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Capitulo 1

Introduccidén

Las dispersiones coloidales, ejemplo tipico de sistemas
mesoscdpicos, son el objeto de estudio de esta tesis. Las dimensiones
que caracterizan este tipo de sistemas se encuentran entre lo
microscopico y lo macroscopico, lo que los hace particularmente
interesantes. Los coloides estan constituidos por un fluido molecular
en el que se encuentran inmersas particulas cuyos tamafios son mucho
mayores que las moléculas que componen el medio dispersor. El
tamano de las particulas coloidales se encuentra entre 1 nmy 1 um. El
tamafio minimo viene impuesto por la necesidad de que las particulas
sean mucho mayores que las moléculas del disolvente, y el tamafio
méaximo debe asegurar que Su movimiento browniano no esté
influenciado por campos externos como el gravitatorio. Debido a su
caracter mesoscépico, las escalas espaciales involucradas, y a su
peculiar composicién los coloides presentan caracteristicas
estructurales y dindmicas muy singulares [Hunter1987].

Existen similitudes muy llamativas entre el comportamiento
configuracional de las dispersiones coloidales y los sistemas
moleculares. De hecho, ambos sistemas presentan transiciones de fase
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liquido-sdlido y propiedades termodinamicas que pueden ser descritas
esencialmente por las mismas leyes fisicas. Esta analogia se mostrara
en el transcurso de la tesis, al aplicar a sistemas coloidales diversas
teorias de Mecénica Estadistica que se desarrollaron en un principio
para describir los estados condensados de la materia. De este modo,
determinados conceptos como la funcion de distribucion radial, g(r),
pensada para describir el orden en sistemas atomicos, han sido
aplicados con éxito a los fluidos coloidales. Al igual que en un liquido
monoatémico donde las interacciones que sufren las moléculas son
modeladas por determinados potenciales, como el de Lenard-Jones, la
interaccion entre las particulas coloidales también se puede describir
mediante un potencial efectivo. Uno de los logros méas importantes
para el desarrollo de una descripcion cuantitativa de los sistemas
coloidales fue precisamente la derivacion de un potencial a pares entre
particulas cargadas. Esta teoria conocida como DLVO (en honor a sus
autores, Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek) considera que el
potencial posee dos contribuciones. La primera de ellas es de origen
electrostatico, consecuencia de la carga superficial de las particulas y
depende fuertemente de la fuerza iénica del medio. La segunda es una
interaccion atractiva de muy corto alcance de tipo London-van der
Waals, debida a la diferencia de polarizabilidad de las moléculas de
las fases sélida y liquida. A lo largo de todo esta tesis, como
trabajaremos con sistemas muy cargados a muy bajas fuerzas ionicas,
la contribucién dominante al potencial es de tipo electrostatico. Las
particulas en este caso pueden interaccionar a muy largas distancias ya
que el potencial y, por lo tanto, las fuerzas que de él se derivan son de
largo alcance. Este tipo de fuerzas se conocen como interacciones
directas. A pesar de que las fracciones de volumen a las que ocurre el
fendmeno de ordenacion espacial son extremadamente pequefias,
comparadas con las de los liquidos moleculares, a estas dispersiones
se las conoce como fluidos coloidales. Ademas, también existe cierta
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analogia en las técnicas experimentales utilizadas para caracterizarlos.
En realidad, la magnitud accesible experimentalmente es el factor de
estructura S(q), que proporciona la misma informacion que g(r) pero
en el espacio de Fourier. El factor de estructura caracteriza el grado de
las correlaciones estéaticas en la densidad en nimero de particulas y da
informacion sobre las interacciones directas entre las particulas
coloidales. La determinacion experimental de las propiedades
estructurales de la materia se ha realizado mediante dispersion de
radiacion electromagnética. En el caso de sistemas atomicos, la
radiacion utilizada es los rayos X. Sin embargo, en los coloides, donde
las escalas espaciales caracteristicas son de caracter mesoscépico, es
posible el uso de una longitud de onda mucho mas larga, como la del
espectro visible. No obstante, también se han utilizado muchas otras
técnicas como la dispersion de neutrones [Wagner1991] o la
videomicroscopia digital [Crocker1994].

En esta tesis nos proponemos como objetivo estudiar
sistematicamente la estructura de dispersiones acuosas de liposomas
cargados a muy bajas fuerzas ionicas. Los factores de estructura se
obtendran mediante dispersion de luz estatica. De esta forma, se
analizara la dependencia del orden local de las suspensiones con la
carga superficial de las particulas y la fraccion de volumen.

Otro de los aspectos interesantes de los sistemas coloidales es
la dindmica, en la que se muestran las peculiaridades que los
diferencian de los sistemas atbmicos 0 moleculares. Al contrario de lo
que ocurre con los Liquidos Simples, en los que el movimiento
molecular es balistico, la dinamica coloidal es disipativa, debido a la
existencia del medio dispersor que provoca un movimiento browniano
de las particulas e interacciones hidrodindmicas a muchos cuerpos. El
movimiento browniano se debe a la transferencia continua de cantidad
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de movimiento de las moléculas del fluido a las particulas coloidales.
Adicionalmente, la presencia del medio continuo en el que estan
dispersas las particulas hace posible que el campo de velocidades
creado en el fluido por una particula en movimiento se transmita a
través del medio y pueda afectar a otras particulas que se encuentran
bastante alejadas de la primera. A estas interacciones se las denomina
hidrodindmicas y son indirectas. En el caso de sistemas muy diluidos,
el movimiento browniano que experimenta una particula aislada esta
muy bien descrito en la literatura [Dhont1996]. Sin embargo, cuando
los sistemas son méas concentrados, las interacciones hidrodinamicas
de largo alcance y las interacciones directas complican
considerablemente el tratamiento tedrico de la dinamica coloidal
[Pusey1991]. En la actualidad no existe un modelo que describa con
exactitud las interacciones hidrodinamicas, y es necesario realizar
aproximaciones a la hora de determinarlas cuantitativamente. Una de
las aproximaciones [Beenakker1984] se basa en el desarrollo en serie
de las fluctuaciones de densidad y se ided, en un principio, para
explicar la dindmica de dispersiones de esferas duras. La otra
aproximacion supone la adicion a pares de las interacciones
hidrodindmicas [Nagele1996] y se utiliza para describir sistemas
coloidales cargados.

En el &mbito experimental, existen varios trabajos que intentan
explicar la dinamica de sistemas formados por esferas duras
[Segre1995], [Segreé1995b], [van Megen1993]. Sin embargo, la
cantidad de experimentos con esferas cargadas es mas reducida
[Philipse1988], [Riese2000], [Phalakornkul1996] y aun quedan
muchos estudios por efectuar. En particular, todos los estudios
existentes, salvo los realizados por Hartl y colaboradores [Hartl1999],
versan sobre dispersiones coloidales no acuosas, por lo que no existe
un control de la carga superficial de estas particulas. EI empleo de
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disolventes no acuosos se realiza, bien para evitar la cristalizacion de
las muestras al disminuir la constante dieléctrica del medio
[Rojas2003], o para disminuir el contraste entre particula y disolvente
y eliminar asi la dispersion mdltiple que imposibilita la
caracterizacion por técnicas de dispersion de luz. En nuestro caso,
estos estudios se han podido realizar con dispersiones acuosas hasta
fracciones de volumen moderadas porque las particulas empleadas,
liposomas, poseen un indice de refraccion muy parecido al del agua.

Otra de las finalidades de esta tesis es el estudio sistemético de
la dinamica de sistemas coloidales acuosos en funcion de la fraccion
de volumen y la carga superficial de las particulas. La escasez de
resultados experimentales en la bibliografia hace particularmente
interesante el analisis. Ademas de poder trabajar a fracciones de
volumen bastante altas, los liposomas presentan otra ventaja. La carga
superficial de las vesiculas se puede controlar facilmente, variando
durante la sintesis la cantidad de fosfolipidos neutros y cargados que
las forman. La caracterizacion dinamica se realiza mediante dispersion
de luz dindmica. A partir de medidas angulares del coeficiente de
difusion efectivo y de los factores de estructura experimentales, se
determinaran las funciones hidrodinamicas H(g) con el fin de
examinar la validez de las teorias hidrodinamicas existentes. Las
funciones hidrodinamicas teoricas se obtuvieron mediante programas
de célculo numérico.

Estos andlisis nos ayudaran a entender un poco mas la
conexion entre estructura e hidrodindmica, que adn sigue siendo
fuente de debate. ;Como afecta el potencial efectivo entre las
particulas a la hidrodinamica del sistema? Se sabe que la
viscoelasticidad y las propiedades difusivas de una dispersion coloidal
dependen de la accion mutua entre las interacciones directas y las
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hidrodindmicas. Esta relacion esta controlada por el cociente entre las
escalas espaciales tipicas del sistema [Cichocki1l991], tales como el
radio de la particula, la distancia de separacion media entre las
particulas y el alcance de las interacciones. Las propiedades
estructurales, mecénicas y dinamicas de una suspension coloidal
pueden cambiar drasticamente cuando se varia alguno de estos
pardmetros. El conocimiento de los efectos macroscopicos
ocasionados por las fuerzas mesoscépicas que actian en el mundo
coloidal posee un enorme interés desde un punto de vista tedrico y
practico por sus directas aplicaciones tecnoldgicas [Chen1992]. Desde
un punto de vista cientifico, es muy interesante estudiar los sistemas
coloidales y los mecanismos que gobiernan este comportamiento tan
complejo. Ademas, debido a que las escalas espaciales y temporales
caracteristicas de los coloides son accesibles experimentalmente, los
sistemas coloidales modelo sirven para poner a prueba los métodos
tedricos originalmente desarrollados en la Fisica de la Materia
Condensada para atomos y adaptados para describir la microestructura
y difusién de sistemas brownianos.

Todos los estudios se llevaran a cabo con dispersiones acuosas
de liposomas cargados. La eleccidn de este sistema se realizd por las
numerosas ventajas que desde un punto de vista experimental
ofertaban: poder trabajar a concentraciones de particulas mucho mas
elevadas sin alterar el medio acuoso en el que estan dispersas y
controlar la carga superficial, variando la proporcion de moléculas
cargadas y neutras que los componen. Al mismo tiempo, existen
numerosas motivaciones adicionales para el estudio de las vesiculas
lipidicas. Los liposomas poseen importantes aplicaciones en
Biotecnologia, Farmacia, Industria Alimentaria... Ademas, al ser
estructuras cerradas formadas por una bicapa lipidica que separa un
volumen acuoso del resto de la dispersion acuosa muestran un gran
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parecido con las membranas de las células bioldgicas. Este gran
parecido ha dado por pensar en el papel que las vesiculas lipidicas
pudieron jugar como precursores de las células durante la era
prebioldgica de la Tierra. Recientemente se ha comprobado que los
liposomas se pueden formar espontdneamente. Esta propiedad, junto
con la posibilidad de enlaces peptidicos controlados y de reacciones
de polimerizacion posibilitan la formacion de vesiculas lipidicas de
mayor complejidad molecular. Estos hechos han podido ser cruciales
durante la evolucion prebioldgica [Luisi1999] y estan de acuerdo con
Oparin cuando establece el origen de la vida en una evolucién
molecular, es decir, que surgio de la materia inanimada a través de un
incremento espontaneo de la complejidad y especificidad moleculares.

Lo anterior hace a las dispersiones de liposomas un candidato
ideal para el estudio de sistemas biologicos bajo condiciones
controladas. Hasta ahora los estudios se habian centrado, basicamente,
en la caracterizacion microscépica de las vesiculas y en las
interacciones especificas con otras moléculas. Sin embargo, también
es necesario estudiar las interacciones liposoma-liposoma que tienen
lugar en una dispersion y sus propiedades difusivas si se quiere
avanzar, por ejemplo, en el uso de los liposomas como vehiculos de
transporte de medicamentos.

Esquema del trabajo

Esta tesis se ha organizado en seis capitulos que se describen
de forma resumida a continuacion.

En el presente capitulo se ha realizado una breve introduccion
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a la ciencia de coloides donde se encuentra enmarcado nuestro trabajo.
A continuacion, se ha presentado la justificacion de este estudio de
investigacion asi como los objetivos que se persiguen.

En el segundo capitulo se hace una revision de ciertos aspectos
tedricos fundamentales para el desarrollo de esta memoria. En primer
lugar se describen todas las fuerzas que estan presentes en un sistema
coloidal. Una descripcién completa de las suspensiones coloidales,
desde un punto de vista estructural y dindmico, debe tener en cuenta
todas las interacciones puestas en juego. A continuacion, se hace
referencia tanto a conceptos de Mecénica Estadistica que se utilizan
para describir la ordenacion espacial como a los métodos necesarios
para tener en cuenta las fuertes correlaciones entre las particulas,
ecuacion de Ornstein-Zernike. Para describir la dindmica de los
sistemas coloidales se introduce la funcion S(g,t) o factor de
estructura dindmico que describe la evolucion de los fluctuaciones
locales de la densidad en nimero de particulas, a partir de la cual se
puede obtener valiosa informacion sobre la dindmica.

En el capitulo 3 se conectan todos los conceptos tedricos
presentados en el capitulo anterior con magnitudes experimentales
obtenidas mediante dispersién de radiacion electromagnética. En este
capitulo se expone la teoria de dispersion de luz estatica (SLS) y
dindmica (DLS) por suspensiones coloidales. Estas técnicas
experimentales nos permiten determinar las magnitudes descritas en el
capitulo anterior que sirven para describir la estatica (factor de
estructura estético, S(q)) y la dindmica (factor de estructura dindmico,
S(q,t)) de cualquier sistema coloidal.

En el capitulo 4, se presenta el sistema experimental utilizado,
las dispersiones de liposomas. Se menciona el proceso de sintesis de
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los liposomas, asi como de su interés como sistema bioldgico. Ademas
se justifica el uso de técnicas de dispersion de luz sin necesidad de
modificar el contraste probando asi la ausencia de dispersion multiple
en todas las concentraciones aqui analizadas.

