exponencial
stretched.

La Figura 6.10 muestra la evolucién de rj, con la temperatura tanto para la disolucion
en agua miliQ) como a fuerza iénica 0.05 M. Lo que se aprecia, independientemente del
valor de la fuerza idnica, es un incremento méas o menos sibito del tamano a partir de
cierta temperatura. Podemos considerar como valor aproximado de la temperatura critica
de transicion, la anteriormente denominada LCST, un valor al que r, se despega de la
linea base. El efecto de la fuerza iénica parece ser disminuir la LCST de modo que a fuerza
ionica cero la LCST ~ 45°C y a fuerza iénica 0.05 M la LCST ~ 42°C. Esto es de esperar,
ya que el apantallamiento de las cargas que porta el segmento PAMPTMA (+) hace que su
caracter hidrofilico disminuya con lo que el caracter hidrofébico del copolimero empieza
a ser preponderante a menor temperatura. Por el mismo motivo de apantallamiento, los
agregados alcanzan mayor tamano a fuerza iénica 0.05 M. Esta claro que pueden formarse
agregados mas grandes tanto por la disminucion de la repulsion entre las cargas positivas
del segmento PAMPTMA (4) como por el aumento del caracter hidrofébico global.

En general, la explicacién para la existencia de una LCST (al margen de la fuerza
iénica) es que por debajo de dicha temperatura las interacciones del copolimero con el
disolvente estédn favorecidas: en ambos segmentos, PNIPAAM y PAMPTMA((+), predo-
mina el caracter hidrofilico debido tanto a los puentes de hidrégeno que el grupo amida del
segmento de PNIPAAM forma con el agua como a la solvatacién del grupo cargado del seg-
mento de PAMPTMA (4), por lo que el copolimero se encuentra totalmente disuelto. Sin
embargo, a temperaturas superiores a la LCST, aunque el segmento de PAMPTMA (+)

sigue teniendo un cardcter fuertemente hidrofilico, en el segmento de PNIPAAM predo-
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Figura 6.10: Evolucién de 7, con el incremento de temperatura para el copolimero
P-48/6.

minan las interacciones hidrofébicas tanto intramoleculares como intermoleculares. Al ser
estas tltimas las mas relevantes en nuestro sistema, se forman agregados y el tamano de
las estructuras en disolucion aumenta. Si los agregados hubieran alcanzado el maximo
tamano posible, se observaria que su tamano comienza a disminuir ligeramente debido a
que las interacciones hidrofébicas, una vez que los agregados ya no crecen mas, actiian en
el interior de los mismos, por los que éstos empiezan a contraerse (como ya comentdbamos
que les ocurria a las cadenas de PNIPAAM individuales).

Tras el experimento anterior, en el que se establece una rampa de temperatura ascen-
dente, se procedié a realizar el experimento inverso, es decir, a llevar a cabo una rampa
de temperatura descendente con el fin de comprobar si se recuperaban las estructuras ini-
ciales y evaluar la reversibilidad del fenémeno de agregacion. El protocolo experimental
fue idéntico al anterior, es decir, se disminuyo la temperatura en intervalos de 5°C desde

70°C a 25°C dejando un tiempo de atemperacién de 10 minutos para cada temperatura.
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Figura 6.11: Evolucién de rj, en un ciclo de ascenso y descenso de temperatura para
el copolimero P-48/6: (A) en agua miliQ, (B) en NaCl 0.05 M.
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Los resultados obtenidos se muestran en las graficas de la Figura 6.11. La Figura
6.11A corresponde a la disolucién en agua miliQ y la Figura 6.11B a la disolucion de
fuerza ionica 0.05 M. Lo que se observa es que el proceso de agregacion es reversible,
existiendo una cierta histéresis que comienza cuando la temperatura se aproxima a la
LCST y los agregados comienzan a disgregarse e incluso desaparecer para dar lugar a
las cadenas individuales. Asi, el tamano durante la rampa descendente, sobre todo a
partir de la LCST, aunque disminuye con el descenso de la temperatura, se mantiene
superior al tamano durante la rampa ascendente, es decir, los agregados persisten durante
cierto tiempo. Esto es coherente con lo que comentdbamos en la introduccion sobre la
existencia de histéresis térmica: las estructuras hidrofébicas formadas no se destruyen
facilmente y persisten al bajar la temperatura. En cualquier caso, cuando ha transcurrido
un tiempo suficientemente largo a una temperatura inferior a la LCST, la mayoria de los
agregados desaparecen quedando el copolimero en forma de unimero (como se observa a
la temperatura 25°C).

Para la disolucion en agua miliQQ también se estudié la evolucién del potencial zeta,
¢, v la movilidad electroforética, p, en un ciclo de temperatura (rampa ascendente y
descendente). Este estudio no se pudo llevar a cabo con la disolucién de fuerza iénica 0.05
M porque la elevada conductividad de la misma (5 mS) provocaba efectos indeseados en la
disolucién (de hecho se deterioraba la superficie del electrodo). Ademas, el apantallamiento
de las cargas del segmento PAMPTMA (+) no permite una adecuada medida del potencial
zeta. La Figura 6.12A representa la evolucién de la movilidad electroforética, que es el dato
instrumental primario, y la Figura 6.12B, la evolucién del potencial zeta que se obtiene a
partir de la movilidad electroforética aplicando la ecuacién de Henry, ¢ = (3un)/(2¢f(ka))
(ver Capitulo 2), y asumiendo la aproximacion de Smoluchowski, f(ka) = 1.5, aplicable

a medios acuosos y concentracion de electrolito moderada.
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Figura 6.12: Evolucién de (A) movilidad electroforética p, y (B) potencial zeta ¢, en
un ciclo de ascenso y descenso de temperatura para el copolimero P-48/6 en agua
miliQ.
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Lo primero a destacar es que el potencial zeta es siempre positivo, como cabe esperar
pues el copolimero presenta carga positiva. Dicho potencial aumenta bruscamente tras
la LCST coincidiendo con la formacién masiva de agregados consecuencia del aumen-
to del caracter hidrofébico del segmento de PNIPAAM. El aumento de las interacciones
hidrofébicas en el segmento de PNIPAAM hace que segmentos correspondientes a distin-
tas cadenas se unan formando el nicleo central del agregado, mientras que los extremos
de PAMPTMA((+), hidrofilicos, se proyecten hacia afuera permaneciendo en contacto con
el disolvente acuoso. El correspondiente aumento de la densidad de carga superficial que
ello conlleva hace que aumente el potencial zeta. Este efecto serd més pronunciado si se
produce cierta contraccién del nicleo hidrofébico como consecuencia del aumento de las
interacciones hidrofébicas intra-agregado. Por iltimo, comentar que tanto en la grafica del
potencial zeta como de la movilidad electroforética se aprecia la existencia de la histéresis
térmica puesta de manifiesto en las graficas de evolucién del radio hidrodindmico. Debido
a que los agregados tardan en destruirse por la persistencia de las estructuras construidas
por las interacciones hidrofébicas, el potencial zeta en la rampa de temperatura descen-
dente, a temperaturas préoximas a la LCST y menores, permanece mayor que los valores
correspondientes a las mismas temperaturas en la rampa ascendente.

Como hemos comentado, las funciones de correlacién correspondientes a concentracion
0.01% en peso y temperatura inferior a LCST no son éptimas para analizar debido a la
poca dispersion de luz de la muestra (ordenada en el origen menor de 0.6). Por ello, se
procedié a repetir las medidas, esta vez para las dos versiones del copolimero (P-48/6 y
P-46/20), utilizando una concentracién de 0.2 % en peso. El problema entonces se produce
a temperaturas en torno y superiores a la LCST ya que, como cabe esperar, se forman
muchos agregados de gran tamano que vuelven turbia la disolucién (las disoluciones a
concentraciéon 0.01 % en peso eran transparentes). La turbidez puede producir el efecto
indeseado de dispersién de luz miltiple (multiple scattering) y, ademads, hace que no sean

factibles las medidas de potencial zeta.
Caso 2: copolimeros P-48/6 y P-46/20, concentracién 0.2 % en peso

En este caso solo se estudiaron disoluciones de copolimero en agua miliQQ, sin sal
anadida (es decir a fuerza iénica cero). El protocolo de medida fue el mismo que para el
caso de concentracién 0.01 % en peso (10 minutos de equilibrado de la temperatura, tres

medidas de diez submedidas cada una, etc.).
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en agua miliQ y concentracién 0.2 % en peso.
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La Figura 6.13A contiene algunas funciones de correlacién correspondientes al copo-
limero P-48/6 y la Figura 6.13B algunas correspondientes al copolimero P-46/20. Como
se observa, todas las funciones de correlaciéon presentan una ordenada en el origen mayor
de 0.6 (incluso a temperaturas inferiores a la LCST) ya que al ser mas concentradas la
cantidad de luz dispersada es mayor. Al igual que para el caso de concentracién 0.01 % en
peso, a temperaturas inferiores a la LCST, la funcion de correlacién tiende a ser bimodal,
reflejando la existencia de dos poblaciones, unimeros y agregados, y se ajusta bien a una
suma de una exponencial single y una exponencial stretched, mientras que a temperaturas
superiores a la LCST, donde solo existe poblaciéon de agregados, la funcion de correlacion
es claramente monomodal y se ajusta bien a una tnica exponencial stretched. Como en el
caso de concentracién 0.01 % en peso, el valor del exponente (3 presenta valores en torno
a 0.5 para los ajustes de las funciones de correlacién correspondientes a temperaturas
inferiores a la LCST, y entre 0.9 y 1 para los ajustes correspondientes a temperaturas
superiores a la LCST, lo que no es inusual [133].

A partir de los tiempos de relajacién obtenidos del ajuste exponencial se obtienen
radios hidrodinamicos que se representan frente a la temperatura, siguiendo el mismo
protocolo descrito para el caso de concentracion 0.01 % en peso. La Figura 6.14 contiene
la evolucion de r, de los dos copolimeros en un ciclo de ascenso y descenso de la tempera-
tura. Lo primero a destacar es la fuerte irregularidad de las gréaficas, sobre todo a elevada
temperatura. Incluso las rampas de ascenso y descenso se cruzan, estando en ocasiones
la de descenso (sobre todo en el copolimero P-46/20) por debajo de la de ascenso. Todo
ello es achacable a artefactos ocasionados por la excesiva turbidez a elevada temperatu-
ra. Evidentemente la zona de temperatura superior a la LCST no es significativa desde
un punto de vista cuantitativo. De todos modos, se pueden extraer ciertas conclusiones
cualitativas que estdn de acuerdo con lo expuesto para el caso de concentracién 0.01 % en
peso y que pasamos a exponer a continuacion.

Como se observa, para ambos copolimeros existe una LCST en torno a 40°C, como se
deduce de las graficas correspondientes a las rampas de temperatura ascendente (lineas
continuas), a partir de la cual 7, aumenta como consecuencia de la preponderancia de las
interacciones hidrofébicas sobre las hidrofilicas y la consiguiente formacién de agregados.
La LCST para el copolimero P-46/20 parece inferior a la del copolimero P-48/6 y, lo que
es mas significativo, el aumento de r, a partir de la LCST es mucho mas acusado para
éste ultimo. De hecho, a simple vista se aprecia que la disolucién del copolimero P-48/6 (a

temperaturas superiores a la LCST) es méas turbia que la del copolimero P-46/20, lo que
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Figura 6.14: Evolucién de r, en un ciclo de ascenso y descenso de temperatura para
los copolimeros P-48/6 y P-48/20 en agua miliQ.

se corresponde con la presencia de agregados de mayor tamano. En ambos copolimeros
el segmento de PNIPAAM es aproximadamente de la misma longitud, sin embargo el
segmento de PAMPTMA (+), que es hidrofilico a cualquier temperatura, es mucho mayor
en el copolimero P-46/20. Es decir, la relacién de longitudes entre el segmento potencial-
mente hidrofébico y el segmento permanentemente hidrofilico es mayor en el caso P-48/6
que en el caso P-46/20 por lo que se puede considerar que el primer copolimero es “més
hidrofébico” que el segundo. Esto hace que P-48/6 tenga mds capacidad para formar
agregados por interacciones hidrofébicas que P-46/20. De hecho, al alcanzar la LCST,
el segmento hidrofilico de PAMPTMA (+) tendera a recubrir al segmento “hidrofébico”
de PNIPAAM. Puesto que el tamano del segmento de PAMPTMA(+) es, en relacién
al tamano total de cadena, muy grande en el caso P-46/20, su efecto protector serd muy
efectivo con lo que este copolimero tendra facilidad para permanecer disuelto y presentara
menos tendencia a agregar que P-48/6. Por el contrario, el segmento de PAMPTMA (+)
en P-48/6 es insignificante en proporcién a su tamano global por lo que los segmentos
“hidrofébicos” de PNIPAAM de diferentes cadenas permanecen sin recubrir en la disolu-

cion y tenderdan a interaccionar entre si para formar agregados. El importante caracter
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hidrofilico de P-46/20 también hace que el aumento de rj,, ademds de pequenio, sea muy
suave en comparacién con el brusco incremento de 7, de P-48/6.

Por otro lado, a temperaturas inferiores a la LCST (=~ 40°C) se puede apreciar la
existencia de histéresis en ambos copolimeros. Ambos ciclos de histéresis poseen las mis-
mas caracteristicas que presentaba el caso con concentracién 0.01 % en peso, es decir, el
tamano asociado a la rampa descendente es superior al asociado a la rampa ascendente.
Este efecto es mucho més pronunciado para el copolimero P-48/6, lo que es de esperar
debido a su mayor “hidrofobicidad” y, por tanto, la mayor dificultad con que se rompen
las interacciones hidrofébicas que forman sus agregados (ademds de que éstos son mucho
més grandes que en P-46/20). Como ya se ha comentado, lo que ocurre a temperaturas
superiores a la LCST no se le puede dar una interpretacién cuantitativa debido al efecto
de la turbidez. Precisamente, la turbidez de las disoluciones tampoco permitié determinar
de forma fiable el potencial zeta.

Por 1ltimo comentar que al aumentar la concentracion parece disminuir ligeramente
la LCST asi como aumentar claramente el tamano de los agregados, como se observa al
comparar las gréficas correspondientes al caso P-48/6 de las Figuras 6.11A y 6.14. El
hecho de que se formen agregados mas grandes es de esperar simplemente por la mayor
concentracién de copolimero. Por otro lado, un descenso en la LCST al aumentar la
concentracion puede ser razonable pues otros trabajos han verificado la existencia de un
descenso en el punto de turbidez (cloud point) con la concentracién [133], lo que parece ser
una caracteristica general de los polimeros que contienen PNIPAAM [134]. En cualquier
caso, ambos aspectos estan relacionados con el hecho de que una mayor concentracién de
copolimero favorece la frecuencia de colisién entre los segmentos hidrofébicos con lo que

se forman agregados mas facilmente.

6.2.2.b. Medidas de espectroscopia UV-vis

Las Figuras 6.15 y 6.16 muestran una serie de espectros en modo de medida trans-
mitancia (T % vs. A) realizados sobre disoluciones acuosas de los copolimeros P-48/6 y
P-46/20 respectivamente. La concentracién de dichas disoluciones fue 0.05 % en peso. Los
espectros se restringieron al rango del visible, desde A = 400 nm a A = 700 nm, que es el
rango donde se produce dispersion de luz Rayleigh por la particulas de soluto, responsable
del fenémeno de turbidez. De los espectros de la disolucién de P-48 /6 se intuye claramente

la existencia de una temperatura critica, aproximadamente 43°C, por encima de la cual la
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transmitancia cae bruscamente para llegar a ser practicamente cero. Asi, las graficas de la
Figura 6.15 se pueden agrupar en dos grandes conjuntos: por debajo de 43°C la disolucion
es practicamente transparente y transmite casi el 100 % de la luz incidente mientras que
por encima de esa temperatura la disolucion se vuelve turbia y la transmitancia cae a cero.
Esa temperatura se puede identificar con el anteriormente mencionado punto de turbidez
(cloud point) y estd en consonancia con el comportamiento reflejado en las Figuras 6.11 y
6.14 para el copolimero P-48/6 en donde la temperatura critica (LCST) era 45°C y 40°C
para unas concentraciones de 0.01 % en peso y 0.2 % en peso, respectivamente. Obsérvese
que, como ya se comento, el valor de la LCST depende ligeramente de la concentracion.
Asi, para la concentracién 0.05 % en peso la LCST tiene un valor intermedio, 43°C, entre
los valores de las LCST’s correspondientes a las concentraciones 0.01 % en peso y 0.2 %
en peso. En cualquier caso, por encima de la temperatura el tamano de las estructuras
disueltas experimenta un brusco incremento debido a la intensa formacién y crecimiento
de agregados. Puesto que la transmitancia a una determinada temperatura se mantiene
practicamente constante en un amplio rango de longitudes de onda (Figura 6.15), el pun-
to de turbidez (cloud point) del copolimero P-48/6 se puede determinar bastante bien a
cualquier longitud de onda.

En la Figura 6.17 se representa la variacion de la transmitancia con la temperatura a
A = 638 nm. Hemos seleccionado dicha longitud de onda porque es la misma utilizada en
los experimentos de dispersion dinamica de luz y potencial zeta. En cualquier caso, las
conclusiones que se obtienen a nivel cualitativo van a ser independientes de la longitud
de onda seleccionada, en particular para el copolimero P-48/6. En dicha figura, y para
dicho copolimero, se aprecia claramente una brusca disminucién en la transmitancia a
una temperatura en torno a 43°C, lo que esté en perfecta correspondencia con el brusco
incremento del radio hidrodindmico que, en torno a esa temperatura, se aprecia en la
Figura 6.14 para ese copolimero.

Para el caso del copolimero P-46/20 (Figura 6.16), no se aprecian disminuciones muy
bruscas de la transmitancia con la temperatura (aunque el valor exacto de la transmi-
tancia y, por tanto, la magnitud del salto dependen ligeramente de la longitud de onda).
Asi, la existencia de una temperatura critica bien definida es menos evidente que para
el caso anterior, como ya quedaba de manifiesto en la Figura 6.14 donde el aumento con
la temperatura del tamano de las estructuras en disolucién era muy suave y pequeno.
Esto es achacable a la poca hidrofobicidad del copolimero P-46/20 (la longitud del seg-
mento hidrofilico de PAMPTMA(+) es relativamente grande) y la consiguiente menor
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Figura 6.15: Espectros (T %) a varias temperaturas del copolimero P-48/6 en agua

miliQ a concentracién 0.05% en peso.

tendencia a la formacién de agregados. De hecho, la disolucién de P-46/20 es bastante
transparente a todas las temperaturas estudiadas y nunca se vuelve tan turbia como la
del copolimero P-48/6. Aunque parece claro que a partir de 55°C hay una persistente
disminucion de la transmitancia, no hay un criterio claro para asignar una temperatura
critica. A partir de 55°C el valor de la transmitancia comienza a depender de la longitud
de onda, disminuyendo su valor al disminuir la longitud de onda, como también le ocurria
al copolimero P-48/6 a temperaturas en torno a la critica (Figura 6.15), aunque en este
caso, la variacién de T'% con X parece més pronunciada. Por tanto, dependiendo de la
longitud de onda seleccionada se puede obtener una disminucion méas o menos apreciable
de la transmitancia con la temperatura. De todos modos, esta disminucion nunca es tan
dramadtica como en el caso del copolimero P-48/6.

En la Figura 6.17 se observa la variacion de la transmitancia con la temperatura para
el copolimero P-46/20 a A = 638 nm. Para la seleccién de esa longitud de onda hemos
respetado el mismo criterio comentado anteriormente al hablar del copolimero P-48/6.
Como se aprecia, la transmitancia varia muy débilmente con la temperatura (casi no se
forman agregados y los pocos que se forman son pequenos), aunque a partir de 50°C hay

una persistente tendencia a disminuir. Esto estd en consonancia con el comportamiento
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Figura 6.16: Espectros (T %) a varias temperaturas del copolimero P-46/20 en agua
miliQ a concentracién 0.05% en peso.

mostrado por este copolimero en la Figura 6.14 donde el ligero aumento del tamano de
los agregados quedaba bien definido en torno a esa temperatura. Es evidente que si se
hubiera seleccionado una longitud de onda menor (por ejemplo, 400 nm), la disminucién
en transmitancia a partir de 50°C hubiera sido més apreciable. De todos modos, esa
disminucion seguiria siendo muy pequena en comparacion con la brusca disminucion en
transmitancia experimentada por el copolimero P-48/6, como se pone de manifiesto en
la Figura 6.17. Esto hace que para el copolimero P-48/6 se pueda definir una verdadera
temperatura critica a la que la disolucién cambia radicalmente de caracter pasando de

existir una sola fase a existir dos fases, mientras que ello no es posible para el copolimero
P-46/20.
6.2.2.c. Medidas de ultracentrifugacion analitica

Por ultimo, tal y como se ha comentado anteriormente, también se han medido las
disoluciones de los dos copolimeros mediante ultracentrifugacién analitica. Para ello se

utilizaron disoluciones acuosas (sin sal anadida para evitar en lo posible la formacién de
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Figura 6.17: Variacién de la transmitancia (T %) con la temperatura a A = 638 nm

para los dos copolimeros estudiados.

agregados) de concentracién 0.05% en peso. El modo de deteccion fue interferencia (IF),
ya que el copolimero no absorbe, y el tipo de experimento fue de velocidad, establecien-
do la velocidad del rotor en 40000 rpm (debido al bajo peso molecular del polimero es
conveniente que ésta sea lo mayor posible para que se produzca una sedimentacién aprecia-
ble). El experimento se realizé a 25°C (temperatura claramente inferior a la temperatura
critica). Es de esperar que a esos valores de temperatura y concentracién, ambos relativa-
mente bajos, la disolucién esté formada mayoritariamente por unimeros (como ya se puso
de manifiesto en las medidas de DLS y UV-vis), aunque siempre persista la formacién
de agregados (como indica la funcién de distribucién 6.9). Los unimeros deberian poder
detectarse a la velocidad de rotacién anteriormente citada. Las disoluciones de los dos
copolimeros introducidas en la ultracentrifuga fueron previamente medidas en DLS, apre-
ciandose, en las distribuciones en intensidad de ambos, un pico en torno a 1 nm, tamano
correspondiente al unimero, y varios picos mas grandes y anchos a tamanos superiores a
50 nm que deben corresponder a agregados. Sin embargo, estos picos a tamanos grandes
desaparecian en las distribuciones en volumen y nimero, permaneciendo solo el pico del
unimero. Todo ello es indicativo de que existen agregados en cantidad despreciable en

comparacion al unimero.
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Puesto que la ultracentrifuga Proteomaelab XL-I de Beckman Coulter puede alcanzar
un maximo de 40°C, también intentamos realizar experimentos a esa temperatura ya que,
por ser cercana a la critica, es de esperar la aparicién de una poblacién importante de
agregados, detectables siempre que la velocidad de rotacion sea lo suficientemente baja
como para que no sedimenten en tiempos muy cortos. Sin embargo, no pudimos llevar a
cabo tales experimentos porque a esa temperatura la éptica se empanaba y no se obtenian
fringes bien definidos.

Las Figuras 6.18 y 6.19 muestran las gréaficas de la distribucién del coeficiente de sed-
imentacién s en las condiciones de trabajo, correspondientes a los copolimeros P-48/6
y P-46/20 respectivamente. El andlisis de los datos experimentales para obtener dichas
graficas se realizé con el programa SEDFIT de P. Schuck y col. [81, 135, 136] utilizando
el modo de distribucién continua c(s) [81], adecuado para el andlisis de experimentos de
sedimentacién de especies no interactuantes o que interaccionan tan lentamente que son
estables durante el proceso de sedimentacién. Una de las aplicaciones mas relevantes de
este método es identificar el nimero de especies que hay en las muestra y las cantidades
relativas en las que éstas se encuentran. A partir del analisis de la distribucion continua
c(s) se obtienen bésicamente los coeficientes de sedimentacion de las especies sedimen-
tantes (tanto en las condiciones de trabajo como referidos a 20°C y disolvente agua).
Ademas, se puede obtener una estimacién grosera de los pesos moleculares de dichas es-
pecies y un valor promedio de la relacién de coeficientes de friccion (frictional ratio), f/ fo,
caracteristica de las especies sedimentantes en su conjunto (aunque cada especie puede
tener un f/ fo diferente, el andlisis proporciona un tnico valor). La relacién de coeficientes
de friccion es el cociente entre el coeficiente de friccion traslacional de la particula, f, y el
coeficiente de friccién traslacional de la esfera que tuviera el mismo peso molecular (M)
y volumen especifico parcial (0) que la particula (sin tener en cuenta la hidratacién). Un
valor f/fy =1 es indicativo de particulas esféricas mientras que cuanto més alejado esté
dicho valor de la unidad mas elongada es la particula sedimentante.

Para realizar dicho analisis se requiere introducir los valores de viscosidad, n, y densi-
dad, p, del disolvente, en este caso agua a 25°C, que se midieron en nuestro densimetro
DMA 5000 M de Anton Paar y su médulo auxiliar para medidas de viscosidad Lovis 2000
ME, siendo 1 = 0.922 mPa-s y p = 0.9972 g/cm?, asi como el valor del volumen especifico
parcial del copolimero, para el cual se tomé o = 0.84 ¢cm?/g siguiendo trabajos anterio-
res sobre copolimeros parecidos [137]. Respecto al volumen especifico parcial del soluto

hay que tener en cuenta dos aspectos: i) el valor que se introduce es unico para todas
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las especies en disolucion, aunque cada una de ellas pueda tener valores de v diferentes,
lo que puede influir en la precisién de los resultados obtenidos, y ii) el peso molecular
estimado por SEDFIT es muy sensible al valor v por lo que el hecho de no suministrar
un valor exacto puede proporcionar valores del peso molecular relativamente alejados del

verdadero.

P-48/6

c (s)

0 1 2 3 4 5
coeficiente de sedimentacion s, S

Figura 6.18: Distribucion del coeficiente de sedimentacién para el copolimero P-
48/6 en agua miliQ a concentracién 0.05% en peso. Caracteristicas del experimento:
T=25°C, w = 40000 rpm, modo de deteccién IF.

Para ambos copolimeros aparece un gran pico a valores de coeficiente de sedimentacion
pequenos (inferior a 1 S) que debe corresponder a los unimeros. Ademés de ese pico prin-
cipal, el analisis de SEDFIT asignaba algunos otros picos a valores de s elevados a los que
asociaba un peso molecular mas elevado que el de los unimeros. Estos picos son de tamano
despreciable (invisibles) en las escalas de las Figuras 6.18 y 6.19 y deben corresponder a
los pocos agregados que siempre se forman a pesar de trabajar a concentracién y tem-
peraturas bajas. Son, ademas, agregados de pequeno tamano (agregados muy grandes, si
los hubiera, sedimentan muy rapido a 40000 rpm y no son detectables). Por otro lado,
estos picos secundarios son mas abundantes en el caso del copolimero P-48/6 que en el
del copolimero P-46/20, en consonancia con el hecho de que el primero es més hidré6fobo

y tendente a formar agregados.
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Figura 6.19: Distribuciéon del coeficiente de sedimentacién para el copolimero P-
46/20 en agua miliQ a concentracién 0.05% en peso. Caracteristicas del experimento:
T=25°C, w = 40000 rpm, modo de deteccién IF.

Los valores de M, f/fo ¥ s20w (s convertido a las condiciones estdndar de 20°C y
disolvente agua), asi como la raiz de la desviacién cuadrética media (rmsd, root mean
squared deviation) se recogen en la Tabla 6.1. La desviacion rmsd es una medida de la
discrepancia entre los valores experimentales y los calculados tras el andlisis es decir, un

indicativo de la bondad del ajuste.

Copolimero | rmsd | f/fo | S20w / S | M / kDa
P-48/6 0.005 | 1.72 0.424 6.64
P-46/20 0.005 | 1.13 1.35 20.4

Tabla 6.1: Valores de f/fo, s20w y M determinados mediante el anélisis con SEDFIT
de los perfiles experimentales de ultracentrifugacién analitica obtenidos para las di-
soluciones de los copolimeros P-48/6 y P-46/20. También se muestra el valor de
la desviacién rmsd de cada andlisis. Condiciones experimentales: ¢(copolimeros) =
0.05% en peso, T = 25°C, w = 40000 rpm.

Estos resultados hay que tomarlos con precaucién ya que es complicado estudiar me-

diante ultracentrifugacion analitica sistemas donde los unimeros tienen un bajo peso mole-
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cular (inferior a 10000 kDa) ya que se requiere una alta velocidad de rotacién, no siempre
alcanzable por la instrumentacion. Ademads, si se forman agregados de diverso tamano,
aunque sean escasos en numero, la disolucién se torna a un sistema polidisperso con un
espectro de tamanos amplio, lo que implica la imposibilidad de detectar simultaneamente
las estructuras de pequeno tamano y las estructuras de gran tamano para las que se
requiere una muy baja velocidad de rotacion. Por otro lado, el modo de deteccion de
interferencia, aunque muy sensible, estd sujeto a un elevado nivel de ruido. Con todo,
los resultados son muy razonables para el copolimero P-48/6. Asi, el peso molecular pro-
porcionado por SEDFIT para este copolimero (M = 6.64 kDa) no estd muy alejado del
peso molecular obtenido mediante AFFFF referido anteriormente Mp_,5/6 = 8.19 kDa,
mas atin teniendo en cuenta que el valor de M proporcionado por SEDFIT a partir de
experimentos de velocidad de sedimentacién es solo estimativo (pues la técnica adecua-
da para obtener pesos moleculares es la de equilibrio de sedimentacién) y que el valor
del volumen especifico parcial utilizado es muy probable que no sea exacto. Ademas, el
coeficiente de sedimentacion sgg,, = 0.424 S estd dentro del rango obtenido para otros
copolimeros de semejante naturaleza y peso molecular cuyo sy, estd comprendido entre
0.4 Sy 0.5 S [137]. Por tltimo, el valor f/f, = 1.72 indica una estructura algo alejada de
la esfericidad (valores entre 1.5 y 1.8 son tipicos de estructuras elongadas). Esto puede ser
razonable, teniendo en cuenta que f/ fy es un valor aproximado y representativo de todo el
conjunto de estructuras presentes en la disolucion. Los unimeros de este copolimero que es
lineal y flexible, aunque pequeno, deben de tener una conformacién semejante a un ovillo
al azar extendido en las condiciones de trabajo (agua a 25°C, temperatura muy inferior
a la critica, son condiciones de buen disolvente). Por otro lado, los pocos agregados que
se forman pueden tener cierta asimetria que los aleja de la esfericidad.

El anédlisis de los datos experimentales para el copolimero P-46/20 fue problematico
por lo que los valores obtenidos no son muy buenos. Aun asi, presentan cierta coheren-
cia. Curiosamente, las medidas de DLS y UV-vis fueron también conflictivas para este
copolimero, obteniéndose, como se ha puesto de manifiesto en secciones anteriores, resul-
tados menos precisos que para el copolimero P-48/6. Asi, el valor M = 20.4 kDa es el
doble del valor obtenido mediante AFFFF referido anteriormente, Mp_45/20 = 10.82 kDa,
lo que se puede achacar a la ya comentada inexactitud inherente al método de velocidad
de sedimentacion, la utilizacion de un volumen especifico parcial inexacto y el elevado
ruido experimental obtenido. Por otro lado, el valor del coeficiente de sedimentacion,

S20w = 1.35 S, parece bastante razonable, teniendo en cuenta que este copolimero tiene
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un peso molecular superior al P-48/6. Por 1ltimo, el valor f/f; = 1.13 indicativo de una
conformacién relativamente esférica (valores entre 1.2 y 1.3 son caracteristicos de estruc-
turas globulares) puede ser razonable puesto que P-46/20 es un copolimero lineal y flexible
de mayor longitud que P-48/6 con lo que tendera a adquirir mas facilmente conforma-
ciones de ovillo al azar. Ademas, el valor de f/fy no se verd tan afectado por la presencia
de agregados como en el caso anterior ya que éstos son practicamente inexistentes en esta

muestra.

6.2.3. Conclusiones

El copolimero PNIPAAM-co-PAMPTMA (+) presenta en disolucién acuosa una tem-
peratura critica inferior de disolucién (LCST) en torno a 40°C, aunque su valor exacto
depende de la fuerza iénica de la disolucion y de las longitudes relativas entre los segmen-
tos de PNIPAAM y PAMPTMA que constituyen la cadena polimérica. A temperaturas
inferiores a la LCST las cadenas se encuentran mayoritariamente disueltas de forma in-
dividual, aunque se forman algunos pequenos agregados, debido a que ambos segmentos
del copolimero tienen un caracter hidrofilico. A temperaturas superiores a la LCST, las
cadenas forman grandes agregados debido a que el segmento de PNIPAAM se vuelve
hidrofébico. La importancia de la agregacion depende de las longitudes relativas de los
segmentos de PNIPAAM y PAMPTMA. Asi, la modalidad P-48/6 es claramente ter-
mosensible, experimentando una fuerte agregacion por encima de la LCST debido a que
en dicho copolimero predomina el efecto del segmento de PNIPAAM. Por el contrario,
en la modalidad P-46/20 el comportamiento termosensible es poco apreciable debido a
que el segmento hidrofilico de PAMPTMA es de gran longitud y enmascara el cardcter
hidrofébico que adquiere el segmento de PNIPAAM al aumentar la temperatura. En am-
bos casos se ha comprobado que el proceso de agregacion es reversible y presenta cierta
histéresis. La técnica de dispersién dinamica de luz se ha mostrado muy eficaz para estu-
diar el fenémeno de agregacion e identificar el valor de la LCST. En cambio la técnica de

ultracentrifugacion analitica se ha revelado poco 1til para estudiar este tipo de polimeros.
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Capitulo 7

Aplicacion a suspensiones de

nanoparticulas de oro

7.1. Introduccion

Las nanoparticulas de metales nobles (principalmente plata y oro) exhiben unas exce-
lentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, que son intrinsecas a su tamano nanomé-
trico. En las ultimas décadas, han incrementado su interés debido a la biocompatibilidad
y baja toxicidad de algunas de ellas. Especialmente las nanoparticulas de oro (AuNPs)
presentan excelentes propiedades quimicas y opticas. Una propiedad optica de gran rele-
vancia es la estrecha relacién entre el tamano de las nanoparticulas (o de agregados de
las mismas) y el valor de la longitud de onda a la que presentan su méaxima absorban-
cia [138, 139]. También son de gran interés las peculiares propiedades fototérmicas por
las que al ser activadas en presencia de luz laser desprenden calor, lo que les permite
actuar como auténticos “nano-calefactores”. En este sentido, una aplicacién prometedo-
ra de las AuNPs es su uso como biosensores calorimétricos [140]. Ademés, las AuNPs
pueden ser producidas de forma controlada con distintos tamanos y formas y pueden ser
facilmente funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos (anticuerpos, polimeros,
farmacos, etc.) por lo que es cada vez mayor su utilizacién en diferentes ambitos entre
los que destaca el biomédico. Asi, las AuNPs presentan un extraordinario potencial como
agentes fototerapéuticos en el tratamiento del cancer y para la elaboracion de nanoestruc-

turas tutiles para el transporte y la vectorizacion selectiva de farmacos y macromoléculas
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terapéuticas [141,142]. También son muy empleadas en terapia génica (vehiculizacion de
plasmidos, ADN, ARN, etc.) [143-145], diagndstico [146] e imagen [147].

Las AuNPs se pueden preparar facilmente, obteniéndose sistemas coloidales monodis-
persos estables con un tamano entre 1 nm y 150 nm. Nanoesferas de oro de 2-100 nm de
didmetro se pueden obtener por reduccién controlada de cloruro de oro (AuCls) usando
distintos agentes reductores y condiciones. Faraday fue el primero en preparar oro coloidal
en 1857 por reduccién del cloruro de oro con fésforo [148], atribuyendo el color rojo resul-
tante a la obtencién de particulas de tamano muy pequeno. Anos después, Mie corroboré

que el color del oro coloidal es dependiente del tamano [149].

Figura 7.1: Color de las suspensiones de AuNPs en funcién del tamano de las

nanoparticulas [150].

Desde entonces, y especialmente durante los ultimos anos, se han dirigido importantes
esfuerzos a la preparacion de AuNPs practicamente monodispersas y de tamano controlado
por reduccién de sales de oro, utilizando generalmente citrato como agente reductor y en
presencia de agentes estabilizantes que previenen la aglomeracién [151-153]. La relacién
entre las concentraciones de sal de oro y de agente reductor, asi como la velocidad de
adicion de este tultimo, influyen en el tamano de las AuNPs obtenidas. Como ya se comenté
en el Capitulo 2, cuanto mas rapida es la adicion del agente reductor, méas pequenas y
monodispersas son las AuNPs [21]. En dicho capitulo exponfamos un método sintético
probado por nosotros con el que obteniamos AuNPs bastante monodispersas en torno a

19 nm.
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Pero no solo la sintesis, sino también la caracterizacion de las propiedades fisico-
quimicas de este tipo de nanoparticulas en diversos medios, principalmente el estudio
de la formacion de agregados y cémo prevenirlos, es de gran interés para dilucidar su
aplicabilidad en condiciones reales. A este estudio dedicamos principalmente este capitulo,
para lo cual hemos utilizado nanoparticulas comerciales con caracteristicas bien definidas,

lo que resulta mas eficiente y barato que realizar la sintesis en nuestro laboratorio.