Los capitulos siguientes, 5y 6, son el nlcleo de este trabajo.
En el capitulo 5 se obtienen por SLS los factores de estructura de las
distintas dispersiones. En la primera parte se analiza la dependencia
entre el orden local de las dispersiones y la carga de las particulas a
una fraccién de volumen dada. La dependencia no mondtona se
explica en términos de un modelo de renormalizacion conocido como
jellium. En la siguiente parte se completa el estudio estructural
analizando también la dependencia de S(q) con la fraccion de volumen
para dispersiones de liposomas con distintas cargas superficiales. Los
resultados experimentales se comparan con factores de estructura
tedricos calculados a partir de teorias de ecuaciones integrales
suponiendo un potencial de interaccién repulsivo de tipo Yukawa. Los
desacuerdos entre teoria y experimento seran comentados finalmente.
En el ultimo capitulo, una vez conocidos los factores de estructura que
describen la organizacion espacial de las particulas dispersadas y que
son necesarios para caracterizar la hidrodindmica del sistema. Se
determinan los coeficientes de difusion efectivos de todos los sistemas
que junto a las medidas de S(q) nos permite determinar las funciones
hidrodindmicas H(q). Posteriormente, las funciones hidrodinamicas
son comparadas con las dos teorias hidrodindmicas mas utilizadas. En
un segundo apartado se estudia la dindmica a tiempos largos de las
diferentes dispersiones. Este estudio nos permite establecer mediante
criterios dinamicos las posibles transiciones liquido-sélido que puedan
existir en la regién del diagrama de fases explorada.
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Capitulo 2

Propiedades Estaticas y Dinamicas de
sistemas coloidales

En un sistema coloidal, las particulas estan sujetas a choques
aleatorios con las moléculas del fluido. Dichos choques son los
responsables del movimiento browniano que experimentan las
particulas en el seno del fluido y fue observado por primera vez de
forma independiente por Robert Brown y Adolphe Brongniant en
1827. El estudio de este movimiento ha sido clave para explicar
muchos de los logros conseguidos por la Fisica de la Materia
Condensada: la utilidad de la Mecénica Estadistica para describir
numerosos sistemas, la confirmacion de la naturaleza molecular de la
materia, la demostracion de la importancia de las fuerzas térmicas en
muchos fenémenos cotidianos....

Al ir aumentando la fraccion de volumen de particulas en la
dispersion, el movimiento browniano se ve también afectado tanto por
las fuerzas hidrodindmicas transmitidas a través del medio dispersor,
como por las interacciones directas entre las particulas. La descripcion
de la dinamica de un sistema coloidal estd enmarcada en la Teoria de
la Mecanica Estadistica de Liquidos y su determinacién experimental
se puede realizar mediante dispersion de luz estatica (SLS) y dindmica
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(DLS). En este capitulo se presentaran los distintos tipos de
interacciones presentes entre las particulas coloidales: térmicas,
directas e hidrodinamicas, la accion conjunta de todas ellas determina
las propiedades dindmicas coloidales. Las interacciones directas en
sistemas cargados se modelan a través de un potencial efectivo de tipo
DLVO, que sera el que establezca la configuracion de las particulas en
la dispersion. Este tipo de interacciones es el que ha permitido
considerar a los coloides como sistemas modelo para estudiar
procesos que suceden a escala atomica.

Por el contrario, las interacciones hidrodinamicas son
caracteristicas de los sistemas coloidales y poseen su origen en el
fluido donde se encuentran inmersas las particulas. El disolvente es el
causante del movimiento difusivo de las mismas, movimiento que
diferencia a un sistema coloidal de un atémico o molecular.

Una vez presentadas las distintas fuerzas que actuan en el
sistema, procederemos a su descripcion estatica y dindmica mediante
dos magnitudes fisicas: el factor de estructura estatico y el factor de
estructura dindmico. Estas magnitudes, como veremos en el siguiente
capitulo, pueden medirse experimentalmente a través de dispersion de

luz.

2.1.- Interacciones en dispersiones coloidales

Bésicamente, tres tipos de interacciones determinan la
dindmica de un sistema coloidal.
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2.1.1.- Interacciones brownianas o térmicas

Las moléculas que componen el fluido donde se encuentran
dispersadas las particulas coloidales estan sometidas a un movimiento
constante y aleatorio provocado por la agitacion térmica. Como se
representa en la figura 2.1, la agitacion térmica ocasiona choques entre
las particulas y las moléculas del disolvente. Como resultado, aunque
no exista ninguna fuerza externa neta, las particulas aisladas
experimentan un movimiento browniano aleatorio que origina rapidas
fluctuaciones en la velocidad de las particulas. El tiempo caracteristico
de estas fluctuaciones 15 se puede expresar como t1=M/{y, donde M es
la masa de la particula y (o el coeficiente de rozamiento de la particula
libre, {y=6mma, con n la viscosidad del fluido y a el radio de la
particula. Estos tiempos son muchos mas pequefios que los tiempos
caracteristicos a los que se puede acceder mediante un experimento de
dispersion de luz.

‘ ?_r:’sﬁﬁio/‘ ./'
”Qt
&

i”f A) B)

Figura 2.1.- Particula browniana en el seno de un fluido. A) El movimiento térmico
de las moléculas del fluido origina colisiones con la particula coloidal. B)
Trayectoria browniana de la particula coloidal representada en intervalos
regulares de tiempo.
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2.1.2.- Interacciones directas

Este tipo de fuerzas son las responsables de la organizacion
espacial de las particulas en la disolucion y determinan las
propiedades estaticas. Las interacciones directas pueden ser de distinta
naturaleza: electrostaticas entre particulas cargadas, de tipo esfera
dura, de dispersion,... Contrariamente a lo que se pueda pensar, las
fuerzas directas producen fluctuaciones sobre la velocidad de las
particulas que son varios 6rdenes de magnitud menor que las causadas
por las fuerzas brownianas. Sin embargo, el tiempo caracteristico de
las fluctuaciones de la velocidad causadas por estas interacciones T, €8
mayor que Tg, por lo que en muchas ocasiones el efecto de las rapidas
fluctuaciones de las intensas fuerzas térmicas y el de las lentas
fluctuaciones de las mas débiles fuerzas directas pueden ser del mismo
orden. En sistemas con particulas que interaccionan débilmente, el
tiempo de relajacion o estructural, 14, se establece como el tiempo
medio que transcurre entre choque y choque de particulas. Otros
autores designan como tiempo de relajacion estructural el tiempo que
tarda una particula libre en recorrer una distancia igual a su radio,
te=a>/Do. Aqui, Dy es el coeficiente de difusion libre de una particula
o0, también conocido como coeficiente de difusion de Stokes-Einstein

D, = Kgl
6mna

(2.1)

donde «p es la constante de Boltzmann y T la temperatura del medio.
Dicho de otro modo, el tiempo de relajacion estructural es una forma
de medir el tiempo que ha de transcurrir para que el sistema coloidal
sufra un cambio perceptible en su configuracion de particulas debido a
la difusion. De este modo, se pueden distinguir dos comportamientos
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bien diferenciados en el coeficiente de difusién; A tiempos cortos,
t<<t,, las particulas no han interaccionado con las particulas vecinas y
la relacion entre el desplazamiento cuadratico medio y el tiempo es
lineal, siendo posible definir un coeficiente de difusion a tiempos
cortos, Ds. Sin embargo, a tiempos mayores las particulas empiezan a
interaccionar con las de los alrededores generando una distribucion
anisotropa de particulas y fuerzas termodinamicas que ralentizan el
movimiento. A tiempos suficientemente grandes, t>> 15, aunque las
particulas siguen interaccionando, se recupera la dependencia lineal
entre el desplazamiento cuadratico medio y el tiempo. A este
coeficiente de difusion se le conoce como difusion a tiempos largos,
D., que es bastante menor que D;.

2.1.3.- Interacciones indirectas o hidrodindmicas

La interaccion hidrodindmica es el acoplamiento existente
entre los movimientos de las particulas que se transmite
indirectamente por los flujos inducidos por las propias particulas en el
fluido. La escala temporal asociada a este tipo de interacciones es
wpL*/m y representa el tiempo que necesita una onda viscosa para
propagarse a lo largo de una distancia tipica entre particulas L, en un
liquido de densidad p. Este tiempo es menor que los tiempos
caracteristicos de los experimentos de correlacion fotonica, por lo que
se considera que las interacciones hidrodindmicas estan totalmente
establecidas y son independientes del tiempo. Una particula que
difunde en el seno de un fluido lo perturba generando un campo de
velocidades debido al acoplamiento entre la velocidad del fluido y la
velocidad de la particula en la superficie. En otras palabras, el campo
de velocidades en el fluido tiene que satisfacer las ecuaciones
hidrodindmicas que estdn sujetas a unas condiciones de frontera
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determinadas en la superficie de las particulas. La naturaleza no local
de las interacciones hidrodinamicas es el factor clave que hace tan
interesante su estudio a la vez que complejo. El acoplamiento
hidrodindmico entre las particulas coloidales juega un papel muy
importante en procesos como sedimentacion [Ladd1996], agregacion
y formacion de geles [Tanaka2000]. Tanaka y colaboradores
simularon por primera vez procesos de agregacion teniendo en cuenta
las interacciones hidrodinamicas. La consideracion de las fuerzas
indirectas les permitid explicar la estructura menos compacta de los
agregados, resultados que no se podian reproducir con simulaciones
de la dinamica browniana. Para resolver el problema hidrodinamico se
ha optado en algunas ocasiones por truncar estas interacciones a partir
de una distancia critica, sin embargo, debido al caracter de largo
alcance de las mismas, la aproximacioén induce a errores, que en
muchos casos no son nada despreciables. Ultimamente han aparecido
aproximaciones mas elaboradas [Cichockil999] que han hecho
posible un gran avance en este campo. No obstante, las interacciones
hidrodindmicas entre particulas siguen siendo un gran obstaculo a la
hora de comprender la dinamica de los sistemas coloidales.

2.2.- Propiedades Configuracionales

Las propiedades configuracionales dan cuenta de Ia
organizacion espacial de las particulas, es decir de la estructura
coloidal promediada en el tiempo. La magnitud que describe este
promedio se denomina factor de estructura estatico, y es la que
determina las propiedades termodinamicas del sistema. Como
veremos, la disposicion espacial de un coloide estd intimamente
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relacionada con las interacciones entre las particulas. Por lo tanto,
conocida la interaccion se conoce la estructura, o a través del proceso
inverso, conocido el factor de estructura, se pueden hacer hipdtesis
sobre el potencial de interaccion.

2.2.1.- “Liquido dispersado en otro liquido”

La descripcion de las propiedades estructurales de dispersiones
coloidales estd basada, principalmente, en los métodos que se
desarrollaron para describir la estructura de liquidos simples
[Hansen1992]. La descripcion completa de una suspension coloidal
debe abarcar tanto al disolvente como a las particulas, asi como a los
pequefios iones producto de las desionizacion de los grupos
superficiales y cantidades de sal que se pueden afadir al sistema para
variar la fuerza idnica. Cuando el nivel de descripcion de un sistema
coloidal se realiza a escalas comparables con las dimensiones de las
particulas coloidales o mayores, la estructura de las pequefias
moléculas del disolvente se puede despreciar. En este contexto, el
disolvente se modela como un medio continuo de constante dieléctrica
€, magnitud importante en dispersiones acuosas de particulas
cargadas. Mientras que la organizacion espacial de las moléculas del
fluido no es relevante a la hora de determinar la estructura de un
coloide, la estructura de los pequefios iones desempefia un papel
crucial. Como ilustracion, en una dispersion de particulas cargadas,
debido a las interacciones coulombianas de largo alcance, la
distribucion de los iones alrededor de las particulas puede tener
dimensiones del didmetro del macroidn o de la distancia de separacion
media entre las particulas. Por tanto, no son los tamafios de las
distintas especies que componen el sistema, sino el alcance de las
correlaciones comparado con la escala espacial en la que se quiere
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conocer la estructura, quién determina qué especies se deben
considerar en el calculo. El modelo que supone al disolvente como
continuo y considera tanto a los pequefios iones como a los
macroiones como esferas duras cargadas se conoce “modelo
primitivo” (PM). Si el efecto de la cantidad de iones presentes en la
disolucion se considera dentro un potencial efectivo, el coloide puede
ser tratado como un sistema monocomponente. En esta nueva
aproximacion, OCM (del inglés One Component Macrofluid), aunque
los pequefios iones no aparecen explicitamente, si son tenidos en
cuenta a través del potencial de interaccion introduciendo el concepto
de apantallamiento de las interacciones electrostaticas entre las
particulas (potencial efectivo de Coulomb apantallado). La
descripcion  estadistica de las propiedades estructurales 'y
termodinamicas del fluido coloidal, considerando el modelo OCM, se
realiza en términos de las teorias clasicas de fluidos simples, donde los
macroiones son tratados como atomos [Hansen1992].

2.2.2.- Mecanica Estadistica en liquidos simples: Obtencion tedrica
de S(q)

El factor de estructura es una funcidon de correlaciéon que da
informacion sobre la ordenacion espacial de las particulas en la
muestra coloidal. En términos mecanoestadisticos esta funcion se
define como

S(q):<§zeid~(ﬁ—ﬁ)> :§Z<eaq(f;—m> 2.2)

i.j=1 =

donde I, yT, representan el vector de posicion de las particulas i1y J,

respectivamente, y g es el vector de onda. Esta magnitud es de enorme
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importancia ya que se puede determinar experimentalmente mediante
dispersion de luz estatica, como veremos en el capitulo siguiente. La
doble sumatoria se puede dividir en dos partes; una donde aparecen
los términos con igual indice (i=]) y otra con los términos cruzados

(i)

Tras realizar el promedio sobre todas las configuraciones se
tiene

S(q)=1-+pjd?reﬁf(g(r)—1):1-+4an:drrz(g(r)—1)§9%i?fl (2.3)

g(r) se conoce como funcion de distribucion radial a pares y posee la
misma informacion fisica que el factor de estructura pero en el espacio
real. La funcidon ¢(r) describe la estructura microscopica de una
suspension coloidal y su descripcion estadistica se expone brevemente
a continuacién. Para un fluido homogéneo e isétropo, la probabilidad
de encontrar una particula en una determinada posicion, supuesto el
origen en una particula dada, es uniforme y coincide con la densidad
de particulas del sistema

Dy — _ﬂ
p U)—p—v (2.4)

Asi pues, la probabilidad de encontrar una particula en una posicionf ,
cuando otra se encuentra en I' , relativa a la misma probabilidad en el
caso de que no interaccionasen, depende solo del modulo de la
diferencia entre sus vectores de posicion

P (. =p”(r=T)) 2.5)
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En la teoria clésica de fluidos, una magnitud de enorme importancia es
la funcién de distribucion radial, que se define como

p?(F ) =p’g(F-F)) (2.6)
donde pg(r) es la densidad de particulas a una distancia r de otra

particula con una posicion dada. La definicion mecanoestadistica de
g(r) en el caso de un sistema homogéneo seria igual a

I
g(r)=?<ZV8(r-n-rj)> 2.7)

=1

Pico principal g(r)

——p Region donde existe una
mayor probahilidad de
encontrar particulas

A largas distancias

qir) tiende a uno. Las
particulas no interaccionan |

1 A ]
\/\/

Zona de volumen excluido

1 1 1 L -

Figura 2.2.- Funcion de distribucion radial tipica de un fluido.

Si retomamos la ecuacion (2.3), vemos que S(Q) no es mas que
la transformada de Fourier tridimensional de la funcion de correlacion
total h(r)=g(r)-1.
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S(A) =1+p] dre7h(r) =1+ 4mp| "drr(g(r)- 1)“‘;(‘1” 2.8)

El factor de estructura sélo depende del modulo del vector de
onda ya que h(r) es una funcion con simetria radial. Por lo tanto, si se
quiere obtener tedricamente el factor de estructura es necesario
conocer primero la funcion de distribucion radial para un potencial de
interaccion dado.