7.2. Caracterizacion de AulNPs en diversos medios

A continuacion se va a estudiar el comportamiento de nanoparticulas de oro comer-
ciales en diversos medios acuosos tanto en presencia como en ausencia de sal (estudio
del efecto de la fuerza iénica, I). Los sistemas a estudiar son: 1) AuNPs en ausencia
de polimeros aditivos, 2) AuNPs en presencia del polisacarido quitosano, 3) AuNPs en
presencia del copolimero termosensible PNIPAAM-co-PAMPTMA (+).

7.2.1. Materiales y métodos

Se utilizaron suspensiones comerciales de nanoparticulas de oro con diametro hidro-
dindmico nominal dj, nom, = 10 nm de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Las
nanoparticulas fueron compradas tanto a Ted Pella, Inc. (Ref. 15703-1, Lote 16536, con-
centracién 5.7 x 10 particulas/cm?®) como a Sigma-Aldrich (Ref. 741957-25ML, Lote
MKBN5746V, concentracién ~ 6 x 10'? particulas/cm?®). Todas ellas se almacenaron a,
4°C. Estas nanoparticulas estdn recubiertas de una capa de citrato (cargado negativa-
mente), el cual evita que se produzca la agregacién de las nanoparticulas.

El quitosano de peso molecular medio fue suministrado por Sigma-Aldrich (Ref. 448877-
250G, Lote MKBC3804). De acuerdo con las especificaciones del fabricante, el intervalo
de peso molecular es de 190000 Da hasta 300000 Da y la desacetilacién es del 75% al
85 %.

El PNIPAAM-co-PAMPTMA (+) fue sintetizado en los laboratorios del Grupo de In-
vestigacion del profesor Nystrom de la Universidad de Oslo.

Para la correcta disolucién del quitosano (que requiere un pH ligeramente acido) se
utilizé dcido acético glacial que se compr6 a la casa Panreac (Cod. 141008.1611, Lote

8247555P). Para bajar el pH de algunas disoluciones y estudiar su comportamiento en
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medio muy &cido se utilizé dcido clorhidrico, HCI, del 37 % en peso adquirido también a
Panreac (Cod. 141020.1611, Lote 0000210632).

Para variar la fuerza iénica de la suspensién, se prepararon disoluciones de nitrato de
sodio, NaNQ3, en agua miliQ. E1 NaNOj fue comprado a Acros Organics (Cod. 205960010,
Lote A-0301681) y tenia un 99 % de pureza segin las especificaciones del fabricante.

Todas las disoluciones fueron filtradas con un filtro Millipore de 0.45 pym antes de las
medidas.

Las técnicas de medida utilizadas para caracterizar las nanoparticulas fueron las si-

guientes:

= DLS. La caracterizacién del tamano hidrodindmico (coeficiente de difusién, radio
hidrodindmico) de las particulas fue llevada a cabo mediante dispersién dindmica
de luz (DLS) utilizando el equipo Zetasizer Nano ZS de Malvern Instruments Ltd.

Las caracteristicas de la técnica y del equipo estan descritas en el Capitulo 2.

= Potencial zeta. El equipo Zetasizer Nano ZS también es apto para medir potencial
zeta, (, el cual nos aporta informacion de la carga en la superficie de la particula
coloidal y de la estabilidad de la suspensién. La técnica de potencial zeta esta descrita

en el Capitulo 2.

= UV-vis. Se realizaron espectros de absorcion de las suspensiones coloidales con
un espectrofotémetro ultravioleta-visible (UV-vis) T92+ de PG Instruments Ltd.
El rango de longitud de onda de barrido fue de 450-900 nm siendo el intervalo
de barrido de 1 nm. El objetivo es estudiar la resonancia de plasmoén superficial
(surface plasmon resonance, SPR) que exhiben las particulas coloidales metélicas
en respuesta a una excitacion 6ptica y que, en las AuNPs, se manifiesta como una
banda de absorcién en la region del visible comprendida entre el verde y el rojo. La
SPR es debida a la oscilacion resonante y colectiva de los electrones de conduccién
en la interfase de dos materiales con permitividad de diferente signo, en este caso los
electrones de la superficie de la nanoparticula, oscilaciéon que es estimulada por la
luz cuya frecuencia coincida con la frecuencia propia de esos electrones (resonancia),
los cuales absorben la luz y adquieren la energia suficiente para desplazarse en
contra de la fuerza restauradora de los nicleos positivos [154, 155]. Los resultados

del espectrofotémetro se presentan en términos de absorbancia.
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s TEM. Se realizaron andlisis por microscopia de transmisién electrénica (transmi-
sion electron microscopy, TEM) para visualizar la estructura de los agregados de
nanoparticulas. Estos andlisis se llevaron a cabo con un equipo Philips Technai-12 de
120 kV usando una camara Megaview I para la adquisicién de las imégenes. Para la
medida, se deposité una gota de unos 10 pl de una disolucién de nanoparticulas en
una malla de resina recubierta de carbono y una rejilla de cobre y niquel dejandola
secar a temperatura ambiente. El exceso se elimina por capilaridad con un papel

absorbente.

7.2.2. Agregacion de AuNPs en medio salino

Las suspensiones coloidales son termodindmicamente inestables y tienden a flocular
por lo que el control de la agregacion de las nanoparticulas es de gran importancia para de-
terminar sus aplicaciones practicas. Un procedimiento habitual para evitar la agregacion
de las nanoparticulas es el recubrimiento de éstas con pequenas moléculas cargadas (po-
sitiva o negativamente), que inducen una estabilizacién electrostatica. Sin embargo, si el
medio acuoso que contiene a las nanoparticulas tiene una fuerza iénica suficiente, como
ocurre en muchos sistemas bioldgicos, el apantallamiento de la repulsion electrostatica
podria resultar en agregacién (la agregacién inducida por una sal es un proceso bien
conocido en las suspensiones de nanoparticulas metalicas). Este proceso no es instantaneo
y la informacién sobre la cinética de agregacion puede ser obtenida mediante las técnicas
de DLS y espectroscopia UV-vis. La comprension de la estabilidad y la cinética de agre-
gacién de suspensiones de AuNPs es esencial para resolver cuestiones con respecto a su
aplicabilidad, por lo que muchos autores se han dedicado a abordar este asunto [156-158].

El objetivo de este trabajo es entender los mecanismos que gobiernan la floculacién de
las nanoparticulas de oro recubiertas de citrato bajo varias condiciones de fuerza iénica.
Asi, se pretende caracterizar la influencia de la fuerza iénica (concentracién de sal) en la
cinética de agregacién de las AuNPs y determinar la estructura de los agregados formados.

Se emplearan los resultados del modelo Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (o modelo
DLVO) [159] para analizar la estabilidad coloidal e identificar dos regimenes de agregacion
que definen el modo en que los coloides agregan para formar dos tipos de agrupaciéon
(cluster): agregacién limitada por difusién (diffusion-limited cluster aggregation, DLCA)
y agregacién limitada por cinética (reaction-limited cluster aggregation, RLCA). Nosotros

mostramos como ambos mecanismos de agregacion pueden ser detectados y caracteriza-
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dos por las técnicas de DLS y espectroscopia UV-vis. Lo mas novedoso de este trabajo es
la determinacién de la concentracion critica de coagulaciéon (CCC) analizando la evolu-
cion temporal del tamano de particula y la evolucién temporal del pico del plasmoén que
aparece en el espectro UV-vis. Ademas, se muestra informacién detallada del crecimiento
y estabilizacién de los tamanos de las nanoparticulas en funcién de la concentracion de

sal y del tiempo transcurrido.

Para este trabajo se utilizé la suspension de AuNPs comprada a Ted Pella, Inc. (Ref.
15703-1, Lote 16536). El tamano de nanoparticula de la suspensién comercial fue carac-
terizado mediante DLS antes de su utilizacion, obteniéndose un diametro hidrodinamico

dp, = 13 nm (en lugar del valor nominal de 10 nm). Todas las medidas fueron realizadas
a 25°C.

7.2.2.a. Aspectos tedricos de la cinética de la agregacion

En el marco de la teorfa DLVO [159], hay dos posibles mecanismos asociados a la flo-
culacién inducida por la presencia de sal: la agregacién limitada por difusién (DLCA) que
da lugar a cinéticas de agregacion rapidas, y la agregacion limitada por reaccién (RLCA)
que da lugar a cinéticas de agregacién lentas. Si la barrera energética de las particulas al
acercarse es menor que la energia térmica, las particulas que chocan se asociaran tras la
primera colision de modo que experimentan un rapida agregacion ya que la tinica limita-
cién a la velocidad de asociacion es el proceso de difusién que tienen que experimentar las
particulas antes de encontrarse (mecanismo DLCA) [160]. Por el contrario, si la barrera
energética es del orden o superior a la energia térmica, no todas las colisiones son favorables
para el proceso de agregaciéon y el sistema experimenta una agregacion mucho maés lenta
(mecanismo RLCA) [161]. En general, las diferentes particulas de una muestra tendran
diferentes radios hidrodinamicos, es decir, tendremos una distribucién de tamanos. Sin
embargo, la informacion sobre la cinética de agregacién puede ser obtenida mediante la
evolucién temporal del radio hidrodinamico promedio definido por la ecuacién 1.7 de la

seccion Introduccion.

La siguiente ley de potencia describe la evolucién de r;, durante un tiempo suficiente-

mente largo [162]:

rr(t) oc rp(0)t, (7.1)
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donde 71,(0) es el valor del radio hidrodindmico de las nanoparticulas de oro en la suspen-
sién acuosa original (fuerza iénica cero). El exponente « esté relacionado con la eficacia de
la colision, es decir, con la probabilidad de que se produzca una asociacion irreversible de
dos particulas coloidales tras su colision. Asi, cuanto mayor es «, la eficacia de la colisién
es mayor y la cinética de agregacién es mas rapida. Ademads, el parametro o puede ser
definido como [163]:

o = z/dy, (7.2)

donde z es un parametro directamente relacionado con el mecanismo de agregacién y
dy es la dimensién fractal del agregado formado. La dimension fractal de un objeto estd
relacionada con la “capacidad de llenado” del espacio y por lo tanto es una medida de la
densidad del agregado formado. Valores de d; de aproximadamente 1.8 estan relacionados
con agregados abiertos (producidos normalmente por el mecanismo DLCA), mientras que
valores de d; cercanos a 2.1 corresponden a estructuras mas compactas (normalmente
producidas por el mecanismo RLCA) [163, 164].

7.2.2.b. Resultados

Cuando se anade sal a una suspensién de AuNPs, el recubrimiento negativo que pro-
tege a las AuNPs es apantallado y las nanoparticulas floculan. Estudiamos este fenémeno
mediante dispersion dindmica de luz y espectroscopia ultravioleta-visible. Las medidas
se realizaron a una temperatura de 25°C y a un pH = 7. Para seguir la evolucién en la
agregacion de las nanoparticulas de oro a diferentes fuerzas iénicas, se tomaron medidas
durante dos horas. Se realizaron andlisis para determinar la presencia de los mecanis-
mos de agregacion DLCA y RLCA. Como se ha explicado en el Capitulo 2, las funciones
de correlacién en DLS se construyen a partir de medidas experimentales de las fluctua-
ciones de intensidad de la luz dispersada. A partir de dichas funciones de correlacién, el
software del equipo Nano ZS proporciona las distribuciones del tamano hidrodindmico
de las particulas coloidales. En este trabajo vamos a trabajar con las distribuciones en
intensidad. Los resultados que aqui se presentan constituyen un trabajo que ya ha sido
publicado [165].

La Figura 7.2 muestra, en escala logaritmica, una serie de graficas con la distribuciéon
de tamanos para una fuerza iénica de 0.08 M. Cada distribucién corresponde a medi-

das realizadas en diferentes instantes de tiempo. Se aprecia que conforme aumenta el
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Figura 7.2: Evolucién del tamano hidrodinamico de las nanoparticulas a fuerza iénica
de 0.08 M.

tiempo, el pico principal de la distribucion de tamano se desplaza a un mayor tamano
hidrodindmico debido a la agregacion de las AuNPs. Una vez que se llega a cierto limite
de agregacién, ésta no prosigue y los agregados comienzan a precipitar. Por otro lado, la
distribucién se hace méas ancha debido al incremento de la polidispersidad con el tiempo
de agregacion. Algunas distribuciones presentan un hombro que llega a convertirse en pico
conforme transcurre el tiempo, lo que indica la coexistencia de pequenos y grandes agre-
gados. Cuando aumentamos la fuerza ionica en la suspensién coloidal por adiciéon de un
electrolito, las cargas negativas de la superficie de las nanoparticulas de oro se apantallan
por lo que las interacciones atractivas entre las nanoparticulas de oro se ven favorecidas

con la consecuente agregacion.

En la Figura 7.3 se observan unas graficas semilogaritmicas de distribucion de tamano
correspondientes a diferentes fuerzas iénicas en un rango de 0 a 1 M y un tiempo de medida
similar correspondiente a la etapa inicial de cada experimento. En la gréafica se pueden
observar dos regiones claramente diferentes: una regiéon con un valor de fuerza iénica
baja hasta 0.07 M y otra con un valor de fuerza iénica alta a partir de 0.1 M. En cada
region, las graficas tienden a superponerse para diferentes valores de fuerza iénica. Entre
ambas regiones, existe una region de transicién para valores de fuerza iénica intermedias

en torno a 0.08 M. En la region de fuerza idénica baja, el proceso de agregacion es lento y
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Figura 7.3: Distribuciéon de tamano de la suspensién de nanoparticulas de oro a dife-

rentes fuerzas idnicas a un tiempo de medicion de dos minutos.

el tamano medio de las estructuras formadas es similar al tamano nominal de las AuNPs
originales tal y como fue determinado por nosotros (d,= 13 nm, r,= 6.5 nm); la funcién de
distribucion solo se desplaza ligeramente a valores de tamano algo mayores (de hecho, la
suspensién coloidal sigue siendo estable a largo plazo). En la regién intermedia, el tamaro
de las AuNPs es unas pocas veces mayor que su tamano nominal y la suspension llega
a ser inestable a largo plazo. Finalmente, en la region de fuerza iénica alta, el tamano
medio de los agregados que se forman es cientos de veces superior al tamano nominal de
las AuNPs y la polidispersidad es mucho mayor que a fuerza iénica baja. Es interesante
poner de manifiesto que a esas fuerzas iénicas tan altas, aparece claramente visible un pico
ar, = 70 nm (es decir, se observan agregados pequenos). Esto es debido a que, en general,
cuando se alcanza una fuerza iénica de 0.1 M, la suspensién se vuelve inestable incluso
en las primeras etapas del experimento y se produce una rapida e intensa precipitacion

de agregados grandes.

La Figura 7.4 muestra la evolucién temporal variando la fuerza idnica para las dos
propiedades que basicamente caracterizan la estabilidad y el proceso de agregacion de la
suspension coloidal: el tamano coloidal y el potencial zeta. En la Figura 7.4a, se representa

la dependencia del promedio de 7, frente al tiempo para diferentes valores de fuerza iénica
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Figura 7.4: (a) Cinética de agregacién de las AuNPs a diferentes valores de fuerza
i6nica. (b) Evolucién temporal del potencial zeta de las AuNPs a diferentes fuerzas

iénicas.

en escala doble-logaritmica (los valores iniciales de 7, de la grafica 7.4a se obtuvieron de
las distribuciones de la Figura 7.3). Consistente con la Figura 7.3, las curvas de la gréfica
7.4a se pueden dividir en dos grandes grupos. Hay un grupo para valores de fuerza iénica
inferior a 0.07 M y otro para valores de fuerza iénica superior a 0.1 M. Las curvas en
el primer grupo indican que inicialmente (en las primeros instantes del experimento), los
tamanos de las nanoparticulas son cercanos al valor nominal r,= 6.5 nm. Por otro lado,
las graficas en el segundo grupo indican la presencia de grandes agregados desde el mismo
comienzo de la medida debido a la rapida agregacién que ocurre inmediatamente después
de la adicién de la disolucion salina a la suspension coloidal. Justo en el instante inicial
de la mezcla, los valores deben corresponder al tamano nominal de las AuNPs y luego
experimentan un incremento abrupto llegando a valores que se muestran en la Figura

7.4. Entre los dos grupos de curvas, es decir, en el rango de 0.07 M a 0.1 M, aparece
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un régimen de transicién como se muestra para el caso de 0.08 M. Para este rango de
fuerza idnica, los agregados iniciales son solo ligeramente més grandes que el tamano
nominal de las nanoparticulas pero, conforme avanza el tiempo de reacciéon experimentan
un fuerte crecimiento hasta alcanzar el tamano caracteristico de los agregados que se
forman rapidamente a fuerza iénica mayor que 0.1 M. Por lo tanto este rango de fuerza
ionica intermedia es adecuado para apreciar la transicién de la suspensién de estable a
inestable.

Para valores bajos de concentracion de sal (por ejemplo hasta 0.02 M), no hay ninguna
variacion significativa del tamano de las nanoparticulas a medida que transcurre el tiempo.
Obviamente, la concentracion de la sal no es suficiente para apantallar la carga de la
superficie de las nanoparticulas y la suspension coloidal es estable a largo plazo. Con el
aumento de la concentracién de la sal, se produce un aumento gradual de la agregacién con
el tiempo y el promedio del tamano aumenta casi linealmente desde su valor nominal hasta
unas veces ese valor. La velocidad de agregacién (evaluada a través de las pendientes de
las graficas) es mas elevada conforme la fuerza iénica aumenta. Para las suspensiones con
valores de fuerza ionica superiores a 0.1 M se observan agregados cien veces mas grandes
que el tamano nominal de las nanoparticulas debido al rapido proceso de agregaciéon
que se produce inicialmente. De acuerdo con la Figura 7.3, las gréficas con valores de
fuerza iénica alta practicamente se superponen porque una vez alcanzado un valor de
fuerza iénica critico una nueva adicion de sal no tiene ningin efecto sobre el proceso de
agregacion. Los grandes agregados ya formados desde el inicio del experimento crecen
lentamente a lo largo del tiempo segin las pendientes que se muestran en la Figura
7.4a, hasta alcanzar un tamano critico en el que se produce su precipitacion. Entonces,
los grupos mas pequenos que permanecen en suspension provocan una disminucién en
el radio hidrodinamico promedio medido como se observa en la Figura 7.4a para las
curvas correspondientes a una fuerza iénica superior a 0.1 M. Cuando la fuerza iénica
es lo suficientemente alta se produce la precipitacion incluso en las etapas iniciales del
experimento. De hecho, se puede observar un precipitado en la parte inferior de la celda
de medida. Se debe mencionar de nuevo, que para fuerza iénica alta existe una pequena
poblacién de agregados estables de un tamano entre 7,=60 nm y 7,=80 nm que da lugar a
los pequenos picos que aparecen en la Figura 7.3 para valores de fuerza idénica superiores
a 0.1 M. Estos agregados se forman en la fase inicial del experimento y mantienen su
tamano durante todo el experimento. La contribucién de estas pequenas entidades a la

luz dispersada es mucho menor a la contribucién de los grandes agregados formados que
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conllevan una falta de precision en los datos correspondientes. Por lo tanto, la cinética de
agregacion de estos pequenos agregados es dificil de evaluar y no se muestra.

Para caracterizar la estabilidad de las suspensiones de AuNPs a diferentes fuerzas
ionicas se recurre al potencial zeta, (. Las particulas coloidales electrostaticamente esta-
bilizadas por una densidad de carga negativa pueden considerarse estables a largo plazo
cuando el potencial zeta es inferior a -30 mV. Por tanto, conforme el potencial zeta se
aproxime a cero, la suspension coloidal se hard menos estable. Para ( ~ 0, la suspension
llega a ser totalmente inestable formandose grandes agregados y observandose su precipi-
tacion. La Figura 7.4b muestra la evolucion con el tiempo del potencial zeta a diferentes
fuerzas idnicas. No se pueden obtener conclusiones cuantitativas importantes de la figura
porque los valores de potencial zeta no se midieron con precisiéon pero nos suministra una
buena comprensién cualitativa de la estabilidad de la suspensién. Como se aprecia, la sus-
pensién acuosa de las nanoparticulas de oro (I = 0), al igual que las suspensiones a fuerza
ionica muy baja, presenta un valor ¢ < -30 mV durante todo el transcurso del experimen-
to, y por lo tanto las AuNPs son bastante estables (en consonancia con la Figura 7.4a).
Para una fuerza ionica superior, todavia dentro de la region de fuerza iénica baja, ¢ llega
a ser superior a -30 mV manteniendo un valor negativo. Por lo tanto la estabilidad de la
suspension disminuye, siendo estable solo a corto plazo. Una vez més, esto es consistente
con la Figura 7.4a donde se observa una velocidad de agregacion pequena para 0.025 M
< I < 0.05 M. Para I > 0.07 M, el valor de ¢ fluctia fuertemente alrededor de cero, y
el instrumento no fue capaz de realizar mediciones significativas y fiables. Finalmente, a
fuerzas ionicas altas, la suspension es inestable y ocurre una fuerte floculacion: se forman
grandes agregados incluso al inicio del experimento, como se muestra en la Figura 7.4a.

El exponente o que aparece en la ecuaciéon 7.1 puede obtenerse, para una fuerza iénica
dada, de la pendiente de la correspondiente grafica de la Figura 7.4a. Para ello se realiza
un ajuste por minimos cuadrados de los datos pertenecientes a la parte lineal de la grafica
que se esté evaluando (lineas continuas de la Figura 7.4a).

La Figura 7.5 muestra la variacion de « con la fuerza iénica. Para una fuerza iénica por
debajo de 0.07 M, « es pequena y aumenta bruscamente con I alcanzando un valor maximo
de 0.5. Entonces, a decrece ligeramente con [ y tiende a presentar un comportamiento de
tipo meseta. Este perfil esta de acuerdo con la teoria DLVO que predice dos regimenes de
agregacion, uno lento y otro rapido, en funcién de la fuerza iénica. Una concentracion de
sal cercana a 0.07 M parece delimitar estos dos regimenes en nuestro sistema coloidal (las

lineas discontinuas ajustan los puntos pertenecientes a cada régimen). En el régimen lento

188



7.2. CARACTERIZACION DE AUNPS EN DIVERSOS MEDIOS

0.5

0.4 1

0.3 1

0.2 1

0.1 9

a (~ eficiencia de asociacion)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

fuerza iénica /, M

Figura 7.5: Efecto de la fuerza iénica en el parametro a.

o RLCA (fuerza iénica y o pequenas), las AuNPs son cinéticamente estables mientras que
en el régimen rdapido o DLCA, su carga superficial es fuertemente apantallada debido a la
elevada fuerza iénica, asi que el proceso de agregacion esta gobernado por la difusion y el
valor de « es elevado y practicamente constante.

Usando la ecuacién 7.2, podemos estimar un valor tipico para « en el mecanismo
DLCA. Por lo tanto, teniendo en cuenta que dy =~ 1.8 y z = 1 para un proceso de agregacién
puramente gobernado por el mecanismo DLCA [163], entonces v = 1/1.8 & 0.55. De hecho,
se ha obtenido a = 0.53 para suspensiones de oro a altas concentraciones de sal [164] lo
cual esta cercano al valor encontrado en este trabajo para I = 0.07 M y no muy alejado
de los valores encontrados para una mayor fuerza iénica. Dado que los valores de a que
corresponden al comportamiento tipo meseta en este trabajo son mas pequenos que 0.53,
podriamos afirmar que en nuestro sistema coloidal existe una prevalencia del mecanismo
DLCA para I > 0.07 M pero, ain asi, el mecanismo RLCA estd de alguna manera presente.
Por otra parte, teniendo en cuenta que z = a dy, podemos estimar el valor maximo del
parametro cinético z encontrado en nuestros experimentos que corresponde al caso de [
= 0.07 M para el cual a ~ 0.47. Asumiendo que el mecanismo DLCA prevalece bajo estas
condiciones de salinidad, dy ~ 1.8 da lugar a ¢ ~ 0.85. En cualquier caso, el valor de z
es menor que 1 para todo valor de la fuerza iénica, lo que significa que la asociacion de

pequenos agregados gobierna el mecanismo de agregacién [163].
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Figura 7.6: Imdgenes de TEM de suspensiones de AuNPs tomadas aproximadamente
una hora después de ser preparadas: (a) I = 0, (b) I = 0.08 M, (¢) I = 0.17 M. En
los tres casos, la escala de la esquina inferior derecha representa 200 nm.

El tipo de proceso de agregacién que emerge de los datos de DLS queda confirmado
por las imagenes de microscopia TEM mostradas en la Figura 7.6, correspondientes a
suspensiones de AuNPs a tres fuerzas idnicas diferentes. La Figura 7.6a ilustra el caso para
I = 0, es decir, para la suspensién acuosa original de nanoparticulas de oro recubiertas
con tampon citrato. Puede observarse como las nanoparticulas individuales (o grupos de
algunas de ellas) se encuentran dispersas en el medio acuoso. La Figura 7.6b corresponde
al caso intermedio I = 0.08 M. Se observa claramente la presencia de un agregado inducido
por la adicion sal. Ademas, puesto que la foto fue tomada tras una hora de la adicién de
la sal, la estructura del agregado esta bien desarrollada, presentando un tamano mayor de
100 nm (como se esperaba segin la Figura 7.4a). Este agregado es relativamente compacto
indicando que el mecanismo RLCA estd de alguna manera presente a esa fuerza idénica,
lo que esta de acuerdo con la hipotesis planteada en el parrafo anterior. Por 1iltimo, en la
Figura 7.6c se muestra el caso para una fuerza ionica elevada, I = 0.17 M, mayor que el

valor umbral donde se observa un cambio en el mecanismo de la cinética de agregacién.

190



7.2. CARACTERIZACION DE AUNPS EN DIVERSOS MEDIOS

Asi, aparecen agregados grandes y abiertos (no compactos) con un tamano mucho mayor
de 200 nm (en consonancia con la Figura 7.4a). Esto también estd de acuerdo con la
suposicién hecha anteriormente de que, para este régimen de fuerza idnica, el proceso de
agregacién esta gobernado por el mecanismo DLCA, de modo que las estructuras son
menos compactas.

La concentracién critica de electrolito para la coagulacién (y precipitacién) de las
nanoparticulas (llamada simplemente concentracion critica de coagulaciéon o CCC) estéd
relacionada con el valor de la fuerza idnica a la que un sistema coloidal cambia de ser
estable a largo plazo a inestable. Para ello, determinamos el valor de I al que se produce
la interseccién de los regimenes de agregacién (lento y répido) observados en la Figura
7.5 [166]. Debido a la brusca transicién, es facil conseguir la interseccién de las dos lineas
y establecer CCC = 0.075 M como una buena estimacién para nuestro sistema coloidal.

Finalmente, la resonancia de plasmén de superficie (SPR) se estudia usando el espec-

trofotometro ultravioleta-visible.
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Figura 7.7: Evolucion en el tiempo del espectro UV-vis de la suspensién de

nanoparticulas de oro para I = 0.075 M.

La Figura 7.7 muestra los espectros de absorbancia ultravioleta-visible registrados
a diferentes instantes de tiempo para una suspension de AuNPs con fuerza idnica I =
0.075 M (un estudio andlogo al de la Figura 7.2). Como se observa, la longitud de onda

correspondiente al maximo absoluto de la absorbancia, A, llamado pico de plasmén
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o pico SPR, se desplaza a valores mayores conforme pasa el tiempo, es decir, conforme
se produce la agregacion. Asi, las AuNPs con radio 7, = 6.5 nm de la suspension inicial
presentan un maximo de absorcién en torno a An.: = 520 nm durante los primeros
instantes de la agregacién (hasta aproximadamente 25 minutos). Posteriormente A4z
aumenta levemente y toma valores en la regién de luz verde-amarilla. Finalmente, cuando
se forman grandes agregados, \,q. se desplaza a valores en torno a 600 nm, lo que significa
que la suspension absorbe mayoritariamente luz roja. Ademads, la absorbancia a longitudes
de onda menores o iguales A, disminuye con el tiempo (hasta aproximadamente los 30
minutos cuando el tamano promedio de los agregados 7, > 80 nm como se deduce de
las Figuras 7.2 y 7.4a). Al mismo tiempo, aumenta la anchura del pico de plasmén, asi
como la absorbancia a longitudes de onda mayores que \... En general, conforme los
agregados crecen, la absorbancia correspondiente a la region de longitud de onda pequena
se vuelve menos relevante en comparacién con la absorbancia correspondiente a la regiéon
de longitud de onda grande. Todo esto hace que cambie el color de la suspensién de
rojo-rubi a violeta.

Cuando el tamano de la nanoparticula es mucho mas pequeno que la longitud de onda
de la luz incidente, se absorbe energia a través de los siguientes mecanismos [167]: (1)
excitaciones colectivas de los electrones “libres” que inducen resonancias de plasmén de
superficie, (2) transiciones electronicas de bandas ocupadas a bandas de mayor energia y
(3) dispersion o esparcimiento superficial de los electrones “libres”. El efecto de dispersion
o esparcimiento (3) gana en importancia a los efectos de absorcién (1) y (2) conforme
aumenta el tamano de particula [167]. Como resultado, el valor de absorbancia del pico
de plasmén decrece y el pico se hace mas ancho y se desplaza a valores del rojo [168,169].
Este resultado es consistente con la teoria de Mie y otros enfoques tedricos basados en las
ecuaciones de Maxwell [170]. Es de esperar que cuando se haya producido la unién de un
gran conjunto de agregados, el pico de plasmén superficial practicamente desaparezca.

La Figura 7.8 muestra el espectro UV-vis dependiendo de la fuerza iénica a un tiempo
inicial de aproximadamente dos minutos. En ese tiempo de medida, se observa que el
pico de absorcién del plasmén se desplaza hacia el rojo, se hace mas ancho y presenta un
mayor valor de absorbancia al aumentar la concentracién de la sal. Este efecto en la SPR se
explica por la agregacion de las nanoparticulas inducida por la sal. Como era de esperar,
el efecto se incrementa conforme lo hace la concentracién de la sal. El experimento de
resonancia de plasmon superficial esta totalmente de acuerdo con los resultados obtenidos

con el DLS (ver Figuras 7.3 y 7.4a) donde las suspensiones de nanoparticulas con I < 0.05
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Figura 7.8: Espectro UV-vis de la suspension de AuNPs a diferentes fuerzas iénicas

a un tiempo inicial de 2 minutos.

M se comportan practicamente como suspensiones libres de sal mientras que para valores
mayores de I se observan grandes agregados desde el mismo comienzo de los experimentos.
De hecho, las graficas de absorcién se pueden clasificar en dos grandes grupos: 1) aquellas
a I < 0.07 M, que tienden a mantener el pico de plasmoén a una longitud de onda de
alrededor de 520 nm, y 2) aquellas a I > 0.1 M, que presentan un desplazamiento del
pico de plasmén hacia longitudes de onda mayores de 600 nm. Ademas, existe una region
de fuerza idnica intermedia, representada en la Figura 7.8 por la gréafica correspondiente
a I = 0.075 M, donde el pico de plasmén empieza a desplazarse apreciablemente hacia
longitudes de onda mayores sin dejar la region de luz verde. Por lo tanto, existe una
correspondencia entre las curvas de absorbancia y las graficas de distribucién de tamano
que se muestran en la Figura 7.3. De nuevo, puede observarse la correlacion entre el pico
de plasmon desplazado hacia el rojo y la formacion de grandes agregados a través de las
imagenes de TEM mostradas en la Figura 7.6.

Como resumen del efecto del tiempo y la concentracién de sal en la suspension de
AuNPs, la Figura 7.9a muestra la evolucién temporal del pico de plasmén (su longitud de
onda) para diferentes fuerzas iénicas. Para ello, A, se ha extraido y representado para
diferentes valores de I y del tiempo. Los datos se representan en escala semilogaritmica

con el fin de conseguir una cierta linealidad y analizarlos de la misma manera que las
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Figura 7.9: (a) Gréficas semilogaritmicas que representan el desplazamiento de A4z
para diferentes valores de fuerza iénica conforme pasa el tiempo. (b) Pendientes de

las graficas semilogaritmicas anteriores frente a la fuerza iénica.

graficas de la Figura 7.4a. Analogamente a la Figura 7.4a, la graficas de la Figura 7.9a
forman dos grandes grupos: un grupo para una fuerza iénica baja hasta aproximadamente
0.07 M y un grupo para una fuerza iénica alta a partir de 0.1 M. El valor de A4z
en el primer grupo permanece constante o aumenta linealmente y de forma muy ligera
con el tiempo, empezando en A, = 520 nm que, como antes se comentaba, es el pico
de plasmén correspondiente a las AuNPs con 7, = 6.5 nm. En el segundo grupo, A,z
también parece aumentar lineal y ligeramente con el tiempo aunque empezando a una A,z
mayor. Como ocurrié con la cantidad rj, representada en la Figura 7.4a, la apariencia es
enganosa y de hecho M., sufre un rédpido incremento inicial desde 520 nm hasta 600

nm dentro del primer minuto de reaccion. Este incremento no se observa porque esos
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datos no pudieron ser registrados como consecuencia de la rapida cinética de agregacion
inicial. En la representacién lineal correspondiente a la Figura 7.9a (no se muestra aqui),
el abrupto incremento inicial de A, fue de alguna manera menos intuitivo. En acuerdo
con la evolucién de r, representada en la Figura 7.4a, \,... varia lentamente tras el
abrupto incremento inicial para posteriormente tender a una meseta que se aprecia mejor
en la representacion lineal que se acaba de mencionar. El valor de la meseta corresponde
a la formacion de grandes agregados estables a lo largo del tiempo. El cambio abrupto
detectado de A4, hacia valores mas altos y més tarde su tendencia a valores constantes
cuando la fuerza iénica es suficientemente grande estdan de acuerdo con otros trabajos
experimentales realizados con AuNPs [169].

Ademas, aparece la misma regién de fuerza idnica intermedia (entre 0.07 M y 0.1
M) observada en la Figura 7.4a donde la propiedad medida aumenta de forma répida
y bastante mondtona con el tiempo. En este caso, A\,q. varia desde 520 nm hasta los
valores de longitud de onda a los que absorben los grandes agregados que se forman. Ese
comportamiento, se observa claramente en la grafica correspondiente a I = 0.075 M. Por
lo tanto, una fuerza iénica intermedia permite monitorizar toda la cinética de agregacién,
pudiéndose observar como varia una determinada propiedad desde su valor caracteristico
para pequenos agregados hasta el valor representativo de los grandes agregados. Por otro
lado, esa concentracion de sal intermedia, tan claramente detectable, resulté ser una buena
estimacién del valor de la CCC tal y como dedujimos anteriormente mediante DLS. Por lo
tanto, mediante una técnica tan simple como la espectroscopia UV-vis se puede determinar
el valor de la CCC.

Obviamente, la cinética de agregacion se refleja por el desplazamiento en la longitud
de onda del pico de plasmén y, por lo tanto, los dos mecanismos de agregacion, RLCA
y DLCA, deben manifestarse de alguna manera en la evoluciéon temporal de dicho pico.
Como ya se comentd, existe una similitud entra las Figuras 7.4a y 7.9a. Por lo tanto, por
analogia con el andlisis efectuado sobre la Figura 7.4a, hicimos un ajuste lineal de las
graficas semilogaritmicas representadas en la Figura 7.9a (lineas continuas) y represen-
tamos el valor de las pendientes frente a la fuerza idénica. Estas pendientes, en principio,
no tienen ningun significado fisico pero se pueden utilizar como indicadores del cambio
en el mecanismo de agregacién y, por lo tanto, para estimar el valor de la CCC. De esta
manera obtenemos la Figura 7.9b, la cual es cualitativamente similar a la Figura 7.5a: un
fuerte aumento en la pendiente desde I = 0 hasta I = 0.075 M y luego un decrecimiento

a valores que se mantienen por encima de aquellos a fuerza iénica baja y que tienden a
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formar una meseta. De nuevo, aparecen dos regimenes que pueden ser asociados a los dos
mecanismos de agregacion, RLCA hasta I = 0.075 M y DLCA para I > 0.075 M, cuya

confluencia proporciona una medida de la CCC.

7.2.2.c. Conclusiones

La estabilidad de las suspensiones acuosas de las nanoparticulas de oro coloidales
recubiertas por citrato disminuye por la adicién de sal al medio debido al apantallamiento
de las cargas superficiales de las nanoparticulas. Cuanto mas elevada es la fuerza iénica
del medio, la estabilidad de la suspensién es menor. La comprension de la cinética de
agregacion inducida por la adicion de sal es de gran importancia para determinar la
aplicabilidad de las nanoparticulas de oro. Tanto la dispersién dinamica de luz como la
espectroscopia UV-vis son técnicas adecuadas para seguir el proceso de agregacion con
el tiempo. Por encima de I = 0.1 M, la floculacién de las nanoparticulas de oro sucede
rapidamente y se forman grandes agregados (100 veces mas grandes que el tamano nominal
de las particulas), los cuales son facilmente monitorizados por DLS. Las estructuras mas
grandes que se forman precipitan después de un cierto tiempo produciendo una disminu-
cion en el radio hidrodinamico promedio detectado. Por otro lado, el caracteristico pico
de plasmén que aparece en el espectro UV-vis de las nanoparticulas metélicas se desplaza
hacia una longitud de onda mayor conforme el tamano de particula aumenta debido a la
formacion de agregados por la adicion de sal. La concentracion critica de coagulacién se
determind que era aproximadamente 0.075 M cuando se utiliza NaNOs como electrolito
anadido. Ese valor pudo ser determinado tanto por DLS como por espectroscopia UV-vis.
La técnica DLS nos da informacién a través del analisis de la evolucion temporal del radio
hidrodinamico y la espectroscopia UV-vis a través de la evolucién temporal del pico de
plasmén. Las imagenes TEM corroboran la presencia de los mecanismos de agregacion
RLCA y DLCA a bajas y altas fuerzas iénicas respectivamente y, estan en total acuerdo

con los resultados procedentes de las técnicas de DLS y espectroscopia UV-vis.