La ecuacion de Ornstein-Zernike (OZ), junto con las
denominadas relaciones de cierre, es uno de los formalismos posibles
para establecer una relacion entre el factor de estructura, el potencial
de interaccion y la funcioén de correlacion total. Ornstein y Zernike
introdujeron una nueva y util funcion, c(r), conocida como funcion de
correlacion directa, motivados por la necesidad de encontrar una
funcién que tuviera el mismo alcance que el potencial de interaccion
y, por consiguiente, no divergiera en el punto critico:

h(r, )=c(r, )+pjdl73C(I’l3)h(l’23) (2.9)
Si desarrollamos de forma recursiva para h(r;), se tiene que

h(r,,) = c(r,)+p| dRe(,)C(ty,) +p° [ dRdF,C(h, o, )C(1y, )+ O(ch) (2.10
)

Fisicamente esta ecuacion indica que la correlacion entre dos
particulas cualesquiera h(r;»), se debe en parte a las correlaciones
directas, c(r2), y también a correlaciones indirectas que se propagan a
través de correlaciones directas entre particulas intermedias. Con la
relacion de Ornstein-Zernike, el problema de la obtencion de g(r) a



Capitulo 2.- Propiedades Estaticas y Dinamicas 34

partir de un potencial sigue sin resolverse, puesto que ahora tenemos
una relacion entre dos funciones que no conocemos y ademas no hace
mencion alguna al potencial de interaccion u(r). Para poder calcular
dichas funciones es necesario establecer una relacion adicional (de
cierre) entre ambas. Las relaciones de cierre son expresiones
aproximadas del desarrollo en serie de diagramas de g(r) en términos
de c(r). La relacion exacta entre ambas funciones es como sigue

g(r) = g PuM+g(N-1-c(r)+B() (2.11)

donde B(r) se le conoce como funcioén puente. Todas las relaciones de
cierre existentes son distintas aproximaciones a B(r).

Aproximacion MSA (Mean Spherical Aproximation)

Esta relacion de cierre es de las mas simples y ha sido utilizada
para el caso de sistemas que interaccionan débilmente. La relacion
entre la funcion de correlacion directa y el potencial de interaccion
viene dada por

Byss =1ng(N-g(nN+1 = c(r)=-Pu(r) (2.12)

La aproximacion MSA so6lo es valida para Bu(r) mucho
menores que la unidad. A esta condicion se le afiade un nuevo término
que tenga en cuenta el volumen de las particulas.

c(r) =-Bu(r) r>o

g(n=0 r<o (2.13)
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donde o es el didmetro de la particula.

Una de las ventajas de la relacion MSA es que posee solucion
analitica para el potencial que se utiliza normalmente en liquidos
coloidales y funciona aceptablemente bien para coloides poco
cargados.

Aproximacion RMSA (Rescaled Mean Spherical Aproximation)

Es una mejora de la anterior, donde se introduce un didmetro
efectivo a partir del cual g(r) no toma valores negativos [Hansen1982]

c(r) =-Pu(r) I > Gefr (2.14)
g =0 I < Ceff

Posee solucion analitica para el potencial que se utiliza normalmente
en liquidos coloidales.

Llegados a este punto, una vez elegido el potencial de
interaccion, ya podemos utilizar a éste como parametro de entrada en
el calculo numérico de g(r) y del factor de estructura estatico para
unas determinadas condiciones termodindmicas de temperatura y
densidad de particulas. El célculo consiste en resolver la ecuacion de
Ornstein-Zernike junto con alguna de las relaciones de cierre
presentadas. La importancia de estas teorias de ecuaciones integrales
es que nos permite obtener tedricamente la funcion de distribucion
radial, a partir de la cudl se pueden conocer otras propiedades
termodindmicas de interés como la presion, P, y la energia del
sistema, U.
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P =1l p——3 IO r’u'(ryg(rydr
(2.15)

U 3i,T © 5
N 2 +2np_[0 rau(rg(rdr

La energia libre F del sistema se podria determinar integrando P o la
energia. Un tercer camino posible para calcular F seria a partir de la
compresibilidad isoterma

o F Y’
=V 2.16
XT ( 6\/2) ( )

teniendo en cuenta que yt se puede obtener como

S(q=0)=pxyTx, (2.17)

Si la funcion g(r) propuesta fuese la correcta, los tres métodos
deberian proporcionar el mismo resultado. Sin embargo, no sucede
asi, puesto que la funcién de distribucion radial se ha obtenido
haciendo uso de aproximaciones. Esta discrepancia se conoce con el
nombre de inconsistencia termodinédmica.

Aproximacion de Rogers-Young (RY)

Rogers y Young introdujeron en las relaciones de cierre
parametros adicionales con el fin de encontrar soluciones
termodinamicamente consistentes. La relacion de cierre propuesta por
estos autores se muestra a continuacion [Rogers1984]
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,ﬁu(r)(lJrey(r o 71]

o= =

(2.18)
donde y(r)=h(r)-c(r) y la funcion f(r) se define de la forma f(r)=1-e™.
El valor de o se elige de tal manera que las soluciones de las
ecuaciones integrales sean termodindmicamente consistentes. En los
casos limite a—0 y o—oo esta relacion de cierre reproduce las
relaciones de Perkus-Yevick y la HNC, respectivamente. Esta
aproximacion da resultados bastante aceptables y determina S(Q) con
elevada precision. En un trabajo de D’ Aguanno y Klein se expone una
generalizacion de la aproximacion de Rogers-Young para sistemas
polidispersos [D’Aguanno1992].

Aproximacion de la cadena hiper-reticulada, HNC

Es la relacion de cierre mas utilizada con potenciales de tipo
Yukawa de largo alcance.

Bipne =0 = g(r)=e MO (2.19)

Aproximacion de Percus-Yevick (PY)

La relacion de Perkus-Yevick proporciona buenos resultados
para potenciales de tipo esfera dura de corto alcance

B,y =—(9(n)~-c(r) +1+In(g(r)—c(r) = c(r) = g(r)(1 -e") (2.20)
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Hasta aqui se ha expuesto el método de las ecuaciones
integrales como herramienta practica para determinar la funcion de
distribucion radial a partir de un potencial de interaccion dado.
Llegados a este punto, tan s6lo nos queda aplicar la ecuacion 2.7 para
conseguir el factor de estructura, fin ultimo de este apartado.

2.3.- Propiedades Dinamicas
2.3.1.- Factor de estructura dinamico

El estudio dindmico de un coloide consiste en el seguimiento
de la trayectoria de cada una de las particulas que componen el
sistema en funcion del tiempo. El factor de estructura dinamico, S(q,t),
de forma similar al caso estatico, se define como la funcion de
autocorrelacion de las fluctuaciones microscopicas de la densidad

N
5¢(,t) = ¢(d,1) —(c(G,1)) dondec(d,t)= i
i=1

S(q,t) = §<6c(—q,0)5c(q’,t)> (2.21)

La tnica diferencia es que ahora se estudia la evolucion temporal de la
configuracidon espacial de las particulas, por lo que las funciones de
correlacion también dependen del tiempo.

De hecho, en el instante inicial, el factor de estructura
dinamico es igual al factor de estructura estatico.

8(g,0) = S(a) = (c(~0,0)c(d,0)) (2.22)
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El factor de estructura dinamico, se puede descomponer en dos partes,
una parte que da cuenta de las correlaciones entre las posiciones de
una misma particula (parte “auto”) y la otra compuesta por los
términos cruzados (i#j) (parte colectiva). Asi, la ecuacion (2.22), toma

la forma
AA(F (D)=
S(qg,t) = (TR OY | — O IO AN
@0 ) NZ:‘< > o (2.23)
— SaUtO(q,t)+SCOI (q,t)

De manera andloga a como se realizaba la descripcion
estructural en términos de g(r), las funciones que describen
estadisticamente al sistema en el espacio real son G(r,t) y G®(r,t). La
funcion G(r,t), también conocida como funcion de autocorrelacion de
van Hove, proporciona la densidad de probabilidad de encontrar a una
particula a una distancia r en un instante t, si en el instante inicial se
encontraba en el origen.

G(r.) = (3(F ~F() - (0)) (2.24)

De su definicion se tiene que la maxima correlacion se correspondera
con el instante inicial, y para tiempos o distancias muy grandes esta
correlacion desaparece.

G(r,0)=298(r)

1 (2.25)
G(r - o,t) =G(r,t > x) =V ~ 0

Aqui también se puede definir una magnitud equivalente en el espacio
reciproco que se conoce como factor de estructura autodinamico,
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puesto que solo proporciona informacion sobre la dindmica de una
particula.

S0 (g ) = < eiq-(ﬁ<t)—ﬁ(0))> _ J’ Pre " G(r,t) (2.26)

Por el contrario, la funcidén de correlacion colectiva de van Hove,
GCO'(r,t) aporta informacion sobre el movimiento relativo de particulas
distintas.

G°°'(r,t)=%<i\%8(f—ﬁ(t)+Fj(O))> (2.27)
p

i#]

La funcion G*(r,t) representa, fijada una particula en el origen en el
instante t=0, la densidad de probabilidad condicional de encontrar a
otra particula a una distancia r del origen en un tiempo t. La funcion
de correlacion de esta densidad de probabilidad se denomina factor de
estructura dindmico colectivo.

Scol (q t) _ ii<eiq-(ﬁ(t)—fj (0)> —N§
L) = 0
NS ! (2.28)

=p j d’re (G (r,t)-1)

En el instante inicial, la funcién GCO'(r,t) representa la funcion de
distribucion radial g(r). Para tiempos muy grandes encontramos
Gl(r,t—00)= GP(r—a0,t)=1.
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2.3.2.- Evolucion temporal de S(q,t)

Como ya sabemos, el factor de estructura dindmico definido
como

S(q,t) = %(&(—q, 0)3c(d, t)) (2.29)

representa la transformada de Fourier de la densidad microscopica de
particulas en un instante t. En un sistema ergodico, < > simboliza un
promedio temporal o sobre la colectividad. El factor de estructura
dindmico depende tanto de las interacciones directas presentes entre
las particulas como de las hidrodindmicas mediadas por el fluido. El
origen de las interacciones hidrodindmicas se encuentra en las lineas
de flujo existentes en el medio circundante que han sido generadas por
el movimiento de las particulas. Como vimos, al contrario de lo que
ocurre con S(q,t), el factor de estructura estatico S(¢,0) sélo se ve
afectado por las interacciones directas. La ecuacion de Liouville
describe de forma exacta la dindmica del sistema y en cualquier escala
de tiempos. Sin embargo, como experimentalmente sélo tenemos
acceso a tiempos superiores a T s0lo es posible seguir las variaciones
de la intensidad ocasionadas por el movimiento de las particulas. Este
hecho permite seguir la evolucion temporal de las posiciones de las
particulas sobre las bases de la ecuacion de Smoluchowski
generalizada (GSE) donde se supone que las escalas temporales entre
la dindmica del fluido y el movimiento difusivo de las particulas son
totalmente independientes. En este contexto las interacciones
hidrodindmicas act@lan instantineamente. En la dindmica de
Smoluchowski, S(q,t) se puede expresar como [Baurl996],
[Nagele1996]

S(q,t)=§<6c(—q>eﬁt6c<a)> (2.30)



Capitulo 2.- Propiedades Estaticas y Dinamicas 42

N — —
donde Q(F")=>"V,-D,(RY)- [Vj - BFj] es el operador diferencial

i,j=1
GSE. Aqui, F™={F,F,..f,}, indica el conjunto de vectores de
posicion de las N particulas, los tensores de difusion Dij(fN) dan
cuenta de las interacciones hidrodinamicas entre las particulas i y j
para una configuracion dada, B=1/xgT y lfj:—V U (F™) expresa la

fuerza total que actiia sobre la particula j ejercida por las (N-1)
particulas restantes. <..> representa el promedio sobre la colectividad

la funcién de distribucion en el equilibrio.
Diferenciando (2.30) y tras algunas operaciones se puede demostrar
que

dsé?’t) ~ "D, 5@+ [ duM (g,t -1 2 (2.31)

S(a)

Des es el coeficiente de difusion efectivo a tiempos cortos, M(q,t) es la
funcion memoria, y S(q)=S(q,0) es el factor de estructura estatico. La
funcion memoria describe los efectos de interacciones dindmicas que
no actian instantdneamente. La ecuacion de (2.31) se puede resolver
mediante una transformada de Laplace

<0 = S()

donde z es la variable de la transformada. El kernel de difusion
colectivo viene dado por
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< M(q,2)
D(q, 7)=D(q)- 233
(q,2)=D(q) 5@ (2.33)

Esta ecuacion también es equivalente a la relacion de Stokes-Einstein
generalizada

kT 1
S(a) &q.2)

D(q,z) = (2.34)

La funcién(q,z)es el coeficiente de rozamiento y depende de la

frecuencia y el vector de onda. El coeficiente de rozamiento
caracteriza las propiedades viscoelasticas de la dispersion. En el
régimen diluido, donde no existen interacciones entre las particulas,

&(q,z)se reduce al conocido coeficiente de friccion de Stokes-

Einstein &. Los efectos de memoria se manifiestan para tiempos t>1,,
y dan lugar a una relajacion mas lenta de S(q,t) comparada con su
comportamiento a tiempos cortos. Como se puede observar, la
evolucion temporal de la configuracion de particulas descrita por la
ecuacion de Smoluchowski generalizada se puede caracterizar en dos
regimenes temporales diferentes, a tiempos cortos <<t <<t,, donde
17=a2/Dy es el tiempo de relajacion estructural y a tiempos largos
t>>1,. A tiempos cortos, S(q,t) decae exponencialmente (para ver un
desarrollo completo consultar [Pusey,1991])

S(q.t) = S(g)e™ = (2.35)

donde 15 es el tiempo de caida
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S(a)
1(0)=——"— (2.36)
© 9’DH@)
aqui Dy es el coeficiente de difusion libre de Stokes-Einstein y
1 N ig-(F—F)
H(@) =(—=>.G-Dy(F")-ge""" (2.37)
NDo i,j=1 :

con G=0/q. Esta funcion H(q) contiene el efecto de las interacciones

hidrodindmicas promediadas sobre la dindmica de la dispersion a
tiempos cortos. Cuando las interacciones hidrodinamicas son
despreciables, H(q) permanece constante ¢ igual a la unidad. En varios
trabajos teoricos se han aportado distintos métodos para evaluar la
funcion hidrodinamica [Beenakker1984], [Nagelel994] y han
contribuido a una mejor comprension de la dindmica a tiempos cortos
(véase Apéndice I), incluso en sistemas polidispersos [Nagele1993],
[Phalakornkul1996]. Asimismo, en estos estudios se encontraron
diferencias cualitativas entre las HI presentes en sistemas cargados y

las presentes en sistemas interaccionando como esferas duras
[Nagele1994], [Nagele1996].
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Capitulo 3

Determinacion experimental de los
factores de estructura estatico y
dinamico: SLSy DLS

La dispersion de luz visible, en la que se basan los dispositivos
empleados en esta tesis, es una de las principales técnicas
experimentales  utilizadas para  estudiar las  propiedades
configuracionales y dindmicas de los sistemas coloidales dado que el
tamafio de las particulas coloidales, asi como las distancias entre
particulas vecinas, son del orden de las longitudes de onda
correspondientes al espectro visible. En este capitulo se explicara
como mediante dispersion de luz es posible acceder
experimentalmente a los factores de estructura estaticos y dindmicos
del sistema, fin ultimo de nuestro trabajo. Estas magnitudes, descritas
en el capitulo anterior, proporcionan informacién sobre las
propiedades estadisticas de los coloides, como son los fendmenos
difusivos o las propiedades termodindmicas. La dispersion de luz es
una herramienta tan util porque la intensidad dispersada por una
suspension es directamente proporcional a una determinada
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componente de Fourier de la densidad microscopica. Es decir, existe
una relacion directa entre la luz dispersada por un sistema coloidal y
las fluctuaciones de densidad que en ¢l tienen lugar. Por ultimo se
presentan los dispositivos con los que hemos medido los factores de
estructura estaticos, S(g), y dinamicos, S(g,t): MALVERN 4700C,
ALV/500E fast-correlator, y 3D-DLS. Ademas, se ha incluido la
descripcion de otro dispositivo con el que se midieron movilidades
electroforéticas, Zeta-PALS. Aunque la naturaleza de los
experimentos es muy diferente, el motivo de incluir el ultimo
dispositivo se debe a que la movilidad se obtiene también analizando
la intensidad que dispersa una suspension coloidal bajo la influencia
de un campo eléctrico externo.

3.1.- Dispersion de luz por suspensiones coloidales

Cuando una radiacién electromagnética incide sobre una
muestra que presenta inhomogeneidades espaciales de su indice de
refraccion, como puede ser un conjunto de particulas coloidales
suspendidas aleatoriamente en un fluido, ésta es dispersada. La
amplitud del campo eléctrico dispersado por diferentes zonas de la
muestra interfieren creando un patrén de interferencias con zonas
claro-oscuras en el campo lejano. Este patron de interferencias refleja
la configuracion espacial instantdnea de los centros dispersores
(particulas coloidales). Si, ademads, las particulas se encuentran en
movimiento, el patron de interferencias cambiara en el tiempo, de
manera que las zonas que inicialmente brillaban pasaran a ser oscuras
y viceversa. Por lo tanto, si se colocara un detector en el campo lejano
de dimensiones similares a las de estos puntos creados por las
interferencias, la intensidad medida en esa zona fluctuaré en el tiempo
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en funcion del movimiento de las particulas dispersoras. La geometria
caracteristica de un experimento de dispersion se muestra en la figura
3.1.

onda plana
e
o

- .lI
g

Figura 3.1.- Esquema de un proceso de dispersion de luz donde se supone que las
ondas incidentes y las registradas en el campo lejano son planas, ya que la
distancia fuente-muestra y muestra-detector, respectivamente, son mucho mayores
que el tamario del volumen de dispersion.

Cuando un haz laser colimado de vector de onda ¢,incide

sobre la muestra, induce un movimiento oscilatorio sobre los
electrones presentes en las particulas. Las cargas en movimiento
actian como fuentes de radiacion y dispersan luz en todas direcciones.
De esta manera, el campo eléctrico dispersado en una determinada
direccion, ¢, serd la suma de los campos eléctricos dispersados por
cada particula en esa misma direccion. La diferencia de fase de la luz
dispersada por dos particulas depende de la posicion relativa de las
mismas y de la direccion en la que se mida el campo eléctrico. El
proceso de dispersion se describe en términos del vector de
dispersion, g =g, —g,, cuyo moddulo viene dado por la siguiente

igualdad
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q:@sin(g] (3.1)

Ao representa la longitud de onda del haz laser en el vacio, n el indice
de refraccion del medio, y 0 el d&ngulo en el que se encuentra situado el
detector respecto a la direccion de la radiacion incidente. Para deducir
esta expresion se ha supuesto que el proceso de dispersion es eldstico.
En resumen, el problema de dispersion de luz consiste en determinar
la relacion entre el campo eléctrico incidente y el dispersado. Dado
que el campo dispersado es producto de la interaccion de radiacion
electromagnética con las cargas eléctricas del medio dispersor, la
solucion viene dada por las ecuaciones de Maxwell. Una descripcion
completa de la teoria de dispersion de luz por particulas dieléctricas se
puede encontrar en [Dhont1996], [Bernel990].

Si sobre una particula incide un haz monocromatico colimado, el
campo eléctrico incidente viene descrito por una onda plana

E,(7.t) = E,e"@” " (3.2)

Aqui, Eo es la amplitud de la onda incidente, ® es la frecuencia de la
radiacion y g,es el vector de onda con direccion la de propagacion de

la onda y modulo 2nn/Ay. Resolviendo las ecuaciones de Maxwell y
suponiendo despreciables los eventos de dispersion multiple, se
obtiene que las propiedades de las particulas y las posiciones relativas
entre ellas son las que determinan el proceso de dispersion. La
resolucion de este problema tan complejo se ve enormemente
simplificado si se considera que tanto las particulas como el medio
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son materiales dieléctricos lineales con permeabilidad magnética igual
a la del vacio y que la interaccion luz-materia es elastica. Ademas, el
medio se supone con permitividad constante, es decir, homogéneo, por
lo que la intensidad dispersada se debe exclusivamente a la presencia
de particulas. Otra de las aproximaciones aplicables en caso de
particulas pequefias (diametro menor que la inversa del vector de
onda) o con un indice de refraccion muy parecido al del medio es la de
Rayleigh-Gans-Debye (RGD). En la teoria de estos autores el campo
total dispersado por una particula es la suma coherente de los campos
dispersados por elementos unitarios de volumen en los que se divide
la particula. O, equivalentemente, que el cambio de fase que sufre la
onda incidente dentro de una particula es despreciable. Estos
requisitos se cumplen cuando se satisface la siguiente condicion.

27a

—\m-10 1 33
im=1 (3.3)

m representa el cociente entre el indice de refraccion de la particula y

el del medio y a es el radio de la particula.

Bajo estos supuestos el campo dispersado por un conjunto de N

particulas es igual a

—

2 igyr s N
™o q, © > 449 D (= = ~ —i(Go—Gq) 7
EMT%T{I”—S]Z (G =G,)- Ege™ ™" (34

El tensor éj(cio —g,)es conocido como amplitud de dispersion de la

particula j y se define como

A — ,é—S i —1(Gn—d.)F
BG4, =[ d'r=—re o (3.5)
F
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donde € y ¢&r son las permitividades dieléctricas del centro dispersor y

del medio circundante, respectivamente, ¢ [ es la matriz identidad.
Basicamente, la matriz amplitud de dispersion es la transformada de
Fourier del perfil del indice de refraccion n(r) de las particulas, ya que

n(r)=4/e(r). Si las particulas son esféricas e isétropas, su
permitividad es constante y el tensor amplitud del campo queda como
é(cj):B(cj)f , que esta relacionado con el factor de forma de la

particula a través de la siguiente expresion

B@[ 1
P(Q) = 2 -T2
BO V

Ie_iq.(;,_;,.> dV‘z (3.6)

Luego, el campo eléctrico total en una posicion 7, donde se sitia el
punto de observacion, sera la superposicion del campo eléctrico
dispersado y el incidente:

E(F)=E,e"” +E,(F) (3.7)

Sin embargo, la magnitud que se detecta experimentalmente es la
intensidad que se puede calcular a partir del campo eléctrico

1 & - _ 12 q4 I N e )
I = — ZE E- :I __10 . B B e‘] iTL 3,8
D=5 e B =l e o A LB @B @ (3.9)

i,j=1

donde 7,y n,son los vectores unitarios en la direccion de polarizacion

de la luz detectada e incidente, respectivamente, € I, = /e, /p, E; /2
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Seglin esta expresion se podria deducir que la intensidad es
independiente del tiempo. En realidad no ocurre asi, sino que el
campo dispersado es una magnitud variable con el tiempo, puesto que
las particulas coloidales se encuentran sometidas a un movimiento
browniano. Lo que ha sucedido es que, a la hora de resolver las
ecuaciones de la teoria electromagnética, se parti6 de una
configuracion fija de particulas.

3.2.- Dispersion estatica de luz (SLS): Determinacion
experimental de S(q)

Experimentalmente, el factor de estructura se puede determinar
mediante dispersion de luz. Esta magnitud describe las propiedades
estructurales, o dicho de otra forma, la distribucion promedio de
particulas del sistema en el equilibrio. Por lo tanto, no nos interesa
conocer la evolucion temporal de la intensidad sino su valor promedio

I(§)=<I(q,t)>. En el caso de sistemas ergddicos, el promedio

temporal es andlogo al promedio espacial sobre la colectividad en un
instante determinado.

3.2.1.- Sistemas monodispersos

En el caso de particulas idénticas, l?i@) =B (), la intensidad

dispersada quedaria como
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1 L. . - = YR
I(Q):EQ/%‘E'%‘Z:[0(41—(;)2(”0'nd)2|B(q)|ZZ:l<eq(‘ j)> (3.9)
0 ij=

La sumatoria que aparece en la segunda igualdad coincide, salvo una
constante, con la definicion de factor de estructura introducida en el
capitulo anterior.

S = 2 (") (3.10)

i,j

De esta forma, la intensidad dispersada por unidad de volumen es
igual a

4

I(q) = 1,2 Gi, -ii, V2 (m* = 1) pP(q)S(q) (3.11)
(4mr)

donde V), es el volumen de la particula. La intensidad dispersada posee
una dependencia angular a través de P(q) y de S(g). Esto es, una
debido a efectos de interferencias entre los campos dispersados por
distintos elementos de volumen de una misma particula, y la otra
debida a la posicion relativa de las particulas en la disolucion.

Para el caso de una esfera maciza, el factor de forma viene dado por

O o1

En el caso de una vesicula (ver dibujo), que se modela como una
esfera hueca delimitada por una corteza de espesor (1-f)a, el factor de
forma se calcula a través de la igualdad



Capitulo 3.- Determinacion experimental de los factores de 53
estructura estatico y dinamico: SLS y DLS

P(g)= {m [sen(ga)—qacos(qa)+tgacos(ga)—sen(tq a)]} (3.23)

Figura 3.2.- Corte transversal de una vesicula.

3.2.2.- Sistemas multicomponentes y/o polidispersos

En todo el desarrollo anterior se ha considerado un sistema
coloidal formado por particulas idénticas, sin embargo,
experimentalmente, es extremadamente dificil sintetizar coloides
formado por particulas de igual tamafio y composicion. Y, en otras
ocasiones, interesa estudiar mezclas de distintas especies. De manera
analoga a como se hizo para particulas idénticas, aunque los célculos
son un poco mas tediosos, se obtienen las siguientes expresiones para
un sistema formado por p especies
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@YY S YB@B @) 14

k=1 1=l i=l j=1

donde N y N; son el numero de particulas de las especies ky /.
Para cada pareja de especies se define un factor de estructura parcial

1 s/ g
Su@ =12 27 (3.15)

i=l j=1

Tal y como se hizo para particulas idénticas, se puede demostrar
4np o .
Si(q@) = x8y + x,.x, TPJ-O drSIH(qr)r(gkl(r) _1) (3.16)

Del mismo modo, se definen las siguientes magnitudes promediadas
sobre las clases de particulas

1B(O)]" = x,|B.(O)f

_ Zp: Xy |Bk (CI)|2

P(q) == -
|B(0)
- Zp:ZP:Bk (q)Bl*(q)Skl (q)
S(q) === (3.17)

1B(O)|" P(q)
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La expresion final de la intensidad, que es una generalizacion de la
ecuacion (3.11), tendria la forma

I(q)=KpP(q)S(q) (3.18)

Asi, la intensidad dispersada por un sistema coloidal correlacionado
proporciona informacioén tanto de las particulas, a través de P(g),
como de las interacciones presentes entre ellas a través del factor de
estructura estatico, S(g). Experimentalmente la ecuacion (3.18) nos va
a ser muy util en la determinacion de S(g).

3.2.3.-Determinacion experimental de S(q)

Si consideramos una muestra diluida con una densidad en
numero de particulas py, el factor de estructura seria constante e igual
a uno, puesto que las particulas estan lo suficientemente alejadas para
que no interaccionen. La intensidad dispersada por la muestra sélo
dependerd, salvo constantes, del factor de forma

I,(q)=Kp,P(q) (3.19)

Como ejemplo, en la siguiente figura se muestra la intensidad
dispersada por una suspension de latex muy diluida, Fig. 3.3 A). En la
grafica, ademas de los datos experimentales aparece en linea continua
el correspondiente ajuste teorico dado por el factor de forma de una
esfera de didmetro 80 nm.
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Figura 3.3.- A)Intensidad  dispersada por una muestra muy diluida,
B)Intensidad dispersada por una muestra correlacionada.

A la hora de medir el factor de estructura de un sistema coloidal,
tan s6lo deberiamos hacer el cociente entre la intensidad que dispersa
la muestra correlacionada, I(g) (3.3.-B) y la dispersada por una
muestra diluida de las mismas caracteristicas, Iy(q)

I(q)=K pP(q)S(q)} S(@) = Pol(q) (3.20)
1,(q)=Kp,P(q) pl,(q) '

En la figura 3.3 B) se muestra el barrido angular de la intensidad
dispersada por una muestra de latex desionizada a una fraccion de
volumen mayor. Claramente, la dependencia angular de la intensidad
pone de manifiesto la correlacion entre las particulas donde la
posicion del maximo principal da una idea de la distancia media de
separacion entre particulas. Finalmente, el factor de estructura se
consigue dividiendo las intensidades dispersadas por ambas muestras.
El factor de estructura de la dispersion de latex analizada se muestra
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en la grafica 3.4.
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Figura 3.4.- Factor de estructura estdtico experimental de una suspension de ldatex
sulfonato a una fraccion de volumen 0.07%.

3.3.- Dispersion dinamica de luz (DLS)

La dispersion dinamica de luz, también se conoce como
dispersion de luz cuasi-estatica (QELS), ya que sélo cambia la
direccion del vector de dispersion pero no el moddulo. En una
dispersion coloidal, la intensidad dispersada a un determinado dngulo
fluctia en el tiempo debido al movimiento Browniano de las
particulas puesto que la intensidad dispersada en un tiempo ¢ depende
de la configuracion espacial de las particulas en ese mismo instante. El
movimiento de las particulas coloidales en el seno del fluido ocasiona
fluctuaciones de la intensidad. La funcion que describe las
fluctuaciones de la intensidad dispersada /(g,z) es su funcion de
autocorrelacion, que se define como
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G,(g:) =(1(g,D1(g,7+1)) = %jj dul(g,0)I(g,T+1)  (3.21)

En el instante =0, la funciéon de autocorrelacion de la intensidad

alcanza su valor maximo <I(q)2>, mientras que para tiempos bastante

mas grandes la intensidad /(r=0) e I(z) son independientes y

G,(g.0={I(q))".