7.2.3. Agregacion de AulNPs en presencia de quitosano

Las nanoparticulas sin recubrir en general no son estables en agua a pH neutro o
en fluidos fisiolégicos, en donde tienden a aglomerarse y precipitar. Por ello es necesario
estabilizar estas nanoparticulas, ya sea mediante estabilizacion estérica o electrostatica.

La estabilizacion y solubilizacion de las nanoparticulas generalmente se realiza por recu-
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brimiento con moléculas organicas, tensioactivos, polimeros, biomoléculas, recubrimientos
inorganicos, etc. La funcionalizacién con polimeros permite mejorar la estabilidad de las
nanoparticulas en medios acuosos, ademéas de modificar convenientemente su toxicidad
y biocompatibilidad, a la vez que se proporciona una unién fuerte y duradera entre el
recubrimiento y el nucleo de la nanoparticula. A continuacién presentamos un trabajo
sobre recubrimiento de nanoparticulas de oro con quitosano cuyos resultados ya han sido
publicados [171].

7.2.3.a. Consideraciones sobre el quitosano

El quitosano (chitosan, CS) es un polisacarido lineal y biocompatible que en disolucién
acuosa adquiere carga positiva por lo que se puede utilizar como agente de recubrimiento
para nanoparticulas cargadas negativamente. El quitosano estd formado por unidades de
D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina (por lo que pertenece a la familia de los amino-
polisacarido) y se obtiene por desacetilacién de la quitina (cuyas unidades monomeéricas
son casi exclusivamente N-acetil-D-glucosamina). Los distintos monémeros estan unidos
por enlaces glicosidicos 5-(1-4). En cuanto a su funcién, se trata de un polisacarido estruc-
tural que forma parte de la pared celular de hongos, del exoesqueleto de muchos crustaceos
e insectos, asi como de algunos érganos de otros animales. La Figura 7.10 ilustra la es-
tructura quimica genérica de un monodémero de quitosano: cuando X=H el mondémero
es D-glucosamina y cuando X=CH3-CO el monémero es N-acetil-D-glucosamina (cuan-
to mayor sea el grado de desacetilacién del quitosano, méas unidades de D-glucosamina
posee y mas soluble es en medio dcido). En disolucién acuosa se convierte en uno de los
pocos polisacaridos cargados positivamente y por lo tanto, capaz de interactuar con las
AuNPs recubiertas por citrato con carga negativa. El CS ha sido empleado ampliamente
para la reduccién y estabilizacién de nanoparticulas de oro [172-174] y como agente de
recubrimiento para disenar sistemas de nanoparticulas capaces de actuar como sensores
o portadores de farmacos [174-176]. Debido a que el CS solamente es soluble en disolu-
ciones acidas, en primer lugar se evalué cémo la acidez afecta a la suspension de AuNPs.
Ademads, se determiné cémo las condiciones de trabajo influyen en una disolucién de CS.
De esa manera, seremos finalmente capaces de entender los datos suministrados por las
técnicas de caracterizacion cuando una suspension de AuNPs y una disolucion de CS se
mezclan bajo condiciones limite de fuerza idnica: sin sal anadida (fuerza idénica cero) y

con elevada fuerza iénica.
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Figura 7.10: Estructura quimica genérica de un monémero de quitosano: X = H (D-

glucosamina) o X = CH3-CO (N-acetil-D-glucosamina).

7.2.3.b. Resultados

Todos los experimentos se llevaron a cabo a pH = 4, midiéndose éste con un pH-metro
después de la adicién controlada de acido acético, y a una temperatura de 25°C. Se estudio

el comportamiento de tres sistemas:

= Suspension de AuNPs nativas
= Disolucién de CS original

= Mezcla de la suspension de AuNPs y la disoluciéon de CS (que tenderd a formar
estructuras mixtas que denominaremos con el término inglés habitual de nanocom-

posite)

La concentracién de trabajo de AuNPs fue de 2.85 x 10'? particulas/cm? y la de CS fue
de 0.001 g/cm?, en todos los casos. Como se explica mds adelante, esa concentracién de CS
corresponde a una disolucion no diluida de manera que es de esperar que las cadenas de CS
interactien entre si para formar algin tipo de estructura enmaranada (la concentracién
de solapamiento critica de CS se especificard mas adelante). El objetivo es estudiar c6mo
las AuNPs interactian con esas estructuras de CS tanto en ausencia como en presencia de
sal. Para este ultimo proposito, hemos establecido una elevada fuerza iénica de 0.225 M
por adicién de NaNOQOgs. Esta fuerza ionica corresponde a un caso extremo ya que provoca
una rapida agregaciéon de las AuNPs [165], como se ha comprobado en la seccién anterior.

La gran mayoria de los experimentos se llevaron a cabo a pH = 4 mediante la adiciéon de
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acido acético (HAc). La razén de elegir ese pH es que es el pH més bajo que pueden tolerar
las AuNPs sin agregar (al menos en la escala de tiempo con la que trabajamos en nuestros
experimentos), a la vez que el CS de peso molecular medio con el que trabajamos puede ser
facilmente disuelto. Por otro lado, usamos acido acético en vez de tampdn acetato ya que el
incremento no despreciable en la fuerza iénica debida al acetato provoca la agregacién de
las AuNPs. Para completar el trabajo, también se llevé a cabo una serie de experimentos
a pH = 2 por adicién de acido clorhidrico (HCI) para estudiar la capacidad del CS de
evitar la agregacién de las AuNPs a pH tan bajo. También realizamos experimentos a pH
> 4 (hasta pH aproximadamente 9), pero a estos pH las AuNPs no agregan por lo que su

estudio no se considera de gran importancia en este trabajo.
Influencia del pH en la suspensiéon de AulNPs nativas

La Figura 7.11 muestra la distribucién de tamano en intensidad obtenida a través de
las medidas de DLS para AuNPs bajo diferentes condiciones de fuerza iénica y pH. Las
medidas se llevaron a cabo a los dos minutos de la preparacion de la muestra para apreciar
mejor como de rapido ocurre la agregacién bajo los valores de pH y fuerza iénica que se
impondran después a la mezcla de AuNPs y CS. A pH = 4 (Figura 7.11) encontramos
practicamente la misma distribucién que a pH = 7 (Figura 7.3), presentando un tnico
pico estrecho y un promedio del radio hidrodinamico de aproximadamente 13 nm. Asi,
el posible proceso de agregacién debido al pH = 4 tiene que ser extremadamente lento y
no afecta a las condiciones de este trabajo (podemos considerar las AuNPs estables a ese
valor de pH). Sin embargo, bajo ese mismo valor de pH pero a una elevada fuerza iénica,
I = 0.25 M, ocurre una fuerte y rapida agregacion (el promedio del radio hidrodindmico
se desplaza aproximadamente a 500 nm). Ese proceso de agregacion continta en el tiempo
dando lugar a grandes agregados de tamano micrométrico observandose la sedimentacién
en el fondo de la celda de medicion. Por otro lado, si el pH de la suspension nativa se
reduce a 2 por la adicién de HCI, de nuevo ocurre una clara y rapida agregacion con la
aparicién de agregados de AuNP de tamano hidrodindmico promedio de alrededor de 100
nim.

El comportamiento que se acaba de describir, se confirma mediante el espectro UV-vis
en la Figura 7.12. Aunque el valor de la absorbancia y la anchura del pico de plasmén
dependeran de la concentracion de nanoparticulas y de la anchura de la distribucion en
tamano, la posicién del pico de plasmén es solamente determinada por el tamano de

particula. En la Figura 7.12, el pico de plasmoén correspondiente a la suspension de las
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Figura 7.11: Distribucién en tamafio de AuNPs bajo tres condiciones diferentes des-

pués de 2 minutos de la preparacion de la muestra.

AuNPs a pH = 4 y fuerza iénica nula, I = 0, aparece en el valor caracteristico de las
AuNPs con dj, = 13 nm, es decir A4 =~ 520 nm (linea continua). Después de la adicién
de sal para conseguir I = 0.25 M, hay un desplazamiento del pico hacia A4 =~ 590 nm
(linea a trazos) que se debe a la formacién rapida de grandes agregados como se observa
en la Figura 7.11. Esta fuerte agregacion y el desplazamiento del pico de plasmén cuando
I > 0.08 M ya se puso de manifiesto en la seccién anterior (Figura 7.8). Por otro lado,
para una suspensién en ausencia de sal y a pH = 2 (linea discontinua), se observa un
desplazamiento del pico hacia \,,,, ~ 535 nm que corresponde a los agregados de tamano

en torno a 100 nm observados en la Figura 7.11.

En conclusion, las AuNPs forman grandes agregados con la disminucién del pH y el
incremento de la fuerza iénica. Sin embargo, el valor de pH moderado de 4, que se emplea
en este trabajo para disolver el CS, no provoca la suficiente agregacion como para interferir
en los procesos de agregacion que pudieran surgir en el sistema formado por AuNPs y CS

cuando se trabaja a condiciones severas de pH y fuerza iénica.
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Figura 7.12: Espectro UV-vis de AuNPs bajo tres condiciones diferentes después de

2 minutos de la preparaciéon de la muestra.

Influencia del pH y de la fuerza iénica en la disoluciéon de CS

CS es un polisacarido comiin con un comportamiento complejo que es soluble en medio
acido [177,178]. Preparamos una disolucién de CS a pH = 4 con la concentracién de 0.002
g/cm? que se convierte en una concentracién de 0.001 g/cm? en las condiciones de trabajo
(al mezclar medio volumen de la suspensién de AuNPs nativas con medio volumen de
la disolucién de CS). Esta concentracién, que ya se utiliz6 en un trabajo anterior [179],
resulta estar en torno a la concentracién de solapamiento critica, ¢*, para el caso de
nuestra disoluciéon de CS [180, 181]. En cualquier caso, se puede estimar ¢* a partir del
producto ¢* [n] ~ 1 [180], siendo 1 la viscosidad intrinseca del polimero. Tras tomar
valores de [n] procedentes de la literatura [182] y correspondientes a cadenas de CS con
caracteristicas similares a las nuestras (grado de acetilacién 20 % y peso molecular 260000
Da) y disueltas en las mismas condiciones (pH = 4.3, I = 0.2 M), obtuvimos ¢* ~ 0.0008
g/cm3. Por lo tanto nuestras disoluciones (tanto en condiciones salinas como en ausencia
de sal) no se pueden considerar diluidas: las cadenas de CS forman agregados de varios
tamanos cuyas caracteristicas dependeran tanto de las caracteristicas intrinsecas del CS
como de las condiciones ambientales [183-185].

La Figura 7.13 muestra las distribuciones de tamanio (en intensidad, volumen y niimero)

de las estructuras de CS formadas en disoluciones de concentracién 0.001 g/cm?® y pH =
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4, tanto en condiciones de ausencia de sal (I = 0) como a fuerza i6nica elevada (I = 0.25
M). La distribucién en intensidad para el caso de ausencia de sal abarca de 100 a 8000
nm aunque tamanos superiores a 5000 nm no deben tenerse en cuenta porque estan en el
limite de resolucion de nuestro equipo de DLS y las curvas estan afectadas por diferentes
artefactos. Claramente, hay agregados de tamano micrométrico como indica el enorme
pico alrededor de 3000 nm. También, hay una poblacién importante de agregados entre
200 y 500 nm. Sin embargo, para el caso de I = 0.25 M no se detecta intensidad disper-
sada por particulas mayores de 1000 nm. En ese caso, la distribucion de tamano abarca
didmetros hidrodindmicos méas pequenos (desde 10 nm hasta 1000 nm) y presenta dos pi-
cos bien definidos, uno alrededor de 40 nm y otro alrededor de 300 nm. Curiosamente, se
encontraron distribuciones bimodales parecidas para disoluciones acuosas de CS de bajo

peso molecular en otros trabajos [185,186].

En conclusion, en presencia de sal todos los agregados de CS tienen tamano submi-
crométrico; ademas, hay una importante poblacién de agregados con un tamano menor a
100 nm. Obviamente, las cadenas de CS, ya sean libres o agregados de éstas, tienen que
estar menos extendidas en disolucién salina debido al efecto de apantallamiento ejercido
por los iones nitrato que hay en torno a las cadenas de CS cargadas positivamente. Por lo
tanto, por un lado, es muy probable que las moléculas de CS tengan menos tendencia a
formar agregados (estructuras enmaranadas) en presencia de sal y, por otro lado, los posi-
bles agregados de CS que se formen estaran contraidos en comparacion con los formados

en ausencia de sal.

En cuanto a la distribucion en volumen, nuestros resultados muestran que, en ausencia
de sal, la mayoria de la masa de CS esta formando agregados mayores de 1000 nm, mientras
que en presencia de sal la mayorfa del CS se encuentra formando estructuras (moléculas
o agregados) de entre 20 nm y 40 nm. Esta distribucién también detecta una importante
porcién de masa con un tamano menor de 10 nm que debe de corresponder (si no es un
artefacto) a moléculas degradadas de CS. Las distribuciones en nimero correspondientes
a la ausencia de sal informan de la existencia de unas cuantas estructuras en el rango de
20 nm a 40 nm, estando la mayoria alrededor de 100 nm. En cambio, la situacién cambia
completamente cuando se anade sal al medio. Entonces, la mayoria de las estructuras estan
en un rango entre 10 nm y 30 nm con un pequeno pico para tamanos muy pequenos (entre

2 nm y 4 nm) que, como se sugeria anteriormente, tienen que corresponder a pequenas
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Figura 7.13: Distribuciones en tamafo para disoluciones de CS 0.001 g/cm?® a pH =

4 y dos condiciones diferentes de fuerza iénica.

porciones de moléculas de CS. Con respecto a esto, existen evidencias de que las cadenas

de CS pueden ser degradadas en condiciones acidas [187,188].

Se puede estimar un rango para el diametro hidrodinamico que deberian tener nuestras
cadenas libres de CS en disolucién usando la relacién dj, = 2 x (3[n]M/10mN4)'/3, donde
M es el peso molecular y N4 es el numero de Avogadro. Tal y como se hizo para calcular
c*, tomamos de la bibliografia [182] valores de [n] y M para cadenas de CS con las mismas
caracteristicas y disueltas en las mismas condiciones que nuestras cadenas y, de esta forma,
obtuvimos valores de dj entre 50 nm y 80 nm. Por tanto, para el caso de I = 0.25 M,
el pico alrededor de 40 nm podria corresponder perfectamente a cadenas libres de CS
proximas a la conformacion de ovillo al azar. Esa conformacién es la razén de encontrar

una gran poblacién de cadenas libres, ya que no interaccionan facilmente para formar
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agregados. Sin embargo, el pico sobre 300 nm tiene que corresponder sin ninguna duda a

agregados.
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Figura 7.14: Distribucién en tamaiio para una disolucién de CS 0.001 g/cm? en ausen-

cia de sal y dos valores diferentes de pH.

La Figura 7.14 muestra distribuciones en tamarno para disoluciones de CS 0.001 g/cm?
en condiciones de ausencia de sal para valores de pH = 4 y pH = 2. La distribucién en
intensidad muestra que una disminucion en el pH provoca una disminucién en el tamano
de los agregados de CS. Incluso se observa un pico significativo alrededor de 20 nm.
Obviamente, a pH = 2 las cadenas de CS tienen que estar m&s protonadas que a pH
= 4 lo cual incrementa su carga y, como consecuencia, disminuye su tendencia a formar
agregados. Las distribuciones en volumen y en niimero muestran que la cantidad de masa
en los agregados es muy pequena: casi todo el CS estd formando estructuras del tamano

de una sola molécula. Por otro lado, la existencia de especies de tamano inferior a 10 nm
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podria ser consecuencia de la degradaciéon de las cadenas de CS mencionada anteriormente,

la cual tiene que ser mucho mas relevante a pH bajo.
Influencia del pH y la fuerza iénica en la suspensiéon AuNPs + CS

A continuacién, evaluamos el comportamiento de AuNPs en presencia de CS. Para
ello mezclamos la suspensién nativa de AuNP con una disolucién de CS 0.002 g/cm? a

pH = 4. La disolucién de CS puede corresponder a ausencia de sal o a condiciones salinas
con I = 0.25 M.
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Figura 7.15: Comparacién de distribuciones en tamano para AuNPs, disolucién de CS

y nanocomposite (AuNPs + CS) en condiciones de ausencia de sal y pH = 4.
La Figura 7.15 muestra la interaccién de AuNPs con CS a pH = 4 bajo condiciones de

ausencia de sal. Con ese propédsito, se han representado conjuntamente las distribuciones

de tamano para los tres sistemas (suspensién de AuNPs; disolucién de CS y nanocomposite
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AuNP + CS). La distribucién en intensidad muestra claramente que la interaccién entre
AuNPs y CS provoca una disminucién de tamano de los agregados detectados: el pico
alrededor de 3000 nm (linea discontinua) se desplaza en torno a 500 nm (linea continua).
Los agregados con tamano 500 nm se atribuyen a estructuras de CS que se hacen més
pequenas en presencia de AuNPs porque la carga negativa de la AuNPs apantallan las
cargas de las cadenas de CS. A su vez, el pico caracteristico de AuNPs sobre 13 nm (linea
de trazo discontinuo corto) ha desaparecido. Ademas, todo indica que la mayoria de las
AuNPs se adhieren a los agregados de CS que se convierten asi en una red o malla que
atrapa las nanoparticulas. En las distribuciones en volumen y niimero, se observa que
la mayoria de la masa estd formando estructuras de pequeno tamano de alrededor de
20 nm (como ya ocurria en la disolucién salina de CS, Figura 7.14). Ademds, una parte
significativa se encuentra formando agregados de tamano micrométrico y una pequena
parte en estructuras por debajo de 10 nm. Como mencionabamos anteriormente, lo mas
probable es que éstas ltimas correspondan a estructuras de CS que han sido degradadas
por el medio 4cido en lugar de AuNPs libres [187].