Equivalentemente, 3.21 se puede formular en funcion del campo
eléctrico

G, (4.0 =48—f<<Ed (0)-i,)(Ea(1)-A, ) Ea (r+r)-ﬁd)(EZ(r+r)-ﬁd)> (3.22)

Yo

Debido al movimiento browniano de las particulas en la
disolucion, el campo eléctrico posee un caracter aleatorio. El teorema
del limite central establece que el campo eléctrico total dispersado por
la muestra (suma de los campos dispersados por cada una de las
particulas) es también una variable aleatoria que responde a una
distribucion gaussiana. Teniendo en cuenta que la media de un
producto de variables aleatorias se puede expresar como media de
productos de dos variables se tiene
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Gi) = | ((Bo(e) ) Eu(0-3)) | Bs(a+0)- A )E, (54001

Ho
H{(Eo ) Es(er0- ) B @) E,0-7,)) (3.23)

R GIORN CACHEN (GICEA GICHENY

3% sumando

En el caso del campo eléctrico, la funcidon de autocorrelacion satisface

GE(&,t)zé \/SZ<(Ed(T)-ﬁd)(EZ(r+t)-ﬁd)> (3.24)

Retomando la ecuacion (3.23), observamos que el primer término es
igual a la intensidad media al cuadrado I°(G) = <I(81, ’C)>2 . El segundo

sumando se anula para vectores de onda no nulos, ya que si
desarrollamos los productos y calculamos las integrales, se observa
que la integral es la unidad para g=0 y cero para el resto. El resultado
se obtiene suponiendo un volumen de dispersion infinito, que
experimentalmente equivale a que sea muy grande comparado con
21/q, en otras palabras, las dimensiones del volumen de dispersion
han de ser mayores que el alcance de las correlaciones. El tercer y
ultimo término es el cuadrado de la funcidon de autocorrelacion del
campo. Con todas estas consideraciones, la dependencia entre la
funcion de autocorrelacion de la intensidad y la del campo viene dada
por la siguiente expresion, conocida como relacion de Siegert.
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G,(§.t)= 1> +|G(g.0)[ (3.25)

Normalizando esta ecuacion por la intensidad media al cuadrado se

tiene
. . 2
g.(G.1) =1+|g(g,1)| (3.26)
donde
- G.(q.t -~ G.(q.t
g@n=21 0y g g = D

Desde un punto de vista experimental, esta relacion debe ser corregida
ya que el detector posee un diafragma con una abertura finita (no es
puntual) y tampoco se registra la luz dispersada por un volumen
infinitamente pequefio, lo que conlleva que la luz dispersada detectada
no posea un unico vector de dispersion. Las interferencias entre los
campos correspondientes a distintos vectores de onda introducen un
grado de incoherencia que viene representado por la constante de
Siegert, B. Normalmente, si el experimento ha sido correctamente
disefiado, el factor serd préximo a uno. La relaciéon de Siegert
corregida toma la forma

2,(G.6)=1+P|g; @0 (3.27)

Como se muestra en la figura 3.5, en los instantes iniciales, donde ¢ es
mucho mas pequefio que el tiempo caracteristico de las fluctuaciones,
I(t) e I(t+f) son muy parecidas y estan muy correlacionadas, sin
embargo, al ir aumentando el tiempo de correlacion ¢, la correlacion
entre las sefales va disminuyendo.
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Figura 3.5.- Funcion de autocorrelacion de la intensidad, g;—1, obtenida a partir de

la sefial detectada I(t) que aparece insertada en la grafica

3.3.1.- Determinacion experimental de S(q,t)

El factor de estructura dindmico se obtiene de manera
inmediata a partir de medidas de dipersion de luz dindmica, como
veremos en este apartado. Si analizamos el término de la funcién de
autocorrelacion del campo normalizada, que es donde se encuentra la
dependencia temporal, se obtiene

o (£,@.0E @) (E@.0E@.0)
o (&) (1@))
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Mz

> (expid-(:0) (1) ]
= (3.28)

L3S ool )

1 N:1 N A
= SN 22 lepid (0 -r0]) ==

1
_ N¢

—_

1

donde S(gq,?) se ha definido como el factor de estructura dindmico,
puesto que proporciona informacién sobre la dindmica del sistema.

S@0 =+ > (exp[ig-(:(0) 70|} x g.(q.0)  (3:29)

1
NT j=1

Como vemos la funcion de autocorrelacion del campo, gg(g,t),
derivada a partir de las teorias de dispersion de luz es, salvo una
constante, S(g,?), magnitud que habia sido definida para describir la
dindmica de un coloide a partir de teorias mecano-estadisticas. En la
practica, se trabaja con la funcion f{g,?) que es el factor de estructura
dindmico normalizado por su valor en el instante inicial a ese vector
de onda. La razén se debe a que esta magnitud coincide exactamente
con la funcién de correlacion del campo y por eso muchas veces se la
conoce como funciéon de dispersion intermedia normalizada. Este
resultado es de enorme importancia, ya que demuestra como a partir
de técnicas de dispersion dinamica de luz, podemos determinar el
factor de estructura dinamico. La funcion refleja, pues, la relajacion de
las fluctuaciones de densidad sinusoidales de vector de onda 2n/q.



Capitulo 3.- Determinacion experimental de los factores de 63
estructura estatico y dindmico: SLS y DLS

En el caso de un sistema polidisperso, el factor de estructura
estatico (ver apartado anterior) y dindmico, respectivamente, vendrian

dados por
S()= NBZ = ZZ{B (@B,(@)exp[ i 7))
(3.30)
S =——>3 (B @B e[ iG:0)7.0) )

q) i=1 j=1

Con el fin de mostrar el significado fisico de esta funcién, el
desarrollo que se presenta a continuacion se realiz6 con la version
monodispersa de S(g,z). El motivo no es otro que la simplicidad.
Aunque parte de la informacion que a continuacion se presenta puede
resultar redundante, hemos creido conveniente repetir ciertos
conceptos para relacionarlos con magnitudes obtenidas con técnicas
DLS.

Como vimos en la definicion del factor de estructura dindmico en el
capitulo anterior, S(g,#) se puede dividir en dos partes: una con N
términos donde i=j correspondiente a la parte “auto”, y otra con
sumandos i#j correspondiente a la parte “colectiva”

S(q.0)=5"(g.0)+ 5" (q.1) (3.31)

S contiene informacion sobre la dindmica de una particula. Aunque
solo se describa la evolucidon del vector de posicion de una particula
individual, esta funcion depende de las interacciones a través de la
funcion densidad de probabilidad, respecto a la cual se calcula el valor
promedio. Algunas de las magnitudes relacionadas con este tipo de
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movimiento son, por ejemplo, el coeficiente de autodifusion, D™, el
desplazamiento cuadratico medio
5 e . N 1 ) aZSauto (q, t)
(a2 ) =170 -7 O)F ) =~ lim - (332)

la funcidn de autocorrelacion de la velocidad de las particulas,....

El segundo sumando, S(¢,7), que depende de los términos
cruzados, es la funcion de correlacion colectiva que describe las
correlaciones entre particulas diferentes.

3.3.2.- Dinamica a tiempos cortos

En el caso de que las particulas interaccionen entre si, la
relajacion de la funcion de dispersion gg(g,t) no es exponencial. La
dependencia temporal a tiempos cortos se analiza mediante un
desarrollo por el método de los cumulantes de la funcion de
autocorrelacion del campo [Koppell972].

g, (%U _ e—FI(q)t+Fz(q)t2—F3(q)t3+ ..... (3.33)

donde T'i(¢)= I'(g) es el primer cumulante. La relajacion inicial de
f(q.t) describe el coeficiente de difusién efectivo a tiempos cortos

D™ (q) [Pusey1991], [Snookl983]

. Oln N corto
()= lig- TREHED _ peme g (334)

ef
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Por lo tanto, el comportamiento de la funcion de dispersion intermedia
f(q.t) se describe como

g:(q0)= flg)=e " =e P (3.35)

3.3.2.1- Funcion hidrodinamica, H(q)

Partiendo de la ecuacion (3.35), se puede demostrar [Pusey1991] que
el coeficiente de difusion viene dado por

DY (q)= %q()q) (3.36)

donde Dy es el coeficiente de difusion libre, S(g) es el factor de
estructura estatico y H(g) es la funcioén hidrodindmica que describe el
efecto de las interacciones indirectas mediadas por el fluido entre las
particulas.

1 /1
Hq)=—{(—> " G-D.(7.)-Ge "™ 3.37

La relacion es muy compleja, ya que las componentes del tensor de
difusion dependen del vector de difusion de todas las particulas del
sistema. La funciéon hidrodindmica también se puede expresar en

funcion de los tensores de movilidad a muchos cuerpos p;(7y), que

dependen de la configuracion espacial 7 de una colectividad de N

particulas mediante
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H(gq)=

k., I N A - n iG(F -F.
2> (4 (R 4™ (3.38)
i=1

ND, i
Desde un punto de vista fisico, los tensores de movilidad relacionan la
velocidad de una particula con las fuerzas ejercidas por el fluido sobre

las restantes particulas, FJ

N —
v, = _z 1y (ROF (3.39)
i1

Obsérvese que, en el caso de un particula libre, esta relacion se reduce
a la expresion de Stokes-Einstein F, =—6nnav,. No obstante, en

general, la resolucion exacta de la funcién hidrodindmica no es
posible, ya que el tensor de movilidad depende de la configuracion de
las N particulas y seria necesario calcular correlaciones a varios
cuerpos.

Beenaker y Mazur [Beenakker1983] resolvieron el problema
para esferas duras. La estimacion numérica de H(g), basada en un
desarrollo en serie de las fluctuaciones de densidad normalizada,
reproduce bastante bien los resultados experimentales hasta fracciones
de volumen del 40% para coloides no cargados.

Mas tarde, Genz y Klein intentaron aplicar este formalismo a
esferas poco cargadas y encontraron que la teoria funcionaba si la
parte autodifusiva se dejaba como parametro libre. El fallo se debe a
que el coeficiente de autodifusion en el contexto de Beenaker y Mazur
solo depende de la concentracion del coloide y no se ve afectado por
el potencial de interaccion [Genz1991].
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Recientemente, Négele y colaboradores propusieron una nueva
funcion hidrodindmica [Ndgele/997]. En su aproximacion, se
desprecian las interacciones a varios cuerpos por lo que las fuerzas
hidrodinamicas se consideran aditivas a pares. Esta suposicion so6lo se
puede realizar en el caso de particulas cargadas, puesto que las
repulsiones electrostaticas no permiten que las particulas se acerquen
mas alld de una distancia dada, y de sistemas diluidos (hasta = 5% en
fraccion de volumen). En el Apéndice I, se explican con mas detalle
las distintas teorias.

Retomando la ecuacion 3.36, una vez determinados el factor de
estructura estatico de un sistema a partir de medidas de SLS, y la
dependencia angular del coeficiente de difusion efectivo a tiempos
cortos mediante DLS, es posible acceder a la funcion H(g). En la
siguiente figura se muestran las dos funciones que fueron medidas
para el mismo sistema presentado en el apartado anterior.

20

—_— 1.6+ lh
UJE 1.24 ] 1. anny
| | h
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™
15060114 Twag
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50x10° 1.0x10"  15x10°  2.0x10"  2.5x10

q(m™)

Figura 3.6.- Factor de estructura S(q) y coeficiente de difusion efectivo D.(q) de
una dispersion de latex al 0.07% en fraccion de volumen.
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Realizando el cociente entre ambos y multiplicando por el
coeficiente de difusion libre Dy de las particulas se obtiene H(g) sin
realizar ningun tipo de aproximacion, (ver figura 3.7)

12
1.0- iyl
0.8+

0.64

H(q)

0.4 4

0.24

0.0 v T - T T T T T T
0.0 50x10°  1.0x10"  1.5x10°  2.0x10°  2.5%10

q(m™)

Figura 3.7.- Funcion hidrodindmica de dispersion de latex i=0.07%

El sistema estudiado en este ejemplo posee una funcidon
hidrodinamica que es practicamente constante e igual a uno, salvo a
vectores de onda muy pequeios. Las interacciones hidrodinamicas en
este caso podrian ser despreciadas, ya que estamos tratando con un
sistema muy diluido,¢ = 0.07% en fraccion de volumen. No obstante,
en el régimen colectivo se aprecian valores ligeramente inferiores a
uno.

En aquellos sistemas donde las interacciones hidrodindmicas son
despreciables, la ecuacion (3.36) se simplifica

DO
S(q)

DF"(q) = (3.37)
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Esta expresion es conocida como ‘“contraccion De Gennes”
segun la cudl el coeficiente de difusion reducido Dy/Def(q) coincide
con el factor de estructura estatico. Este hecho ha sido previamente
observado por otros autores en sistemas diluidos altamente
interaccionantes /Brownl975].

A continuacidn, analizaremos algunos casos particulares donde
el desarrollo se simplifica considerablemente, como sistemas muy
diluidos donde las correlaciones entre las particulas son despreciables.
También estudiaremos la dinamica para vectores de onda tendiendo a
infinito (movimiento de particulas individuales, régimen “auto”), para
vectores de onda tendiendo a cero (régimen colectivo) y para vectores
de onda correspondientes al méaximo principal del factor de estructura
estatico, g=¢max-

3.3.2.2- Casos particulares
a) Sistemas diluidos

Cuando el sistema esta lo suficientemente diluido, Ias
particulas no interaccionan entre si y tanto las interacciones directas
como las hidrodinamicas se pueden despreciar. Es decir, el factor de
estructura estatico y la funcion hidrodindmica son iguales a la unidad
para cualquier vector de onda. En este caso, como las correlaciones
entre las particulas son inexistentes, los términos cruzados (i#) no
contribuyen al factor de estructura dindmico normalizado, y la
ecuacion (3.28) queda de la siguiente forma
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L1 QIR0 GOR O _ a0 1) 338
8@ =5 oy D7) () 339)

Los términos cruzados son nulos, porque las particulas son
estadisticamente independientes

<eiq-(fi<0)—fj(t))> _ < eiq-f;<0>> <eiﬁ-fj<t>> (3.39)

Dado que en la situacion de equilibrio aqui considerada, la
funcién de densidad de probabilidad de la coordenada posicion de una
particula browniana es igual a 1/V, donde V" denota el volumen del
sistema, cada uno de los promedios de los exponentes que aparecen en
(3.38) es una delta de Dirac en el limite termodinamico.

(770 = <ei‘”j<’)> _lim [ dFe® (3.40)

Voo |/ JV

Para vectores de onda no nulos estos promedios son igual a cero y
solo los términos i=j permanecen en el caso de particulas brownianas
que no interaccionan. Por lo tanto, el factor de estructura estatico es
igual a la unidad, quedando justificada la igualdad (3.38). Asi, el
factor de estructura dinamico normalizado es el correspondiente a la
parte auto

ge(q. )= " (g.1)=(c"") (3.41)

donde Ar(¢)=r(t)—r(0) representa el vector desplazamiento del

centro dispersor tras un tiempo ¢. Esta ecuacion nos indica que para
que exista un cambio notable en la funcidén de autocorrelacion del
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campo o, equivalentemente, en el factor de estructura dindmico, la
fase de la funcioén exponencial g-A7(¢) debe variar alrededor de m. La

escala espacial, sobre la que la dindmica del sistema es analizada es
por lo tanto més grande o comparable a la longitud de onda de la luz
incidente (Ar=1/g). Para tiempos cortos, ¢ >>tg, Ar(t)es una variable

gaussiana y el promedio en 3.41 es inmediato

—£<A 7 ()

gs(qgt)=¢e ° (3.42)

El  desplazamiento  cuadratico medio viene dado por
<AF2(t)>=2tI:<17(0)~\7(0)>dt y si la particula difunde libremente

(AP (1)) = 6Dt

b) Régimen autodifusivo, g—

Para vectores de onda muy grandes, la dinamica observada se
corresponde con escalas espaciales mucho mas pequefias que la
distancia de separacion entre las particulas y las correlaciones entre
ellas son inexistentes, S(g) =1. Por lo tanto, uno podria esperar que la
particula coloidal sdlo interaccionase con las moléculas del disolvente,
en cuyo caso, D.i(q)=Dy. Sin embargo, esto s6lo se cumpliria cuando
las interacciones hidrodinamicas indirectas mediadas por el disolvente
fuesen despreciables. Si las interacciones hidrodindmicas tienen un
papel, se encuentra que el coeficiente en el limite g—oo0 conocido

como coeficiente de autodifusion a tiempos cortos, D:o° | difiere de Dy

auto
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Dcono :Dec:m)(q —)OO) =D0H(q - OO) (338)

auto

¢) Relajacion estructural, g=qm

Conforme disminuye el vector de onda, las longitudes
espaciales donde se analiza la dindmica aumentan. Cuando la escala
espacial analizada es del orden de la distancia media entre particulas,
normalmente se observa una ralentizacion de la dinamica, mientras
que el factor de estructura muestra un maximo. Este comportamiento
se conoce como relajacion estructural y se relaciona con la viscosidad
de la dispersion. Es decir, la dindmica que se observa al medir a un
vector de onda correspondiente al maximo de S(g), es el movimiento
relativo particula-particula. Este comportamiento se conoce como
“efecto caja”. Aqui no se puede suponer que las particulas difunden
libremente en la suspensidon, sino que estdn encerradas por las
particulas vecinas, configuracion que explica el retardo predicho a este
determinado vector de onda.

d) Régimen colectivo, g—0

A pequenos vectores de onda (¢—0), Def(q) es normalmente
mayor que Dy y se le conoce como coeficiente de difusion colectivo.
En este intervalo de vectores de onda, se detectan procesos de
relajacion sobre escalas espaciales que son varias veces el tamafo de
particula. El coeficiente de difusién que aqui se describe es el que
caracteriza las fluctuaciones de densidad de vectores de onda mucho
mayores que 2m/qm. Es decir, la curvatura de las fluctuaciones
sinusoidales de la densidad observadas es despreciable frente al
alcance de las interacciones entre las particulas coloidales y, por lo
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tanto, el gradiente del perfil de la densidad es practicamente constante
a lo largo de las regiones que contienen muchas particulas. De aqui
que el coeficiente de difusion medido coincida con el suministrado por
la ley macroscépica de Fick,

Op(F,t B}
%: DVp(#,1) (3.39)

En este intervalo las fluctuaciones de la densidad de particulas se
deben a efectos colectivos, lo que explica una dindmica mas rapida
que los procesos difusivos de particulas individuales.

Para esferas duras, la relacion entre el coeficiente de difusion
colectivo (¢—0) y la fraccidon de volumen viene dada por

D (g) = D, (1+1.56¢ +0.9¢%) (3.40)

col

Para particulas cargadas la dependencia creciente con la concentracion
es mas acusada. En esta ocasion, la dinamica colectiva se ve
favorecida si existe una fuerza repulsiva adicional, y obstaculizada si
la fuerza es de naturaleza atractiva.

En cualquier caso, cualquier desviacion del coeficiente de
difusion normalizado Dy/D.q) de S(g), tiene que ser tomado como
indicacion de la presencia de interacciones hidrodindmicas, que se
recogen en H(g). Las interacciones pueden afectar a la dindmica a
cualquier longitud espacial y tanto al régimen autodifusivo como
colectivo. Intuitivamente se espera que las interacciones
hidrodinamicas se comporten como una fuerza de friccion adicional
sobre las particulas, que causa una reduccion generalizada de la
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difusion. Los efectos seran tanto mas acusados cuanto mayor sea la
fraccion de volumen.

3.3.3.- Dinamica a tiempos largos

Cuando el factor de estructura dindmico se analiza durante
todo el intervalo temporal, en determinadas ocasiones, el
comportamiento de la funcion de dispersion f(g,?) se desvia a tiempos
largos de una relajacion exponencial. Esta desviacion indica la
presencia de un proceso de difusion con tiempos de relajacion
mayores. En el capitulo anterior, la doble relajacion se explicé en
términos de la funcidon memoria. Desde hace tiempo es bien sabido
que en el caso de sistemas interaccionantes la funcion de dispersion
intermedia no se puede describir en todo el intervalo temporal por una
unica relajacion exponencial [Puseyl991]. El comportamiento a
tiempos cortos y largos se caracteriza por dos procesos de relajacion
diferentes que describen el coeficiente de difusion a tiempos cortos y
largos, respectivamente

flg,p=e @ ,t cortos
(3.41)

g, ) oc e @9 ,t largos

En la figura 3.8 se muestra una funcion de correlacion y los
correspondientes ajustes a tiempos cortos y largos. De cada una de las
pendientes se extrae, segin la ecuacion 3.41, los dos coeficientes de
difusion.
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Figura 3.8.- Funcion de autocorrelacion del campo normalizada de una muestra de
liposomas al 1.45% en fraccién de volumen para un vector de onda q=0.0119 nm’.
Con lineas punteadas se representan los ajustes a tiempos cortos y largos,
respectivamente.

3.4.- Dispositivos experimentales

3.4.1.-MALVERN 4700C

Este dispositivo es un dispositivo convencional suministrado por
Malvern Instruments. El sistema experimental consta de los siguientes

elementos

-Laser de Argon (75 mW de potencia maxima) utilizado como fuente
de luz y que emite un haz polarizado verticalmente de 488 nm de
longitud de onda.

-Goniometro accionado por un motor que gira solidariamente con el
detector, configuracion que permite realizar medidas desde 15°a 150°.
-Cubeta que contiene un bafio de azida para evitar la proliferacion de
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microorganismos. En el centro de esta cubeta es donde se coloca la
c¢lula de medida. El bafio también evita que la radiacion incidente no
sufra cambios bruscos de indices de refraccion al entrar y salir de la
muestra.

-Célula de cuarzo cilindrica que contiene la muestra que se va a
analizar. Debe extremarse su limpieza para evitar reflejos no
deseados.

-Bomba peristaltica que hace circular el agua de la cubeta por unos
filtros para eliminar cualquier tipo de impureza.

-Termostato que controla la temperatura. Las medidas se realizaron a
25°C.

-Detector que dispone de un diafragma en la entrada que controla la
cantidad de luz que incide sobre el fotomultiplicador. EIl
fotomultiplicador convierte los fotones incidentes en pulsos eléctricos.
Los pulsos que no han sido generados por la llegada de fotones
dispersados por la muestra se eliminan a través de un amplificador-
discriminador.

-Correlador de 256 canales que realiza el calculo de la funcion de
autocorrelacion de la intensidad. Toda la informacién es almacenada y
tratada en un ordenador mediante el cual también se puede controlar
todo el proceso de medida.



Capitulo 3.- Determinacion experimental de los factores de 77
estructura estatico y dindmico: SLS y DLS

Figura 3.9.- Dispositivo MALVERN-4700C.

3.4.2.- ALV 5000E-“Fast correlator”

Este dispositivo es andlogo al anterior. Los rasgos distintivos
son:

- El laser que es de Argon-lon (Coherent, modelo Innova 308) de
longitud de onda Ay=514.5 nm.

- Sistema de deteccion que esta basado en fibras oOpticas que permiten
una deteccién mas precisa consiguiéndose valores de la constante de
Siegert mas altos.

- El baiio es de cis-decalin en vez de agua. De esta manera, se
consigue disminuir las diferencias entre los indices de refraccion del
cuarzo de la célula y el bafio.
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Figura 3.10.- Dispositivo ALV-5000E.

3.4.3.- 3D-DLS: Como eliminar la dispersion multiple

Los experimentos convencionales de dispersion de luz so6lo se
pueden utilizar cuando la luz es dispersada una tUnica vez antes de
alcanzar el detector. Si la luz es dos 0 mas veces dispersada, el vector
de dispersion g no esta bien definido y la interpretacion de los datos es
muy complicada. Para resolver los problemas de dispersion multiple,
es frecuente diluir aquellas muestras que son demasiado turbias o
disminuir el contraste disolvente-particula aumentando el indice de
refraccion del medio. El inconveniente de estos métodos es que
requieren una modificacion de la composicion de la muestra. Un
dispositivo disefiado por primera vez hace un poco mas de una década
[Schditzel1991] logrd eliminar el problema de la dispersion multiple.
Se conoce como 3D-DLS o dispositivo de dispersion dindmica de luz
con correlacion cruzada en tres dimensiones. La idea general de este
aparato es aislar la dispersion simple y eliminar las contribuciones
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indeseadas ocasionadas por la dispersion multiple. Un esquema
detallado del dispositivo se puede encontrar en [Urbanl999]. La
supresion de la dispersion multiple se consigue realizando
simultinemente dos experimentos sobre el mismo volumen de
dispersion que poseen el mimo vector de dispersion. La geometria de
ambos experimentos se presenta en la siguiente figura 3.11.

angulo de
dispersidn

Figura 3.11.- Esquema en tres dimensiones de la geometria de los dos experimentos
que tienen lugar en el 3D-DLS al mismo tiempo.

Con esta geometria en lugar de calcular la funcion de
autocorrelacion de la intensidad se procesa una funcion de correlacion
cruzada Gi,(?), que correlaciona las intensidades dispersadas por cada
uno de los experimentos individuales

Glz(t):<11(’f)12(r+t)> (3.31)

Los subindices 1 y 2 notan cada uno de los experimentos. Dado que
los dos volumenes de dispersiéon asi como los vectores de onda
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correspondientes a los dos experimentos son los mismos, s6lo aquellos
fotones que hayan sido dispersados una unica vez contribuirdn a la
funcidn de correlacion cruzada. Por el contrario, la dispersion multiple
daré lugar a fluctuaciones no correlacionadas que s6lo contribuiran a
la radiacion de fondo. La ventaja de esta técnica es que proporciona
toda la informacidn de un dispositivo de dispersion de luz y ademas se
puede utilizar para caracterizar muestras muy turbias con valores de
transmision de dispersion simple tan bajos como 0.01.

Figura 3.12.- Dispositivo de dispersion de luz 3D-DLS.

El dispositivo 3D-DLS utilizado (LS instruments GmbH, CH-1700
Fribourg, Switzerland) consta de un diodo ldser que emite a una
longitud de onda de 680.4 nm. La intensidad dispersada es recogida
con fibras monomodales y conducida a dos fotodiodos de avalancha
de silicio (EG&G) cuya senal es correlacionada de forma cruzada en
un correlador multi-tau (ALV).
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3.4.4.- Zetametro BI-ZetaPALS

La movilidad electroforética, constante de proporcionalidad
entre el campo eléctrico aplicado y la velocidad que adquiere la
particula, se puede obtener a partir de funciones de correlacion
midiendo el desplazamiento en frecuencia Doppler de la luz
dispersada por una particula en movimiento respecto a la frecuencia
de la intensidad incidente. Sin embargo, este dispositivo, fabricado por
Brookhaven Instrument Corp. NY., obtiene la velocidad de las
particulas a partir de una analisis de la fase de la luz dispersada, las
siglas. PALS (del inglés, phase analysis light scattering) hacen
referencia a este método. En la figura 3.13 se muestra un esquema del
dispositivo. Una descripcion mas detallada del dispositivo y su
funcionamiento se puede encontrar en [Martin-Molina2003]. En la
ilustracion se puede ver que la radiacion procedente de un laser se
divide en dos haces, uno que incide sobre la muestra y que sera
dispersado, y el otro que serd tomado como haz de referencia. En las
medidas de movilidad, el dispositivo trabaja en modo heterodino, es
decir, superpone el haz incidente con el dispersado y su deteccion la
realiza un fotomultiplicador. La razon de intensidades entre los dos
haces se puede controlar mediante un atenuador situado a la entrada
de la célula donde se coloca la cubeta con la muestra. La célula esta
provista con un termostatizador Peltier que permite controlar la
temperatura. Las medidas se llevan a cabo a través de un ordenador
que posee un modulo electronico adicional para el andlisis fasico de la
sefial heterodina. El andlisis fasico sirve para estimar la fase en
intervalos de tiempo multiplos del tiempo de muestreo y en pequenas
fracciones de periodo del campo eléctrico aplicado.

Si, por el contrario, el dispositivo trabaja en el modo homodino,
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donde se analiza la interferencia de la sefial dispersada consigo
misma, se podran determinar tamafios a partir del andlisis de la
funcién de autocorrelacion de la intensidad, espectroscopia de

correlacion fotonica o PCS.
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Figura 3.13.- Esquema del dispositivo ZetaPALS de Brookhaven Instruments.
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Capitulo 4

Sistema Experimental

Tal y como se indico en el capitulo de introduccidn, el sistema
experimental empleado para llevar a cabo los estudios planteados
consiste en una dispersion acuosa de liposomas. Este sistema resulta
enormemente atractivo para realizar este tipo de investigaciones. Las
ventajas experimentales se deben a su indice de refraccion, que es
muy similar al del agua. Los liposomas son particulas constituidas por
una o varias bicapas de espesores bimoleculares, en torno a 4.5 nm,
que encierran uno o varios volimenes acuosos. Las vesiculas pueden
estar formadas por distintos tipos de fosfolipidos, que son moléculas
anfifilicas. En particular, los fosfolipidos que se han utilizado en este
trabajo fueron la fosfatidilserina (PS) y la fosfatidilcolina (PC). Aparte
de los atributos Opticos de estas particulas, la sintesis permite
controlar su carga jugando con las proporciones de moléculas
cargadas y neutras que conforman los liposomas. Ademas, las
vesiculas lipidicas constituyen auténticos sistemas coloidales, lo que
justifica la aplicacion de todos los conocimientos existentes en el
ambito coloidal.
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En este capitulo se describiran con mas detalle los sistemas
analizados, asi como los procedimientos empleados en su sintesis. A
continuacion, se hablara del interés y de las numerosas aplicaciones de
estas suspensiones. Posteriormente, procederemos a la descripcion de
las dispersiones desde un punto de vista coloidal, donde se abarcara su
estabilidad, que se verd justificada por el potencial de interaccion
existente entre las particulas. Para concluir el capitulo, se presentan
diversos resultados que se han realizado para caracterizar 6pticamente
los sistemas empleados. Entre ellos est4 la determinacion del indice de
refraccion efectivo de los liposomas, asi como la justificacion de las
técnicas experimentales utilizadas.