En la Figura 7.16, se representa la comparacion entre la distribuciéon en tamano corres-
pondiente al nanocomposite en presencia (linea discontinua de trazo corto) y en ausencia
(linea continua) de sal. Como se mencioné anteriormente, primero preparamos una diso-
lucion de CS con una fuerza iénica de I = 0.25 M y después se anadié la suspension de
nanoparticulas. La distribucién en intensidad revela que el efecto de la fuerza iénica es
reducir el tamano del nanocomposite que debe de formarse rapidamente entre las estruc-
turas de CS y las AuNPs. Como se explicé previamente, los iones nitrato apantallan las
cargas positivas de las cadenas de CS (mucho mas eficientemente que las AuNPs), por
lo que llegan a estar menos extendidas en promedio. Claramente, cuando se anaden las
nanoparticulas a la disoluciéon de CS en condiciones de fuerza iénica elevada, aparecen
dos opciones: las nanoparticulas interaccionan unas con otras para dar lugar a agregados
o las nanoparticulas se adhieren a las estructuras de CS ya formadas. Nuestro resulta-
do indica que la tltima opcién es la preferida asi que los agregados de CS son una red
que atrapa muy eficientemente a las AuNPs. Si llegaran a formarse agregados de AuNPs,
ésto ocurriria rapida y masivamente bajo una fuerza idnica tan elevada como I = 0.25
M (ver Figura 7.11), y se observaria la sedimentacién de particulas de tamano superior
al micrométrico en el fondo de la celda. No se observa ninguno de estos fenomenos. La
distribucién en volumen y niimero son mas estrechas que en ausencia de sal e indican que

la mayoria de la masa esta formando estructuras por debajo de 100 nm.
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Figura 7.16: Distribucién de tamano para una disolucién de nanocomposite (AulNPs

+ CS) a pH = 4 tanto en ausencia de sal (I = 0) como en presencia de sal (I = 0.25

Finalmente, en la Figura 7.17 se muestra el efecto de reducir el pH en la disoluciéon
del nanocomposite libre de sal mediante la adiciéon de HCI. La distribucién en intensidad
muestra que el efecto del cambio de pH es pequeno una vez que ya esta formado el
nanocomposite. Las distribuciones en volumen y en nimero indican que una disminucién
en el pH incrementa la cantidad de masa organizada en pequenas estructuras (moléculas

individuales o fracciones de moléculas individuales).

En suma, lo que parece claro es que cuando las AuNPs se anaden sobre una disolu-
cion de CS en condiciones favorables para su fuerte y rapida agregacién, tal agregacion
no ocurre. La unica explicacién es que las AuNPs son rapidamente atrapadas por las

estructuras de CS por lo que no pueden agregarse.
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Figura 7.17: Distribucién en tamano para una disolucién de nanocomposite (AulNPs

+ CS) en ausencia de sal a dos valores diferentes de pH.

Los resultados anteriores se confirman mediante mediciones de ultravioleta-visible lle-
vadas a cabo en una regién de longitud de onda en la que se puede sondear el tamano
de las AuNPs sin que interfiera la presencia de CS. La Figura 7.18 muestra los espectros
UV-vis correspondientes a los diferentes sistemas evaluados que involucran AuNPs. Como
ya se ha comentado, el aspecto mas relevante de los espectros para dilucidar la presencia
de agregados de AuNPs y sus tamanos es la posicién del pico de plasmoén. Como se observa
en la Figura 7.18, el valor A\, =~ 520 nm aparece tanto en la curva correspondiente a la
disolucién de AuNPs a pH = 4 (linea azul continua), la cual corresponde a las particulas
de didmetro 13 nm, y en las curvas correspondientes a los nanocomposites formados tras
mezclar la AuNPs iniciales y la disolucién de CS bajo diferentes condiciones de pH y fuerza

iénica (lineas rojas). Més aun, las dos curvas correspondientes al nanocomposite a pH =
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4 se superponen casi perfectamente, independientemente de la fuerza iénica. Todas estas
evidencias demuestran que ni un valor bajo de pH ni una fuerza iénica elevada provocan
agregacion de AuNPs — como si que ocurre en ausencia de CS (lineas azules discontinuas)
— porque la formacién del nanocomposite es muy rapida y estable.

Sin embargo, una inspeccién mas cercana del pico de plasmén de los nanocomposites
revela que su posicion, Aq., estd ligeramente desplazada hacia valores maés altos (Apa. &
524 nm) que el correspondiente a la suspensién inicial de AuNPs (ver linea de puntos de
la Figura 7.18).

Nuestra suposicién de que la mayoria de las AuNPs estdn atrapadas en los agrega-
dos de CS explica las caracteristicas de cada espectro y distribucién de tamano de los
nanocomposites. Primeramente, la posicién del pico de plasmén indica claramente que los
tamanos de la mayoria de las AuNPs en el nanocomposite estan cercanos a 13 nm (es
decir, no hay grandes agregados de AuNPs); sin embargo, no se detectan AuNPs con ese
tamano por DLS. La razon es que éstas no pueden moverse libremente porque estan atra-
padas en el interior de los agregados de CS (la técnica de DLS se basa en el movimiento
browniano de las particulas de soluto). En segundo lugar, el ligero desplazamiento hacia el
rojo del pico de plasmon de los nanocomposites con respecto al valor de la suspensién de
AuNPs inicial se explica si las AuNPs estdan muy cerca en promedio [189] pero evitando el
contacto necesario para formar los grandes agregados esperados cuando I = 0.25 M o pH
= 2, lo que provocaria un gran desplazamiento hacia el rojo. Eso podria ocurrir si muchas
AuNPs individuales (o pequenas agrupaciones de AuNPs) quedan atrapadas dentro de
las estructuras de CS. Finalmente, la buena superposicion de las curvas de absorbancia
tanto para I = 0 como para I = 0.25 M (al mismo pH) confirma ain més la rapida y
fuerte inmovilizacién de muchas AuNPs individuales (o pequenas agrupaciones de éstas)
en las redes de CS, independientemente de las condiciones ambientales.

Las conclusiones anteriores son apoyadas por imagenes de TEM, las cuales arrojan
més luz sobre la estructura de los nanocomposites (AuNPs + CS). La Figura 7.19 es una
imagen de TEM correspondiente a una disolucién libre de sal a pH = 4. En ella se pueden
apreciar asociaciones de AuNPs en diferentes regiones de la disoluciéon que preservan la
individualidad de las nanoparticulas. El tamano de las regiones con asociaciones de AuNPs
depende del tamano de los agregados de CS subyacentes. Esa imagen es consistente con
la presencia del pico de plasmén a A.: ~ 524 nm ya que las AuNPs parecen formar
asociaciones de particulas individuales la cuales estan lo suficientemente cerca como para

provocar el desplazamiento hacia el rojo del pico de plasmén.
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Figura 7.18: Espectro UV-vis para controlar la presencia de agregados de AuNPs
bajo diferentes condiciones. Las lineas verticales senalan el pico de plasmén de la

suspensién de AuNPs inicial.

De hecho, si comparamos con imagenes de TEM de AuNPs comerciales sin agregacion
(ver Figura 7.6a), encontramos que son similares porque no hay grandes estructuras for-
madas por AuNPs en contacto entre si, aunque en la suspensién de solo nanoparticulas,
la distribucién de nanoparticulas aparece mas homogénea sin dreas de alta densidad de
AuNPs (como las que se observan en la Figura 7.19) y, como consecuencia, una mayor
distancia promedio entre ellas. La Figura 7.20 muestra una imagen de TEM de la suspen-
sion de AuNPs a pH = 4 y fuerza iénica I = 0.25 M. En esa figura, se observa claramente
un gran agregado de AuNPs. La estructura de tamano micrométrico consiste en un gran
numero de AuNPs tangentes, lo que explica claramente el incremento muy significativo

en el valor de la longitud de onda a la que aparece el pico de plasmon.

Cuando la fuerza iénica del sistema es I = 0.25 M, obtenemos imagenes de TEM
como las de la Figura 7.21 donde se pueden apreciar estructuras de CS a las que se han
adherido AuNPs. La diferencia con la Figura 7.20 en cuanto a la organizacién de las
AuNPs es muy clara, organizacién que es debida a cémo interaccionan las AuNPs con el
CS. De igual manera, son muy claras las similitudes con la Figura 7.19 que muestra el
efecto casi despreciable de la adicién de sal cuando el nanocomposite ya se ha formado.

Las imagenes de TEM apoyan los resultados mostrados en las Figuras 7.11, 7.12 y 7.18.
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Figura 7.19: Imagen TEM del nanocomposite (AuNPs + CS) en ausencia de sal y pH

= 4. La barra blanca en la esquina inferior izquierda representa 5 pm.

Finalmente, las imagenes TEM sugieren que la mayoria de las AuNPs atrapadas estan
pegadas sobre la superficie de los agregados de CS. De lo contrario, si las AuNPs pudieran
penetrar facilmente dentro de las redes de CS, la mayoria de las imagenes mostrarian

regiones con una alta densidad de AuNPs y no se podria apreciar la individualidad de las
AuNPs.
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Figura 7.20: Imagen TEM de AuNPs a [=0.25 M y pH = 4. La barra de la esquina
inferior izquierda representa 0.2 pm.

Figura 7.21: Imagen TEM de una disolucién de nanocomposite (AuNPs + CS) a I =
0.25 M y pH = 4. La barra de la esquina inferior izquierda representa 0.5 pm.
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7.2.3.c. Conclusiones

El quitosano (CS) es un polisacérido cargado positivamente que después de disolverse
en medio acido forma agregados. Cuando una suspension de AuNPs es anadida a una diso-
lucién de CS (de hecho una suspension de agregados de CS), las nanoparticulas metélicas
se aproximan a los agregados de CS debido a la atraccion electrostatica y se adhieren prin-
cipalmente a su superficie donde se mantienen inmovilizadas. Aunque los nanocomposites
formados por el quitosano y las nanoparticulas tienen una forma y tamano variables que
dependen de parametros como el pH y la fuerza iénica, estructuras de mas de 1000 nm
aparecen muy escasamente.

Aunque las nanoparticulas de oro individuales pueden agregar cuando la concentracién
de sal aumenta o el pH disminuye, este proceso no ocurre en presencia de CS. La razén
es que la velocidad a la que las AuNPs se pegan a los agregados de CS es muy rapida y
una vez que las AulNPs son atrapadas, no pueden agregar.

Las AuNPs se distribuyen principalmente sobre la superficie de las estructuras de CS
de tal manera que estan bastante cerca pero sin que se produzca el contacto necesario
para formar grandes agregados de AuNPs, lo que explica el ligero desplazamiento del pico
de plasmén desde Ajuq: >~ 520 nm (caracteristico de las AuNPs individuales de 13 nm de

tamano) a Apq. >~ 524 nm. En conclusion, el CS impide la agregacion de las AuNPs.

7.2.4. Agregacion de AulNPs en presencia de PNIPA AM-co-
PAMPTMA

Como complemento a la caracterizacién de suspensiones de nanoparticulas de oro en
presencia de polimero, vamos a mostrar algunos resultados preliminares obtenidos cuando
a la suspensiéon de AuNPs se le anade PNIPAAM-co-PAMPTMA((+), copolimero descrito
y estudiado en el Capitulo 6.

7.2.4.a. Metodologia

La suspension original de AuNPs procede de la casa Sigma-Aldrich (Ref. 741957-25ML,
Lote MKBN5746V, concentracién ~ 6 x 10'? particulas/cm?). El didmetro hidrodindmico
nominal de las nanoparticulas era 10 nm, pero debido a que este trabajo se realizé mas
de un ano después de su compra, el didmetro real de las nanoparticulas en suspension

resulté ser 20 nm, medido mediante DLS en nuestro instrumento Zetasizer Nano ZS de
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Malvern Instruments Ltd. Con el fin de intentar recubrir dichas AuNPs con el copolimero
PNIPAAM-co-PAMPTMA (+) se mezclé un volumen de suspension original de AuNPs
con dos volumenes diferentes de disoluciones de PNIPAAM-co-PAMPTMA (+) de con-
centracién 0.1 % en peso, de tal manera que tuviéramos dos concentraciones diferentes de
dicho copolimero en las disoluciones resultantes. Dichas disoluciones se midieron median-
te las técnicas de DLS, con el fin de dilucidar si se produce la uniéon de nanoparticula y
polimero y conocer su tamano, y UV-vis con el fin de comprobar si se produce despla-
zamiento del pico de plasmén como consecuencia de la agregacion de las nanoparticulas.
Se utilizaron los dos tipos de copolimero PNIPAAM-co-PAMPTMA (+) descritos en el
Capitulo 6, P-48/6 y P-46/20, para estudiar si la diferente relacién entre las longitudes de
los segmentos de PNIPAAM y PAMPTMA(+) afectaba a la interaccién del copolimero
con las nanoparticulas. En este estudio no se obtuvieron imagenes con la técnica TEM.
Como ya se ha indicado, los copolimeros P-48/6 y P-46/20 fueron disueltos inicialmente
en agua con el fin de obtener disoluciones de concentracion 0.1 % en peso, cuyas carac-
teristicas aparecen en la segunda seccion del Capitulo 6. Estas disoluciones se mezclaron
con suspensiones de oro en diferentes proporciones para preparar las disoluciones de tra-

bajo que se relacionan a continuacién :

A) 1 ml de AuNP de 20 nm + 1 ml de P-48/6 0.1 % en peso

B) 0.5 ml de AuNP de 20 nm + 1.5 ml de P-48/6 0.1 % en peso
= C) 1 ml de AuNP de 20 nm + 1 ml de P-46/20 0.1 % en peso

= D) 0.5 ml de AuNP de 20 nm + 1.5 ml de P-46/20 0.1 % en peso

De tal manera que en las disoluciones A y C, la concentracién de copolimero era 0.05 %

en peso y en las disoluciones B y D, la concentracién de copolimero era 0.075 % en peso.

7.2.4.b. Resultados

Casos A y B: disoluciones de AuNP + copolimero P-48/6

Los resultados obtenidos mediante DLS y UV-vis de la disoluciéon A (c¢(P-48/6) =
0.05% en peso), se muestran en las Figuras 7.22 y 7.23. En la Figura 7.22 se representan

las distribuciones de tamano (en intensidad) obtenidas de las disoluciones de AuNPs y
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copolimero por separado, asi como las distribuciones obtenidas tras la mezcla de ambas
a distintos tiempos tras la mezcla. Los dos picos de la distribucion del copolimero se co-
rresponden con cadenas més o menos individuales (pico en torno a 5 nm) y a agregados
(pico en torno a 100 nm) que ya hemos visto que se forman con facilidad en este tipo
de copolimero (Capitulo 6). Se observa claramente que tras la mezcla se forman estruc-
turas de tamano superior a las AuNPs individuales y a las estructuras que aparecen en la
disolucién del copolimero individual. Ademas, el tamano de dichas estructuras aumenta
con el tiempo, alcanzado un tamano estable a partir de 5 h. Las medidas de absorbancia
UV-vis (Figura 7.23) muestran un desplazamiento del pico de plasmén a longitudes de
onda mayores tras la mezcla. Puesto que el pico es debido solo a las AuNPs, el desplaza-
miento indica la agregacién de éstas. Por tanto, las estructuras de gran tamano observadas
mediante DLS se corresponderian, ademéas de con agregados de copolimero (con posibles
nanoparticulas atrapadas), con verdaderos agregados de nanoparticulas. De hecho, en este
tipo de mezcla se observa la formacién de un precipitado rojizo en el fondo de la cubeta
que debe corresponder a los agregados mas grandes de AuNPs formados. De todo ello
deducimos que la cantidad de copolimero utilizada no es suficiente para recubrir o atra-
par todas las nanoparticulas de la suspensién original, con lo que las nanoparticulas en
exceso comienzan a agregar al encontrarse en un ambiente en donde se ha aumentado la
fuerza iénica (recordemos que el copolimero es una sal que estd disociada en disolucién:
PNIPAAM-co-PAMPTMA(+) + CI(-)).

Debido a que observamos la formacion de precipitado a una concentracion de copolimero
de 0.05% en peso, consideramos oportuno aumentar la concentracién de éste en la mezcla
con el fin de tratar de evitar que las AuNPs estuvieran en exceso. Para ello, preparamos
la disolucién B (¢(P-48/6) = 0.075% en peso) y procedimos a repetir las medidas. Los
resultados aparecen en las Figuras 7.24 y 7.25.

Con esta nueva concentracién de copolimero no observamos formacion de precipitado
en el fondo de la cubeta. Por otro lado, la distribucién de tamanos (Figura 7.24) mues-
tra que tras la mezcla aparecen, desde el mismo instante inicial, estructuras de tamano
parecido a los agregados de copolimero que no aumentan de tamano, lo que parece in-
dicar que se mantienen los agregados de la disolucién inicial de copolimero, quizas algo
encogidos por la accién apantalladora de nanoparticulas que, como veremos seguidamente,
deben quedar atrapadas en dichos agregados (como también pasaba con el quitosano). La
ausencia de desplazamiento del pico de plasmoén en UV-vis (Figura 7.25) es claramente

indicativa de que las AuNPs mantienen su tamano tras la mezcla. Por tanto, podemos
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concluir que todas las AuNPs quedan atrapadas (inmovilizadas) en la malla formada por
los agregados de copolimero preservando su individualidad, por lo que no pueden sufrir
agregacion, una situacion similar a la que hemos descrito anteriormente para las mezclas
de AuNPs y quitosano. Podemos asegurar que la cantidad de copolimero presente en la
mezcla cuya concentracién es 0.075 % en peso de copolimero estd en exceso respecto a las

nanoparticulas.
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Figura 7.22: Distribucién de tamafio de la disolucién A (c(P-48/6) = 0.05% en peso).

2.0
AuNP (. =523 nm)
AuNP+P-48/6,t=10 min (»__ =529 nm)
151 AUNP+48/6, t= 24 h (1, = 539 nm)

Absorbancia

0.0 1

200 300 400 500 600 700 800 900

longitud de onda %, nm

Figura 7.23: Espectro UV-vis de la disolucién A (c¢(P-48/6) = 0.05% en peso).
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Figura 7.24: Distribucién de tamano de la disolucién B (¢(P-48/6) = 0.075% en peso).
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Figura 7.25: Espectro UV-vis de la disolucién B (c(P-48/6) = 0.075 % en peso).