4.1.- Dispersiones de Liposomas

Se denomina liposoma o vesicula fosfolipidica al
empaquetamiento microscopico de moléculas fosfolipidicas que forma
una o varias bicapas cerradas. El hecho de que las moléculas
fosfolipidicas se conformen en bicapas en presencia de un medio
acuoso depende de la proporcion lipido-agua, asi como de las
caracteristicas morfogeométricas de los anfifilos, en concreto del
parametro de empaquetamiento. Ldgicamente, la bicapa lipidica
tenderd a cerrarse sobre si misma evitando que la parte hidréfoba entre
en contacto con el disolvente polar. Los fosfolipidos son los lipidos
mas abundantes de las membranas celulares [Cullis1985] y estan
constituidos por una cabeza polar y dos cadenas hidrocarbonadas
hidrofobas. Las cadenas normalmente son acidos grasos de distinta
longitud, entre 12 y 24 4tomos de carbono. Una de las cadenas posee
uno o mas enlaces dobles de tipo cis (es la cadena saturada) y la otra
estd constituida por enlaces simples (cadena insaturada). Su naturaleza
anfipatica provoca que las moléculas lipidicas se agrupen
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espontaneamente en medio acuoso para formar bicapas cerradas. Las
moléculas hidrofilas se disuelven rapidamente en agua porque
contienen grupos cargados, o en su defecto, grupos polares no
cargados que interaccionan favorablemente de forma electrostatica o
por puentes de hidrogeno con las moléculas de agua. Las moléculas
hidrofobas, por el contrario, son insolubles en medio acuoso porque
todos o casi todos sus atomos son apolares y carecen de carga, por lo
que no establecen interacciones energéticamente favorables con el
disolvente polar.

Cuando los fosfolipidos se dispersan en medio acuoso ocasionan
una reorganizaciéon de las moléculas de agua, que conlleva un
aumento de la energia libre. Para minimizar este coste energético, las
partes hidrofobas de los fosfolipidos se agrupan de tal manera que el
numero de moléculas de agua afectadas sea minimo. Por esta razon,
los fosfolipidos se alinean con la misma orientacion, exponiendo sus
cabezas polares al disolvente y las cadenas hidrocarbonadas hacia el
interior. La estructura resultante se conoce como bicapa fosfolipidica.

Hidréfilo

Figura 4.1.- Bicapa fosfolipidica.
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Sin embargo, esta estructura sigue siendo energéticamente
desfavorable, puesto que aun presenta los bordes expuestos al
disolvente. La unica organizacion que carece de bordes es la de tipo
vesicular o micelar. En nuestro caso, como trabajamos con
fosfolipidos que poseen forma cilindrica, las bicapas se cierran dando
lugar a los liposomas.

. ol LS 1.1
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fosfolipido agregacion vesicula

Figura 4.2.- Formacion de un liposoma.

4.1.1.- Preparacion de liposomas

Existen numerosos procedimientos para preparar vesiculas
lipidicas: por dispersidn con posterior extrusion (aqui empleado),
dialisis, adsorcion sobre materiales poliméricos, cambios de
temperatura, evaporacion en fase inversa o adicidon de tensioactivo
[Ollivon2000]. Sin embargo, en un principio la preparacion de
liposomas se vié marcada por la ausencia de estudios fisico-quimicos
rigurosos que explicaran la formacion de los diferentes tipos de
liposomas. La historia de los liposomas comenz6 en la década de los
60 cuando Bangham descubrid la formacion de vesiculas lipidicas en
el plasma sanguineo tras afiadir fosfolipidos. Este investigador
también fue el creador de un método de preparacion de liposomas, que
hoy lleva su nombre, y que consiste en dispersar los fosfolipidos en
agua con el uso de un rotavapor.
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En nuestro caso se crearon vesiculas multilamelares por la
técnica de Bangham et al. [Jones et al. 1995] también conocida como
dispersion simple. Para ello es necesario disolver previamente los
fosfolipidos en un disolvente organico (cloroformo) e introducirlos en
el matraz giratorio del rotavapor. Con la rotacién y temperaturas
adecuadas (la temperatura siempre debe ser superior a la temperatura
de transicion) obtenemos una delgada pelicula de lipido sobre toda la
superficie del matraz que permite una mejor dispersion del lipido en el
medio acuoso. Posteriormente, se adiciona medio acuoso hasta una
concentracién de 30 pmol/cm’. En el caso de tratarse de una mezcla
lipidica se debe seleccionar la temperatura correspondiente a la del
lipido con mayor temperatura de transicion. Poco a poco el agua va
cizallando la pelicula de lipido e hidratdndolo. Una ventaja adicional
del empleo del rotavapor consiste en que durante la hidratacion se
puede mantener una atmosfera de nitrégeno que fue de una presion de
55-10° Pa para impedir la peroxidacion del lipido debida al oxigeno
atmosférico. A continuacidn, la disolucion fue agitada en un vortex y
sonicada durante 4 minutos, hasta la formacion de liposomas
multilamelares de diversos tamafios. Posteriormente, se extruyeron
secuencialmente a través de membranas de policarbonato de tamafio
de poro de 800, 400, 200 y 100 nm (Poretics, Livermore, CA) en un
extrusionador (Liposo Fast, Avestin, Ottawa, Canada) hasta conseguir
los tamafios deseados. El proceso de extrusion modifica
estructuralmente las vesiculas multilamelares homogeneizando la
distribucion de tamanos [Armengoll995] y aumentando su volumen
de encapsulacién, ya que el producto final es una dispersion de
vesiculas unilamelares.

4.1.2.- Composicion

Los fosfolipidos elegidos en este estudio son de dos tipos
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Fosfatidilcolina

Vulgarmente conocida como lecitina, es el fosfolipido mas
abundante en las membranas celulares. Se extrae principalmente de la
yema de huevo o de la soja y, al ser un componente biodegradable, es
el mas empleado por la industria farmacéutica en la sintesis de
liposomas. Se trata de un fosfolipido zwitteridnico, que posee un
grupo fosfato con carga negativa y un grupo carboxilo de carga
positiva, que en funcion del pH conferiran a la molécula una carga
total positiva, negativa o neutra. En las condiciones en las que se ha
trabajado, asi como en las fisioldgicas, la carga de la fosfatidilcolina
es neutra. Este hecho supone una ventaja a la hora de utilizar los
liposomas como vehiculos de transporte de medicamentos, porque el
sistema inmunoldégico no los elimina con tanta facilidad como ocurre
con los liposomas cargados.
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Figura 4.3.- Fosfatidilcolina.
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El inconveniente que presentan es que, al no estar estabilizados
por carga, agregan rapidamente impidiendo su uso terapéutico. Para
estabilizarlos han aparecido distintas formulaciones basadas en la
estabilizacion estérica. Con este fin, se unen a la superficie de estas
vesiculas distintos polimeros, en funcion del uso que se quiera hacer
de ellos.

Fosfatidilserina

También conocida como 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfo-L-
serina. Aunque se puede encontrar en muchos animales, plantas y
microorganismos, estd en una proporcion inferior al 10% y, donde
mas abunda es en la mielina del tejido cerebral. Sin embargo, en el
plasma sanguineo alcanza porcentajes en torno al 10-20% de la
cantidad total de fosfolipido presente en la membrana plasmatica y el
reticulo endoplasmatico de las células.
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Figura 4.3.- Fosfatidilserina.
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Es un fosfolipido de caracter acido (anidnico) con tres grupos
ionizables: un grupo fosfato, un grupo amino y un grupo carboxilo.
Los liposomas usados en este trabajo estan compuestos por distintas
proporciones de fosfatidilserina (PS) y fosfatidilcolina (PC). De esta
manera, es posible variar su carga superficial y estudiar como este
parametro interviene en la estabilidad y dinamica de las dispersiones
coloidales. La otra variable analizada ha sido la fraccién de volumen.
El porcentaje de PS varia entre 1%, necesario para estabilizar las
muestras, hasta el 100%. Las distintas proporciones se recogen en la
siguiente tabla. También se muestran los tamafios de los distintos
sistemas asi como el indice de polidispersidad. Los datos se
obtuvieron ajustando los factores de forma experimentales con la
version polidispersa del factor de forma tedrico para una vesicula,
donde los parametros de ajuste fueron el tamano y la polidispersidad.
La distribucion de tamafos se modeld con una distribucion de Schulz
cuya anchura esta determinada por el indice de polidispersidad. Para
realizar los calculos, la funcién de distribucion fue discretizada
[D’Aguannol991].

Proporcion Diametro Polidispersidad
PS:PC o(nm) IP
1:99 115+5 0.1
25:75 95+4 0.1
50:50 120+ 4 0.1
75:25 115+5 0.1
100:0 123+ 6 0.1

Tabla 4.1.- Composicion, tamariio y polidispersidad de los liposomas.
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4.2.- Interés y aplicaciones

Desde su descubrimiento en la década de los 60, los liposomas
han tenido una gran importancia en numerosas areas de investigacion,
desde la ciencia bésica hasta la Biotecnologia [Szokal980],
[Baeumner2004]. Se han utilizado como estructuras biocompatibles
para encapsular diversas moléculas como proteinas, 4cidos nucleicos o
medicamentos con aplicaciones farmacéuticas, quimicas, cosméticas...
Ademas, como sistema modelo de la membrana celular, han sido
cruciales en el estudio de los procesos de transporte, fusion y
reconocimiento de diversas sustancias que tienen lugar en las células.
Ademas, gracias a que el indice de refraccion de estas particulas es
tan parecido al del agua (es un volumen acuoso rodeado por una
corteza de dimensiones bimoleculares), se eliminan los problemas de
dispersion multiple que aparecen cuando se intentan estudiar sistemas
relativamente concentrados con técnicas de dispersion de luz. Esta
peculiaridad nos ha permitido caracterizar propiedades estticas y
dindmicas coloidales sin necesidad de alterar las condiciones del
medio. Hasta ahora el problema de la dispersion multiple era
solventado variando la composicion del dispersante para incrementar
su indice de refraccion hasta igualar el de las particulas. El
inconveniente de este procedimiento es que se alteran tanto las
propiedades fisicas del sistema, constante dieléctrica, viscosidad,
como las quimicas, pudiendo modificar la desionizacion de los grupos
superficiales de las particulas y las interacciones entre ellas.

Desde un punto de vista fisicoquimico, las dispersiones de
liposomas presentan caracteristicas propias de dispersiones coloidales
y su estabilidad viene determinada por las teorias cléasicas de la Fisica
Coloidal. Asimismo, independientemente de la via de administracion,
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la vida media de los liposomas en cualquier organismo depende del
tamafio de las particulas, la carga superficial y la permeabilidad de la
bicapa. Por lo tanto, la naturaleza y densidad de carga superficial de
los liposomas afectan a su estabilidad, difusion, distribucion a lo largo
del organismo e interacciones con las células blanco a las que deben
suministrar la sustancia que transportan. Por ejemplo, aunque los
liposomas neutros poseen una menor tendencia a ser eliminados por
las células del reticulo endoplasmatico, son mas inestables
coloidalmente y tienden a agregar. La estabilidad coloidal aumenta en
el caso de liposomas cargados negativamente, sin embargo, son
eliminados por el sistema inmunolégico a una velocidad mayor.
Ultimamente los liposomas estan siendo estabilizados estéricamente
con polimeros hidrofilos que al interactuar originan unas fuerzas
repulsivas de deplecion que evitan la agregacion. Estos polimeros
también tienen la propiedad de “disfrazar” a los liposomas para que no
sean reconocidos por el sistema reticular endoplasmatico.

Su versatilidad y facil manipulacién ofrecen un gran abanico
de posibilidades a la hora de disefiarlos en funcion de su posterior
aplicacion. El disefo y sintesis de las vesiculas lipidicas debe ir
seguido de una minuciosa caracterizacion.

4.3.- Interacciones entre los liposomas: Sistemas
estabilizados por carga

La estabilidad coloidal de las suspensiones se debe a la
presencia de carga en la superficie de las vesiculas. Muchas sustancias
adquieren carga eléctrica en presencia de un medio polar como es el
agua. Los fenémenos que dan lugar a la aparicion de carga en la
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superficie de una sustancia en contacto con un medio polar son,
fundamentalmente, la ionizacion y la adsorcion ionica [Hunter1987].
Si las particulas contienen grupos ionogénicos, su disociacion es el
mecanismo que origina la carga. Los liposomas, que estan compuestos
por fosfatifilcolina y fosfatidilserina, poseen todos sus grupos
disociados en las condiciones en las que trabajamos, lo que resulta en
fosfolipidos con una carga neta negativa en el caso de la PS, y de
moléculas con carga neta nula en el caso de la PC. Los contraiones,
producto de la disociacién de los grupos, se distribuyen en la fase
continua pero permaneciendo bajo la influencia del campo de fuerzas
de los macroiones. El resultado es una doble capa eléctrica que rodea
a las particulas que estd formada por los contraiones y los iones de
otros posibles electrolitos presentes en la disolucion que apantallan
parcialmente la interaccion electrostatica. Pero incluso en presencia de
los contraiones, la interacciéon coulombiana sigue estando presente,
aunque contrarrestada por una interaccion atractiva debida a los
contraiones. Entonces, cuando dos macroiones se aproximan, las
dobles capas se solapan generando una fuerza efectiva repulsiva capaz
de estabilizar el sistema frente a la agregacion. La teoria mas
extendida para modelar la interaccion electrostatica efectiva entre dos
particulas coloidales cargadas se debe a Derjaguin, Landau, Verwey y
Overbeek (DLVO) donde la parte repulsiva es igual a [Ndgelel996]

ez 7 2 e-}c(r-Za)
>
Uy (1) =1 dmeyerc, T (Hmj r (4.1)

o ,r<2a

con e la carga elemental, g la permitividad dieléctrica del vacio, € la
constantes dieléctrica relativa del solvente, Z es la carga de la particula
coloidal, a es el radio de la particula, xz es la constante de Boltzmann
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y T la temperatura. En esta teoria el potencial consta de una
interaccion Coulombiana apantallada y de un potencial repulsivo tipo
esfera dura de corto alcance. La forma del potencial se dedujo para
coloides con potenciales superficiales pequefios. No obstante, este
potencial puede seguir siendo valido para sistemas muy cargados
siempre y cuando la carga real de la particula y la constante de
apantallamiento electrostatico, «, sean sustituidas por valores
renormalizados [Quesada-Pérez2002]. Si suponemos que los iones
son monovalentes, la constante de apantallamiento electrostatico se
define como

2
2 e
K =

(n)z|+2n,) (4.2)

gy, T

donde 7 es la densidad en numero de particulas y n; es la densidad en
nimero de iones provenientes de la sal. Por lo tanto, si la
concentracion de electrolito aumenta, el alcance de las interacciones
directas disminuye. Este fendmeno se puede ver en el dibujo que
aparece en la figura 4.4. El potencial de interaccion es de largo
alcance cuando ka—0 y el sistema interactua fuertemente, incluso en
el caso de dispersiones muy diluidas. Por el contrario, conforme se
afiaden iones al medio, las interacciones de largo alcance son
progresivamente apantalladas hasta el limite ka—oo donde las
particulas se comportan como esferas duras.