Casos C y D: disoluciones de AuNP + copolimero P-46/20

Los resultados obtenidos para el copolimero P-46/20 son muy parecidos a los an-
teriores, por lo que la longitud del segmento hidrofilico no tiene gran influencia en el
comportamiento de la mezcla y toda la argumentacion anterior puede aplicarse a las mez-
clas con este copolimero. De nuevo, primero se procedié a trabajar con una mezcla en la
que la concentracién de copolimero era 0.05% en peso. La distribucién en tamano (Figu-
ra 7.26) muestra un comportamiento parecido al caso anterior: un pico para las AuNPs
individuales (en torno a 20 nm), dos picos para la disolucién de copolimero individual (en

torno a 2 nm y 100 nm correspondientes al copolimero individual y a agregados), y un
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pico (en torno a 100 nm) para las mezclas, cuya posicién evoluciona con el tiempo hasta
alcanzar un valor estable a partir de 5 h y que debe corresponder, ademés de a agregados
de copolimero con AuNPs atrapadas, a auténticos agregados de AuNPs. Como el pico
de plasmén (Figura 7.27) se desplaza ligeramente a longitudes de onda mayores tras la
mezcla, se puede concluir que se produce cierta agregacion de las nanoparticulas y que la
cantidad de copolimero en la mezcla de concentracién 0.05% en peso no estd en exceso
respecto a la cantidad de nanoparticulas. De hecho, en este tipo de mezclas, también se
observa un precipitado rojizo en el fondo de la cubeta correspondiente a la formacién de

grandes agregados de AuNPs.

AuNP

P-46/20, 0.05 % peso
AuNP+P-46/20,t = 2 min
AuNP+P46/20,t=5h
AuNP+P46/20,t=24 h

20 R
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10 1
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Distribucién en intensidad,

diametro d,, nm

Figura 7.26: Distribucién de tamano de la disolucién C (¢(P-46/20) = 0.05 % en peso).

Como en el caso del copolimero P-48/6, se procedi6 a trabajar con una mezcla en la que
la concentracién de copolimero resultara mayor, en concreto 0.075 % en peso (disolucién
D). Ahora, la distribucién de tamano obtenida tras la mezcla (Figura 7.28) presenta, como
en el caso anterior, un pico que se mantiene estable en el tiempo y que aparece a un tamano
ligeramente menor que el correspondiente a los agregados de copolimero individual. De
nuevo, la explicacién debe estar en que los agregados presentes en la disolucién inicial
de copolimero, que ahora estd en exceso, atrapan las AuNPs y, como consecuencia del
apantallamiento electrostatico producido por éstas, se encogen. Por otro lado, el pico de
plasmoén (Figura 7.29) no sufre ningin desplazamiento, lo que es indicativo de que las
AuNPs mantienen su individualidad. Esto solo puede significar que las AuNPs quedan

atrapadas rapidamente en los agregados de copolimero y que, dentro de esos agregados se
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Figura 7.27: Espectro UV-vis de la disolucién C (¢(P-46/20) = 0.05% en peso).

encuentran los suficientemente separadas como para que no se produzca desplazamiento

en el pico de plasmon.

20

%

AuNP

P-46/20 0.05 % peso
AuNP+P-46/20, t = 2 min
AuNP+P46/20,t=5h
AuNP+P46/20,t=24 h

Distribucion en intensidad,

LA

N

1 10 100 1000

diametro d;, nm

Figura 7.28: Distribucién de tamano de la disolucién D (c(P-46/20) = 0.075% en

peso).

7.2.4.c. Conclusiones

La carga positiva del copolimero PNIPAAM-co-PAMPTMA (+) le permite interac-

cionar facilmente con nanoparticulas de oro recubiertas de citrato. Al igual que en el caso

del quitosano, este copolimero parece formar agregados que atrapan las nanoparticulas de

oro impidiendo que éstas agreguen.
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Figura 7.29: Espectro UV-vis de la disolucién D (c¢(P-46/20) = 0.075% en peso).

7.3. Analisis computacional de nanoparticulas hibridas
Au-ADN

7.3.1. Introduccion

En esta tltima seccién del capitulo dedicado a nanoparticulas se recoge el andlisis com-
putacional realizado por nuestro Grupo para determinar la forma de particulas hibridas
constituidas por nanoparticulas de oro y ADN. Este estudio forma parte de un trabajo
realizado en colaboracién con el Grupo de Investigacion del profesor Helmut Colfen de la
Universidad de Constanza (Alemania) y que ha sido publicado recientemente [190].

Muchas aplicaciones de las nanoparticulas, tales como el transporte de farmacos, re-
quieren la union de éstas entre si para formar una estructura determinada. Los ensamblajes
de nanoparticulas tienen interesantes propiedades, pero la caracterizacién y purificacion
de tales ensamblajes es complicado y, en muchos casos, es un factor limitante para el desa-
rrollo de estructuras complejas. Para realizar el ensamblaje de nanoestructuras de manera
controlada, el ADN es un material muy adecuado ya que permite la generacion de estruc-
turas con el tamano y forma deseado [191]. Por ejemplo, las estructuras de ADN pueden
ser auto-ensambladas en formas complejas que pueden servir como plantillas para la ali-
neacion de nanoparticulas [192,193]. Las estructuras pueden ser tan simples como dimeros
y trimeros cuyos conectores son cadenas de ADN [194], o tan complejas como hélices [195]

y agrupaciones bidimensionales de nanoparticulas [196]. El ADN es un bloque de cons-
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truccion especialmente adecuado en los ensamblajes a nanoescala debido a su tamano,
variabilidad conformacional y capacidad de autoensamblaje a través del emparejamiento
de bases [197].

Sin embargo, estos procedimientos generan mezclas de productos que tienen que ser
analizados y purificados para obtener muestras homogéneas. La asignacién de especies
individuales en tales mezclas de productos ha resultado ser hasta ahora muy complicada.
La ultracentrifugacién analitica permite la separacién y andlisis de las distintas especies
formadas en una disolucién en un solo experimento. Por tanto, puede utilizarse para
el desarrollo de procedimientos de purificacion. La sedimentacion y la difusion de las
distintas especies durante la centrifugacion dependen fuertemente del tamano y forma
geométrica de las mismas, lo que permite extraer informacién de dichas especies. Asi,
las particulas anisétropas presentan menores coeficientes de sedimentacién y friccién que
sus andlogas esféricas. Ambos coeficientes estan relacionados a través del cociente de
coeficientes de friccion f/ fo, es decir, el coeficiente de friccién real de la particula dividido
por el coeficiente de friccién de la esfera que tiene el mismo volumen y densidad que la
particula. Si la particula es esférica, dicho cociente es la unidad, mientras que éste se aleja
de la unidad cuanto mas anisétropa sea la particula. El cociente f/fy proporciona, por
tanto, informacién importante sobre el sistema en estudio. Los desarrollos recientes en el
campo de la ultracentrifugacién analitica, principalmente en lo que se refiere al anélisis
de datos, permiten el calculo simultaneo de los coeficientes de sedimentacion y difusion,
asi como del cociente f/fy, de todas las especies presentes en la mezcla.

La dilucidacion de las caracteristicas estructurales a partir de la informacién hidro-
dindamica extraida de la ultracentrifugacién analitica se puede hacer mediante célculos
computacionales basados en modelos de bolas en el que las propiedades en disolucion
se calculan para modelos compuestos por elementos esféricos. Esta técnica, que tiene
sus raices en las teorias clésicas de los modelos de polimeros flexibles, es ampliamente
utilizada en biofisica y se esta convirtiendo en una herramienta 1til para interpretar la
estructura y dindmica de nanoparticulas complejas. Nuestro Grupo de Investigacion es
un referente en el desarrollo de algoritmos computacionales para la prediccion de pro-
piedades hidrodinamicas de macromoléculas y nanoparticulas. El objetivo del presente
trabajo es utilizar algunos de esos algoritmos para calcular coeficientes de sedimentacion
y difusion, asi como cocientes de coeficientes de friccién, de estructuras constituidas por
AuNPs conectadas mediante cadenas de ADN y compararlos con los resultados obtenidos

mediante ultracentrifugacién analitica en el Grupo del profesor Colfen.

221



CAPITULO 7. APLICACION A SUSPENSIONES DE NANOPARTICULAS DE ORO

7.3.2. Metodologia
7.3.2.a. Programas para la prediccion de propiedades de modelos de bolas

Las macromoléculas y nanoparticulas se pueden representar de forma mas o menos
detallada utilizando modelos de bolas, a partir de los cuales se predicen sus propiedades
hidrodindamicas y asi, mediante la comparacion con los resultados experimentales, se puede
dilucidar su estructura. Nuestro Grupo de Investigacion viene desarrollando una serie de
programas que emplean la metodologia del modelo de bolas para hacer sencillo y rapido
el calculo de esas propiedades. Estos programas estan a disposiciéon piblica en la pagina
web http://leonardo.inf.um.es/macromol.

La estrategia del modelo de bolas y los protocolos computacionales han sido amplia-
mente descritos en la literatura [198]. En concreto, para el célculo de propiedades de
particulas rigidas de topologia arbitraria en disolucién se ha desarrollado el conjunto de
programas HYDRO [199]. En una de las estrategias, las particulas pueden ser modeladas
mediante bolas tangentes (o casi tangentes) que reproducen el tamano y forma de la
particula. El programa HYDRO++ [199,200] esta destinado a ese fin y permite el calculo de
un gran numero de propiedades hidrodindmicas asi como aquellas derivadas de medidas
de dispersién estatica de luz. Otros programas de la serie HYDRO permiten utilizar diferen-
tes tipos de estrategia de modelado. Asi, el programa HYDROPRO [82,84] permite construir
un modelo de bolas a partir de las coordenadas atémicas obtenidas mediante técnicas
como la cristalografia de rayos X o la espectroscopia de RMN. Con la informacién de la
estructura atémica de la macromolécula, el programa HYDROPRO construye un modelo de
concha (variante del modelo de bolas que modela solo la superficie de la particula con
pequenas esferas) a partir del cual se calculan las propiedades. Otro programa de interés
es HYDROSUB [201,202] que permite modelar estructuras complicadas, por ejemplo aquellas
que contienen subunidades no esféricas, utilizando composiciones de modelos geométricos
sencillos como elipsoides (que incluye el caso de la esfera) y cilindros. El programa crea
un modelo de concha de la estructura formada por estas subunidades y calcula las pro-
piedades en disolucion.

Existe la posibilidad de representar una estructura no rigida o flexible mediante un
modelo de esferas, al que se anaden conectores, de flexibilidad variable, y una diversidad
de interacciones intramoleculares, representadas por los correspondientes potenciales o
fuerzas. Para el cédlculo de propiedades de particulas flexibles se considera vélido el en-

foque de cuerpo rigido. En este procedimiento, se genera, mediante un algoritmo adecuado,
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un numero estadisticamente significativo de conformaciones de la estructura de acuerdo a
ciertos criterios en cuanto al tipo y grado de flexibilidad. A continuacion, las propiedades
se calculan promediando los valores obtenidos para cada conformacién como si ésta fuera
instantdneamente rigida. El programa MULTIHYDRO [203], estd destinado a tales escaneos
conformacionales, generando los archivos estructurales necesarios para ser procesados por
HYDRO++ que a su vez produce un archivo de salida con el conjunto de propiedades de
cada conformacion que puede ser a su vez procesado mediante cualquier hoja de calculo.
Otros programas destinados a la prediccion de propiedades de estructuras flexibles son
MONTEHYDRO [203], que implementa una simulacién de Monte Carlo (generacién de confor-
maciones al azar) y SIMUFLEX [204] que implementa una simulacién dinamica browniana
(resolucién de la ecuacién diferencial estocastica que rige el movimiento de las particulas
de soluto). En cualquier caso, las propiedades conformacionales, y algunas propiedades
hidrodindamicas globales, se calculan como promedios conformacionales sobre los valores
calculados para cada conformacién como si fuese rigida (empleando para ello alguno de

los programas de la serie HYDRO).

7.3.2.b. Modelo de nanoparticula hibrida Au-ADN

La nanoparticula de oro, que incluye tanto el nicleo de Au como su recubrimiento
con moléculas estabilizadoras (como citrato o trifenilfosfina) se puede modelar mediante
una unica esfera de radio r4,. Mediante medidas de TEM se ha determinado que un valor
adecuado para este radio es r4, = 3.2 nm.

Los fragmentos cortos de ADN de doble cadena (dsADN) que forman los conectores
en las nanoparticulas hibridas Au-ADN, son hidrodindmicamente equivalente a varillas
cilindricas rigidas de longitud L = 0.34n, nm [205], donde np, es el nimero de pares de
bases y 0.34 nm es el aumento de longitud por par de bases en la forma B del dsADN.
Para que una macromolécula pueda ser considerada rigida, su longitud de contorno debe
ser menor que la longitud de persistencia, que en el caso del B-ADN esta en torno a 55 nm.
Las cadenas de ADN utilizadas en este trabajo tienen 68 pares de bases, es decir una L
= 23 nm, por lo que se cumple dicha condicién. Por otro lado, el didmetro hidrodindmico
asignado al cilindro que representa el fragmento de ADN es d = 2.3 nm (igual al didmetro
hidrodindmico del dsADN) [57]. Asi, las nanoparticulas hibridas Au-ADN pueden ser
representadas por un modelo de bolas y varillas, cuyas propiedades pueden ser evalua-

das con el modelo de concha implementado en HYDROSUB. Este procedimiento supone
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un importante coste computacional debido al elevado nimero de “minibolas” requeridas
para modelar la superficie de la estructura (aproximadamente 2000). Una aproximacién
mas eficiente consiste en reemplazar la varilla cilindrica por una cadena lineal de bolas
tangentes que tenga la misma longitud y volumen que el cilindro del modelo anterior
(en nuestro caso las bolas son casi tangentes para ajustar la longitud). Esta condicién
se satisface si se utiliza para las bolas un didmetro (distancia entre centros de dos bolas
consecutivas) b = 1.22d nm, lo que, en nuestro caso supone b = 2.8 nm. El nimero de
bolas en la cadena seria el niimero entero mas cercano a L/b, que en nuestro caso equivale
a ocho bolas en la varilla. Este modelo de bolas puede ser evaluado entonces por HYDRO++
para obtener sus propiedades hidrodinamicas. Para comprobar que ambos procedimientos
dan idénticos resultados, hemos probado el modelo de concha y el modelo de bolas para:
i) una sola esfera, ii) una esfera con una varilla unida (“lollipop”), y iii) dos esferas unidas
por una varilla (“dumbbell’; Figura 7.30). Las diferencias en las propiedades obtenidas

fue siempre inferior al 2 %.

Figura 7.30: Modelo de concha (A) y modelo de bolas (B) de un dumbbell Au-ADN-Au.

Los radios hidrodinamicos calculados, ar, son 7.14 nm y 7.08 nm, respectivamente.

Para particulas con dos o mas varillas de ADN unidas a la misma bola de Au, se
pueden presentar una variedad de conformaciones. Para estos casos, se generé un niimero
suficientemente grande de conformaciones (100), determinado por la orientacién de las
varillas de ADN, estableciendo las orientaciones de acuerdo con una distribucion aleatoria
y uniforme. Los dngulos polares (6, ¢) que definen la orientacién se generan con un nimero
aleatorio uniforme en el intervalo (-1, +1) para cos(f) y un nimero aleatorio uniforme
para ¢ en el intervalo (0, 27), con la unica restriccién de evitar el solapamiento entre
elementos del modelo. Por lo tanto, para tales particulas con variabilidad conformacional,
no obtenemos un solo valor de la propiedad hidrodinamica sino un conjunto de ellos.

En este esquema computacional, MULTIHYDRO demostré su utilidad: incluyendo lineas de
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cédigo para la generacion de estructuras de bolas y varillas de forma aleatoria, produce
los archivos estructurales necesarios para un posterior calculo con HYDRO++ el cual, a su
vez, proporciona las propiedades hidrodinamicas para cada conformacion en un archivo de
salida que se puede procesar facilmente con una hoja de célculo para el calculo estadistico
final. Para todos estos casos con variabilidad conformacional, los resultados se presentaran

en un intervalo tomado como la media més/menos el doble de la desviacién estandar.

Hemos incluido un caso especial (referido como particula 2-1/2, dumbbell flexible) en el
cual el conector es una cadena de ADN de cadena sencilla (ssADN) de 68 pares de base.
El ssADN es mas flexible que el dsADN, por lo que se puede representar mediante el
modelo de cadena vermiforme cuyos parametros son la longitud de contorno, L. (longitud
de la cadena totalmente extendida), y la longitud de persistencia que mide la rigidez.
De acuerdo a Smith y col. [206] la longitud de contorno de una cadena de ssADN debe
ser de 0.56 nm por nucledtido, lo que, en nuestro caso, equivale a L. = 68 x 0.56 = 38
nm. En cuanto a la rigidez de una cadena de ssADN hay discrepancias entre autores. Un
valor comunmente citado es a ~ 0.8 nm [206,207]. Sin embargo, este pardmetro es algo
dudoso porque factores como el emparejamiento de bases intramolecular puede afectar a la
estadistica conformacional. Un factor importante que influye en la longitud de persistencia
es el efecto polielectrolito en la cadena de nucledtidos cargada. El valor antes mencionado
es el usual en condiciones de salinidad alta (caso “A”), mientras que a puede tener valores

tan grandes como 5 nm para concentraciones de sal muy bajas [208] (caso “B”).

Debido a que la simulacion completa de la variabilidad conformacional es bastante
laboriosa, decidimos reemplazar el conector flexible por uno rigido de longitud fija L ~
(r?)1/2 donde (r?) es la distancia extremo-extremo cuadratica media de la cadena conec-
tora de ssSADN, que para una cadena vermiforme podemos calcular facilmente a partir de
L. (38 nm como se ha indicado en el parrafo anterior) y a usando la ecuacién de Kratky-
Porod [209]. De esta manera, obtenemos L = 7.8 nm con ¢ = 0.8 nm en condiciones de
concentracién de sal elevada (caso “A”) y L = 19 nm con a = 5 nm en condiciones de
concentracién de sal baja (caso “B”). Este conector rigido “equivalente” se modela, como
en el caso del dumbbell rigido, como una cadena de bolas casi tangentes cuyo radio se
elige igualando el volumen de la cadena de bolas con el de la cadena de ssADN de 68
nucleétidos (M ~ 21000 Da). Esto conduce a los siguientes datos: i) caso “A”, 4 bolas
de radio 1.0 nm, ii) caso “B”, 12 bolas de radio 0.8 nm. A continuacién, se evalian las

propiedades del modelo de bolas rigido equivalente mediante el programa HYDRO++.
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Una manera rigurosa de modelar macromoléculas vermiformes para obtener propieda-
des hidrodinamicas es el modelo vermiforme discreto, donde la macromolécula se repre-
senta por una cadena de N bolas tangentes de didmetro d, longitud de segmento b = d,
de modo que su longitud de contorno es L. = Nb y la flexibilidad angular esté repre-
sentada por un potencial cuadratico en el angulo de flexién local con una constante de
fuerza @ = K,TP/b. Este esquema se ha aplicado con gran éxito a la prediccion de las
propiedades hidrodindmicas de una variedad de macromoléculas vermiformes [57]. En el
presente caso, el modelo incluiria, en ambos extremos de la cadena de ADN, dos bolas
adicionales que representan a las nanoparticulas de Au. El modelo se puede implementar
en el programa MONTEHYDRO, que trabaja con el denominado método Monte Carlo, predi-
ciendo conformaciones plausibles de la entidad flexible y obteniendo una estimacién de
las propiedades como promedios conformacionales. Respecto a los parametros, se puede

estimar que el diametro hidrodindmico de una cadena de ADN es d ~ 1 nm.

El resultado primario obtenido de los calculos hidrodinamicos de los programas HYDRO
es el radio hidrodinamico. Para la friccién traslacional, sedimentacién y difusién, el ra-
dio hidrodinamico propio es el radio de Stokes, ar, definido como el radio de la es-
fera con el mismo coeficiente de friccion que la particula considerada. Es importante
resaltar que ar depende tinicamente de la geometria (tamano, forma o conformacién) de
la particula (en un modelo de bolas, la posicién y los tamanos de las bolas). Las propieda-
des hidrodindmicas traslacionales (coeficientes de friccién, f, sedimentacion, s, y difusién,
D) se calculan a partir de ar y datos adicionales sobre la composicién del soluto (masa,
M, volumen especifico parcial, v) y del disolvente (viscosidad, 79, y densidad, p). Asi, el
coeficiente de friccién se obtiene de ar y de la viscosidad del disolvente 1y: ar = f/(67n0)
(ecuacién 1.5). A partir de f, el coeficiente de sedimentacién puede ser evaluado como
s = M(1 —9p)/(Naf) (ecuacién 1.11). La interpretacién de las distribuciones del co-
eficiente de sedimentacién obtenidas de las medidas de la ultracentrifugacion analitica
requiere el conocimiento del cociente f/fy, el cual puede se puede estimar a partir de ar

y de datos adicionales para M y v:

/ (47TN A>1/3. (7.3)

o T\ 3Mo

El volumen especifico parcial de las nanoparticulas hibridas Au-ADN se puede estimar

como el promedio de los volimenes especificos de los dos componentes, ponderado con la
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masa de cada componente, ya que no es posible obtenerlo mediante métodos experimen-
tales:
N AuMauUau +napNMapNVUaDN

5= , 7.4
NauMay +napnMapn (7.4)

donde n 4y, M4, v Uau son el nimero de particulas de Au, su peso molecular y su volumen
especifico parcial, respectivamente, y napy, Mapn y Uapn son el nimero de subunidades
de ADN, su peso molecular y su volumen especifico parcial, respectivamente.

El peso molecular de las nanoparticulas de Au se puede estimar a partir del radio de
la particula desnuda, 2.7 nm, y la densidad del oro, 19.3 g/cm?, lo que conduce a M, =
9.6 x 10° Da. Debe tenerse en cuenta que la densidad o el volumen especifico de la particula
de Au debe incluir la contribucién apreciable del recubrimiento de ligando estabilizador
(en nuestro caso trifenilfosfina) al volumen de la misma. La densidad estimada para la
particula de Au recubierta con una capa de trifenilfosfina de 0.6 nm de espesor es 12.5
g/cm® (menor que la densidad de la nanoparticula desnuda) con lo que ¥4, = 0.083
cm?®/g para las subunidades de Au. La influencia de la capa de trifenilfosfina sobre el peso
molecular de las nanoparticulas de Au se puede despreciar debido a la gran masa molar
del niicleo de Au.

El peso molecular del dsADN, tal como se evalué de la secuencia, fue Myapn =
42215 Da, el cual da un peso molecular medio por par de bases de aproximadamente
620 Da, de acuerdo con el valor esperado (sin contribucién catiénica). Asumimos que el
peso molecular del ssADN (ADN monocatenario) es la mitad del dsADN (para el mismo
nimero de pares de base). El volumen especifico parcial del ADN estd en el intervalo de
Vasapy = 0.55 - 0.60 cm?/g (aqui tomamos el mismo para dsADN y ssADN). Optamos
por el volumen més grande con el fin de dar cuenta de una ligera expansién de volumen
atribuible a la hidratacién.

Por tltimo, mencionar que en nuestros célculos hemos considerado ny = 0.01 Poise y
T =293 K.

7.3.3. Resultados

Las nanoparticulas hibridas Au-ADN se representan mediante los modelos de bolas
y varillas descritos en la secciéon anterior. La notacién utilizada para la identificacion de
Wo

las particulas cuyas varillas representan segmentos de dsADN es “n-m”, donde “n” es

el nimero de esferas de oro y “m” es el nimero de conectores de dsADN (como hemos
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mencionado con anterioridad, para el caso de ssADN utilizamos una ligera modificacién
de esta nomenclatura). En la Tabla 7.1, la particula 1-0 es la nanoparticula de oro indi-
vidual (recubierta de trifenilfosfina). Las particulas 1-1 y 2-1, también llamadas lollipop

y dumbbell, son los casos que presentan una tnica conformacién recta rigida (R).

. 10

1-1

Figura 7.31: Imagenes de diversas conformaciones de los modelos de bolas para las
nanoparticulas hibridas Au-ADN.

Excepto las estructuras 1-0 y 1-1, todas las demas se espera que presenten variabilidad
conformacional. En este caso es importante distinguir dos posibilidades: i) particulas con
flexibilidad intrinseca (cambian continuamente de conformacién), y ii) particulas rigidas
con variedad conformacional (presentan una variedad de “flexiones” diferentes como el
caso del trumbbell). En ambos casos debemos calcular las propiedades para un conjunto
de posibles conformaciones, pero en el primer caso el resultado final para coeficiente
hidrodindmico seria un promedio conformacional y en el segundo un rango de valores.

La particula 2-1/2 es el dumbbell con un ADN de cadena sencilla y flexible (ssADN).
La particula 2-2 es un dumbbell con una cadena de dsADN adicional unida a una de las
bolas con una orientacién variable. La particula 3-2, trumbbell, tiene tres bolas de Au
y dos conectores de dsADN. Se recogen los resultados para una conformacién rigida y
recta aunque, probablemente, en un sistema real puede existir una variedad de conforma-

ciones con angulos diferentes entre los dos brazos. De manera similar, la particula 4-3, el
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tetramero o tetrambbell, tiene cuatro particulas Au y tres conectores de dsADN; de nuevo,
se recoge el resultado para una disposicion recta y el intervalo para una variedad de con-
formaciones con diferente disposicién de los conectores. También hemos considerado otra
disposicion para el tetramero, particula 4-4, con topologia circular en lugar de lineal, que
puede presentar estructuras diferentes, no necesariamente planas, con el aspecto de un
romboide curvado. Como en todos los casos con variabilidad conformacional, se muestra
la media y un rango de valores plausibles. Los resultados de los calculos hidrodindmicos

se presentan en la Tabla 7.1 y las estructuras de bolas correspondientes en la Figura 7.31.
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Tipo de Estructura Au | ADN | M x 1075, Da | 9, cm3/g 5, S ar, nm flfo
1-0, esfera R| 1 0 0.958 0.083 271 3.17 0.99
1-1, lollipop R| 1| 1 1.00 0.105 150 5.82 1.65
2-1, dumbbell R| 2 1 1.96 0.094 243 7.14 1.68
2-1/2flex, dumbbell ssADN | A | 2 1/2 1.94 0.089 288 5.4 1.31
2-1/2flex, dumbbell ssADN | B 2 1/2 1.94 0.089 233 6.5 1.57
22(M)dumbbel kADN |V | 2 | 2 2.00 0.105 | 186-200 (193) | 7.88.5 (3.18) | 1.76-1.92 (1.85)
3-2, trumbbell R | 3 2 2.96 0.098 253 10.3 2.09
3-2, trumbbell v|3 | 2 2.96 0.098 | 246-266 (256) | 8.8-9.5 (9.18) | 1.78-1.93 (1.86)
4-3, tetrambbell R| 4 3 3.96 0.100 261 13.4 2.45
4-3, tetrambbell V| 4 3 3.96 0.100 259-2985 (277) | 10.7-12.1 (11.4) | 1.96-2.21 (2.09)
4-4, tetramero ciclico F 4 2 4.00 0.105 268 11.8 2.12
44, tetramero ciclico |V | 4 | 2 4.00 0.105 | 240-300 (268) | 10.7-12.7 (11.8) | 1.85-2.30 (2.12)

Tabla 7.1: Pardmetros hidrodindmicos calculados a partir del modelo de bolas para diferentes estructuras de Au-ADN.

Nota: R = conformacién recta; V = variabilidad conformacional (valor medio representativo y rango de valores plausibles);

F = flexibilidad intrinseca (valor medio representativo); dumbbell flexible de ssADN, alta salinidad (A) y baja salinidad

(B).
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7.3. ANALISIS COMPUTACIONAL DE NANOPARTICULAS HIBRIDAS AU-ADN

Los coeficientes de sedimentacién obtenidos mediante los modelos computacionales
estan en buen acuerdo con los resultados experimentales de ultracentrifugacién analitica
(Tabla 7.2). Para el andlisis de los datos experimentales de sedimentacion se utiliz6 tanto
el modo de ajuste 1s-g*(s) del programa SEDFIT de P. Schuck y col. [81,135], que ignora
la contribucion de la difusién y conduce a un coeficiente de sedimentacion aparente que
puede ser calculado sin necesidad de conocer v, como el algoritmo bidimensional de analisis
espectral (2D spectrum analysis) 2DSA del programa Ultrascan de B. Demeler y col.
[210], que tiene en cuenta la difusién en términos de f/fy para cuyo calculo es necesario
realizar una estimacién de v de las particulas hibridas Au-ADN a través de la ecuacién

7.4, lo que lleva aparejado un cierto error.

Tipo de s, S s, S f/fo f/fo M x10%, Da | M x 105, Da
Estructura Simulacién | Experimental | Simulacién | Experimental Simulacién Experimental
Esfera 271 240-340 1 1 0.958 1.2
Lollipop 150 130-220 1.65 1.2-1.7 1 0.9-1.1
Dumbbell 243 1.68 1.96
Dumbbell + dsADN 186-200 170-280 1.76-1.92 1.9-2.2 2.00 1.9-3.2
Trumbbell 246-266 1.78-1.93 2.96

Tabla 7.2: Comparacién entre pardmetros experimentales y calculados (simulacién).

7.3.4. Conclusiones

La ultracentrifugacién analitica (AUC) es un método adecuado para la caracterizaciéon
de mezclas complejas de productos de reaccién. La obtencién simultdnea de coeficientes de
sedimentacién y difusién a partir de un inico experimento de velocidad de sedimentacién
es capaz de separar e identificar una multitud de especies presentes en la disolucién. Por
ejemplo, la formacién de particulas hibridas Au-ADN puede dar lugar a multitud de es-
tructuras (particulas aisladas de Au, lollipops, dumbbells, trumbbells, etc.), dependiendo
de las caracteristicas del ADN (como su funcionalizacion con tioles) y las concentraciones
utilizadas, que pueden ser resueltas mediante AUC. Asi, por ejemplo la estructura tipo
lollipop sedimenta mas lentamente que las AuNPs desnudas debido a la mayor friccién y
menor densidad de las particulas hibridas. La anisotropia de las estructuras se refleja en
un incremento de los cocientes de friccion f/ fo. El modelado de bolas de estructuras tipo
permite predecir sus propiedades hidrodinamicas y evaluar los picos que aparecen en las

distribuciones de coeficientes de sedimentacién obtenidos a partir de los datos experimen-
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tales. Es de prever que mejoras en el procedimiento basado en la técnica AUC permita
obtener a gran escala diferentes tipos de ensamblaje de particulas de bastante pureza para
distintas aplicaciones. Una ventaja adicional de este método es que las muestras produci-
das pueden ser caracterizadas directamente tras su sintesis sin un posterior tratamiento,

lo que permite un acceso réapido a los resultados de la sintesis.
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Capitulo 8
Conclusiones

Primera. La técnicas instrumentales adquiridas recientemente en nuestro laboratorio
han resultado de gran utilidad para la caracterizacién fisico-quimica de diversos sistemas
macromoleculares y coloidales. Sin embargo, la implementacién de dichas técnicas y el
control y delimitacion de sus posibilidades ha supuesto un esfuerzo considerable, sobre
todo para desentranar los entresijos de los softwares instrumentales con el fin de acceder

y manipular los datos primarios proporcionados por los instrumentos.

Segunda. La técnica de dispersion dindmica de luz implementada en el Zetasizer Nano
ZS de Malvern es capaz de determinar con una buena resolucion el didmetro hidrodinamico
de particulas en un amplio rango de tamanos que abarca desde 1 nm a 4 gm, como hemos
podido comprobar tras medir sacarosa y gotas de una emulsion. Ademas, la modalidad de
dispersién de luz estatica a un solo angulo que implementa el instrumento ha demostrado

ser muy eficaz para la determinacion del peso molecular de moléculas pequenas.

Tercera. La técnica de viscosimetria implementada en el viscosimetro de bola rodante
de Anton Paar proporciona determinaciones muy precisas de la viscosidad, lo que per-
mite una alta precisién en el calculo de la viscosidad especifica. Como consecuencia, la
viscosidad intrinseca puede ser determinada de forma muy aceptable mediante el método
de punto unico, lo que evita tener que utilizar el procedimiento de dilucién, mucho mas
lento y complejo, con la ventaja adicional de que requiere muy poca cantidad de muestra.

Cuarta. Hemos desarrollado el programa RheoFit que permite ajustar facilmente
curvas de viscosidad de fluidos no newtonianos a tres modelos, Ostwald, Sisko y Cross, a
partir de los datos primarios de gradiente de cizalla y viscosidad obtenidos de cualquier

reémetro. La bondad de dicho programa ha sido verificada mediante el ajuste de curvas de
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viscosidad de diversos fluidos estandar obtenidas experimentalmente mediante el reémetro
MCR 102 de Anton Paar, que proporciona una excelente precision con muy poca cantidad
de muestra.

Quinta. La viscosimetria ha demostrado ser una técnica ideal para determinar el
poder intercalador de moléculas pequenas en la cadena de ADN debido a que los cambios
conformacionales producidos en ésta por la intercalacién influyen de forma importante en
la viscosidad de sus disoluciones. Asi, hemos verificado y cuantificado el poder intercalador
de diversos complejos de Pt(II), pudiendo dilucidar cual interacciona mas facilmente con
el ADN.

Sexta. Los experimentos de dispersién dindmica de luz y ultracentrifugacién analitica
han demostrado que la proteina PatZ de E. coli tiene una naturaleza oligomérica. En con-
creto, se ha verificado que tras su autoacetilacién es predominantemente tetramérica, con
algunos octdmeros y una cantidad menor de mondémeros. Las propiedades hidrodinamicas
obtenidas mediante nuestro programa HYDROPRO para un modelo de bolas del tetramero de
la proteina estan en excelente acuerdo con los valores experimentales y validan el modelo
tetramérico propuesto para la proteina mediante calculos computacionales de acoplamien-
to (docking) molecular.

Séptima. La reometria nos permitié conocer el comportamiento viscoso de los fluidos
oviductales de la especie porcina y de fluidos artificiales con gran interés para la reproduc-
cion. La importancia del estudio radica en que la viscosidad de los fluidos implicados en
la reproducciéon animal influye en la capacidad reproductiva. Todos los fluidos estudiados
(biolégicos y artificiales), presentaban comportamiento fluidizante, siendo éste mas pro-
nunciado para fluidos oviductales. Ademas, se ha establecido como la viscosidad de éstos
variaba en funcién de la fase ovulatoria. Se comprobd que la metilcelulosa es un buen
aditivo espesante y que variando su concentracién se puede obtener un valor adecuado
de viscosidad que mejore la capacidad reproductiva. Por otro lado, con nuestro programa
RheoFit realizamos el ajuste de las curvas experimentales, obteniendo buenos resultados
con el modelo de Cross para fluidos artificiales y con el modelo de Ostwald para fluidos
oviductales.

Octava. La determinacion del tamano de gota en una emulsién de naturaleza elec-
troquimica mediante la técnica de dispersion dinamica de luz y su comparacién con los
resultados obtenidos mediante un método electroquimico basado en detectar eventos de
colision a través de interfases polarizadas, permitié comprobar que la técnica electro-

quimica es capaz de determinar el tamano de particulas con carga iénica y que los picos
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de corriente obtenidos en las medidas electroquimicas estan asociados a colisiones indi-
viduales de gotas de la emulsién con la interfase.

Novena. El copolimero PNIPAAM-co-PAMPTMA (+) presenta en disolucién acuosa
una temperatura critica inferior de disolucién (LCST) en torno a 40°C. A temperaturas
inferiores a la LCST las cadenas se encuentran mayoritariamente disueltas de forma indi-
vidual. A temperaturas superiores a la LCST, las cadenas forman agregados debido a que
el segmento de PNIPAAM se vuelve hidrofébico. La importancia de la agregacién depende
de las longitudes relativas de los segmentos de PNIPAAM y PAMPTMA. El proceso de
agregacion es reversible y presenta cierta histéresis.

Décima. La estabilidad de las suspensiones de nanoparticulas de oro disminuye al
aumentar la fuerza idnica y al disminuir el pH debido al apantallamiento de las cargas
superficiales. Tanto la dispersion dinamica de luz como la espectroscopia UV-vis son
técnicas adecuadas para seguir la cinética de agregacién pues tanto el desplazamiento
de los picos de la distribucién de tamano como el desplazamiento del pico de plasmoén
son facilmente detectables. La concentracion de sal critica para que las nanoparticulas
agreguen de forma apreciable resulté ser 0.075 M. Por encima de esa concentracién las
nanoparticulas agregan rapidamente mediante el mecanismo DLCA. A concentraciones de
sal inferiores las nanoparticulas agregan muy lentamente mediante el mecanismo RLCA.

Undécima. La adicién de quitosano a una suspension de nanoparticulas de oro evita
la agregacion de éstas en medio salino. Las cadenas de quitosano forman maranas que
atrapan rapidamente las nanoparticulas individuales e impiden su agregacién, como lo
confirma la ausencia de desplazamiento del pico de plasmoén. Las imagenes de microscopia
electrénica parecen indicar que las nanoparticulas quedan inmovilizadas sobre la superficie
de los agregados de quitosano, formando un nanocomposite de oro y quitosano.

Duodécima. La carga positiva del copolimero PNIPAAM-co-PAMPTMA (+) favorece
sus interacciones con nanoparticulas de oro recubiertas de citrato. Al igual que en el caso
del quitosano, este copolimero parece formar agregados que atrapan las nanoparticulas de
oro impidiendo que éstas agreguen.

Décimotercera. La ultracentrifugacion analitica es una técnica muy adecuada para
separar y caracterizar las distintas especies presentes en una mezcla compleja. Utilizada
junto a los programas de prediccion de propiedades hidrodindamicas basados en modelos
de bolas creados por nuestro Grupo de Investigacion, permite identificar con bastante e-

xactitud las diferentes estructuras a las que da lugar la sintesis de nanoparticulas hibridas
de oro y ADN.
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