A la misma fraccion de volumen, los sistemas con
interacciones de largo alcance muestran una estructura coloidal mas
acusada que los de tipo esfera dura. El diagrama de fases de estos
sistemas es similar al de tipo esfera dura, con la salvedad de que ahora
ademas de la fraccidon de volumen, existen otros parametros relevantes
a la hora de describir su diagrama de fase. Las suspensiones
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desionizadas (ka—0) poseen una transicion liquido-solido a
fracciones de volumen mucho menores que los sistemas que
interactuan con potencial de tipo esfera dura.

Dispersidn tipo Yukawa {desionizada) Dispersidn tipo esfera dura (apantallada)
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Figura 4.4.- Término repulsivo del potencial DLVO para sistemas cargados y
efecto de la sal.

Otro tipo de fuerzas presentes en cualquier dispersion coloidal
son las fuerzas de dispersion, debidas a fluctuaciones de los momentos
dipolares inducidos en medios no polares. La fuerza de dispersion neta
entre dos particulas coloidales depende de la diferencia de
polarizabilidades por unidad de volumen entre el disolvente y el
coloide. La polarizabilidad, a, estd intimamente relacionada con el
indice de refraccion relativo, n, mediante la expresion de Clausius-
Mosotti

n’—1 _4mpa
n+2 3

(4.3)
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De hecho si el indice de refraccion del disolvente es igual al
del medio dispersado, las fuerzas de dispersion desaparecen. De aqui
que las condiciones experimentales que minimizan las fuerzas de
dispersion sean las Optimas para realizar experimentos de dispersion
de luz. El potencial que describe la interaccion de dispersion o de van
der Waals viene dado por

2 2 2 2
Vvdw(r):%[ 2”24 T '4‘1) (4.4)

2 2 2 2
r°-4a r r

con A la constante de Hamaker. La naturaleza de estas fuerzas es
atractiva y es responsable de la agregacion en los sistemas coloidales
cuando se apantalla completamente la interaccion electrostatica tras
afiadir iones al medio. Sin embargo, aunque el potencial total de
interaccion V(r) entre particulas cargadas es la suma de la repulsion
Coulombiana V(r) y de la atraccién de van der Waals Vygw(7), ésta
ultima es despreciable cuando el coloide esta altamente cargado y el
medio desionizado. En este caso la interaccidon viene descrita por la
parte repulsiva del potencial que es de tipo Yukawa.

4.4.- Propiedades Opticas: La dispersion multiple es
despreciable

Antes de presentar los resultados experimentales obtenidos
mediante técnicas de dispersion de luz, se realizd un estudio
exhaustivo de las propiedades Opticas de los sistemas para confirmar
la validez de nuestros experimentos. Las técnicas basadas en
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dispersion de luz, tanto estatica como dindmica, poseen restricciones
en lo que concierne a su aplicabilidad. Estos métodos son sélo validos
cuando la intensidad dispersada por las suspensiones se debe
exclusivamente a fotones que han sido dispersados una unica vez. En
la actualidad son muchos los avances realizados para eliminar de la
sefial detectada las contribuciones de la dispersion multiple, como el
3D-DLS [Urbani998] o la técnica de dos colores (TCDLS)
[Schditzel1990]. Otra posibilidad como Diffusing Wave Spectroscopy
(DWS) [Gangl1995] aprovecha la dispersion multiple para obtener la
informacion deseada. En nuestro caso, se utilizd un dispositivo
convencional, ALV-5000E “fast correlator”, pero asegurandonos
previamente de que los sistemas utilizados cumplian las condiciones
de dispersion simple, incluso para los sistemas mas concentrados. La
importancia de la dispersion multiple fue cuantificada por Riese
comparando las funciones de correlacion de la intensidad obtenidas
mediante dispersion dinamica de luz y de rayos X, donde sélo es
posible la dispersion simple. Al comparar ambas medidas comprobd
que la dispersion multiple es despreciable hasta un 10% en fraccion de
volumen siempre y cuando la relacion entre los indices de refraccion
de la particula y del medio fuese menor que 1.036 /Riese2002]. En
esta direccion se disefiaron diversos experimentos para asegurar que la
dispersion multiple es efectivamente despreciable en este tipo de
sistemas. Primeramente, se midio el indice de refraccion efectivo de
los liposomas. A continuacion, se compararon medidas de DLS y SLS
obtenidas con un dispositivo que elimina la dispersion multiple y con
el dispositivo convencional utilizado.

a) Medida del indice de refraccion efectivo de las vesiculas

Estas medidas se realizaron con un refractometro Abbe 60/ED
(Bellingham+Stanley Ltd) a distintas longitudes de onda a temperatura
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ambiente. El indice de refracciéon de las particulas depende de la
longitud de onda, por lo que tuvimos que medir a distintas frecuencias
para poder interpolar y estimar el indice de refraccion a la misma
longitud de onda que trabaja el dispositivo de dispersion de luz (514.5
nm). Las medidas del indice de refraccion en funcion de la
concentracion de particulas se presentan en la grafica 4.5.

1.344 1

1.340 1

---.-é;;.---i---------L N ..
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concentracion (mg/ml)

Figura 4.5.- Variacion del indice de refraccion con la concentracion de liposomas a
distintas longitudes de onda. Las lineas punteadas es el indice de refraccion del

medio acuoso.

Para estimar el coeficiente de refraccion efectivo de las particulas
se midié en primer lugar la variacion del indice de refraccion con la
fraccion de volumen, y de ahi se calcul6 la pendiente. Haciendo uso
de la siguiente relacion estimamos el indice de refraccion efectivo
[Alexander2002].
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2 _ 2 2
neff - nliposomaq)liposoma + ndisolveme(l)disolv (4 5)

donde (I)disolv =1- ¢1iposoma

2 _ 2 2 2
neff - (nliposoma - ndisolvente )d)liposoma + ndisolvente (4 6)

Como la pendiente, m, es conocida, la determinacién del indice
de refraccion de los liposomas es inmediata

2 _ 2
nliposoma =m+ ndisolvente (47)

A continuacion se representa esta magnitud a la longitud de
onda mas parecida a la del laser del dispositivo empleado, 546.1 nm.

1.788 4
1.784 -
2
2 “
~ 2 o
1.780 il
shal Pl n_ (x=546.1)=1.36
lipos
1.776 +—+——vy4+—--r—b—-~r—va—-vr——r
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

Figura 4.6.- Indice de refraccion efectivo de las particulas en funcion de la fraccion

de volumen.
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El valor del indice de refraccion obtenido, 1.36, es muy
parecido al del agua, lo que justifica que a altas fracciones de volumen
las muestras sigan siendo aptas para medidas de dispersion de luz. El
cociente Aliposoma/Magua €S 1gual a 1.02, muy proximo a la unidad. Sin
necesidad de realizar estas mediciones era facil prever los resultados
obtenidos, puesto que las muestras son practicamente transparentes
(ver siguiente figura).

Figura 4.7.- Muestra al 10% en fraccion de volumen en contacto con resinas..

b) Comparacién de factores de estructura estaticos medidos
con ALV y 3D-DLS.

Otra verificacion se llevd a cabo comparando los factores de
estructura estaticos medidos con el dispositivo ALV y el 3D-DLS. Se
prepararon varias muestras a distintas concentraciones y se midieron
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con ambas técnicas. Como se puede observar en la figura 4.8, las
curvas experimentales son practicamente idénticas, lo que elimina
cualquier duda sobre la idoneidad de este sistema para estudiar
muestras muy concentradas con técnicas convencionales de dispersion
de luz sin necesidad de modificar el medio dispersor para disminuir el
contraste entre particulas y disolvente.

25

1x10° 2x10/ 3x10°

q(m”)

Figura 4.8.- Factores de estructura estaticos medidos con ALV (simbolos rellenos)
y con 3D-DLS (simbolos huecos) a distintas fracciones de volumen.

c) Comparacion de factores de estructura dinamicos medidos
con ALV y 3D-DLS a un mismo vector de onda.

Otra forma de detectar la existencia de dispersion multiple en un
sistema es estudiando las funciones de correlacion de la intensidad. Es
bien conocido que la dispersion multiple posee un marcado efecto en
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el tiempo de relajacion de la funcidon de correlacion [Riese2002]. En
este caso, la dispersion multiple provoca que la decorrelacion sea mas
rapida, es decir, que los tiempos de relajacion disminuyan. Como se
puede apreciar en la grafica, las diferencias entre las funciones de
correlacion medidas a un mismo vector de onda con los dos
dispositivos son menores que la dispersion de las medidas.
Nuevamente encontramos que la dispersion multiple es despreciable
en nuestros sistemas.

Figura 4.9.- Factores de estructura dindmicos medidos con ALV (lineas continuas)
y con 3D-DLS (lineas discontinuas) a un 10% en fraccion de volumen.

4.5.- Sistemas desionizados: Formacion de estructuras

Las muestras fueron preparadas diluyendo la disolucion madre
hasta la concentracion deseada. Como la correlacidon existente en una
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suspension coloidal es altamente dependiente del grado de limpieza
ionica del medio, las muestras se pusieron en contacto con resinas
intercambiadoras de iones para eliminar los iones residuales presentes
en la disolucion. A pesar de que los liposomas son sintetizados en
agua destilada, la desionizacion del medio dispersante es crucial si se
quieren obtener sistemas estructurados. De hecho, las diferencias entre
el factor de estructura estatico antes y después de anadir las resinas
son notables. Al ir disminuyendo la concentraciéon de iones en el
medio, el alcance de las interacciones aumenta y las particulas estan
mas correlacionadas. El incremento del grado de correlacion se puede
ver en la grafica 4.10, donde la altura del pico aumenta al disminuir la
fuerza idnica.
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Figura 4.10.- Dependencia del grado de correlacion de una dispersion de
liposomas con la concentracion de iones. En orden decreciente de fuerza ionica:
cuadrados, circulos y triangulos.
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Simultdneamente, el pico se desplaza a valores de q menores

ya que la posicion del pico no sélo depende de la concentracion sino
que también del grado de apantallamiento de la repulsion.
Finalmente, las células se sellaron para evitar cualquier contacto con
el aire. Ultimamente, algunos autores cuestionan la idoneidad del uso
de resinas con este fin porque creen que pueden liberar polielectrolitos
al medio. Las resinas utilizadas (Amberlite NRM-150) fueron
enjuagadas numerosas veces con agua destilada, no siendo necesario
ningin otro protocolo de limpieza. No obstante, se comprobo la
ausencia de polielectrolitos midiendo la absorcion en el ultravioleta de
cierta cantidad de agua destilada que habia estado en contacto con las
resinas. Este método fue utilizado por Van den Hul et al., para
comprobar la eficacia del protocolo de limpieza de resinas que
propusieron en la década de los 60 [Van den Hull968].

La concentracion de las dispersiones se calculd considerando
a los liposomas esféricos y unilamelares con un espesor de bicapa de
4.5nmy 1.015 g/cm’ de densidad [Lasic1991]. Es importante sefialar
que el calculo de las fracciones de volumen en estos tipos de sistemas
es uno de los puntos mas delicados. Si bien la fraccidon en peso es
conocida, su conversion a fraccidon de volumen no es trivial. Las
principales dificultades aparecen a la hora de establecer el espesor de
la bicapa del liposoma y su densidad relativa respecto a la del
disolvente, p’, parametros que son las principales fuentes de error.
Una vez establecidos estos valores, la fraccion de volumen,¢, se

puede obtener con la siguiente expresion conocida la fraccion en peso,
X

B X 4na’
47t(a3 —Rf) o 3

3

() (4.8)
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donde a es el radio externo del liposoma y R; el radio interno
[Haro-Pérez2003b]. Ya que las suposiciones realizadas para deducir
la fraccion de volumen de las disoluciones no son evidentes, este valor
fue contrastado con el obtenido mediante otro método. De la teoria de
dispersion de luz sabemos que la posicion del pico principal del factor
de estructura esté relacionado con el nimero de particulas por unidad
de volumen de la muestra mediante la Ley de Bragg [Wiesel991]

q., = (6112(1))1/3 a’ (4.9)

con g, el vector de dispersion correspondiente al maximo de S(q), ¢

la fraccion de volumen, y a el radio de la particula.
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Figura 4.11.- Factor de estructura estdtico S(q) de una dispersion de liposomas a
una fraccion en peso de 0.304 %.
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En la figura 4.11 se muestra el factor de estructura de una
muestra de liposomas con una fraccion en peso igual a 0.304% que
equivale, segun el modelo, a una fraccion de volumen del 1.33%. Las
medidas de dispersion de luz se realizaron a 25°C de 2° en 2° desde
20° a 150°. La intensidad para cada angulo es la media de tres
medidas. Antes de realizar el experimento, la muestra fue
homogeneizada para evitar gradientes de concentracion. Entre barrido
y barrido se gird la célula con el fin de eliminar posibles medidas
equivocas ocasionadas por desperfectos de las paredes. Tal y como se
observa en la figura, el maximo del pico principal se encuentra en
1.751 nm” y si aplicamos la Ley de Bragg éste tendria que estar
situado a 1.606 nm™. La diferencia entre ambos valores es del 8% que,
aunque notable, es aceptable puesto que al aplicar la Ley de Bragg
estamos aproximando el fluido coloidal a una estructura cristalina. Por
ejemplo, si suponemos un potencial repulsivo de tipo Yukawa entre
las particulas y resolvemos la ecuacion de Ornstein-Zernike con la
aproximacién HNC, el pico principal se sitia en 1.747 nm™, valor
mucho mdas cercano al experimental. El hecho de que ambos
resultados sean tan parecidos es una sefial de la validez de la ecuacion
4.8 y, por tanto, de la hipotesis de unilamelaridad, asi como de los
valores de densidad de fosfolipido y espesor de bicapa usados.
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Capitulo 5

Propiedades Estructurales de
Dispersiones Coloidales Estabilizadas
por Carga

Las propiedades estructurales de los sistemas coloidales
poseen un considerable interés en el campo de la materia condensada.
Entender las interacciones causantes de la estructura coloidal puede
ayudar a encontrar una relacion entre las caracteristicas microscopicas
y las propiedades macroscopicas de los coloides [Russel/1995]. La
teoria de liquidos y los experimentos de dispersion de luz han sido
herramientas tedricas y experimentales bastantes utilizadas para
estudiar sistemas dispersos formados por particulas cargadas. Al
mismo tiempo, las propiedades estructurales de las dispersiones
coloidales son determinantes a la hora de caracterizar la dindmica de
las suspensiones. En este capitulo se expone un estudio detallado de
las propiedades estaticas de distintas dispersiones de liposomas. Los
factores de estructura se determinan mediante dispersion estatica de
luz (SLS). Concretamente, nos centraremos en la influencia que la
carga de las particulas y la fraccion de volumen poseen sobre la
estructuracion espacial. El capitulo consta de dos partes diferenciadas.
En la primera seccion, se estudiara la influencia de la carga sobre las
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propiedades configuracionales de las dispersiones. Con este fin, se
determinaran los factores de estructura de dispersiones formadas con
liposomas con distintas cargas superficiales a una fracciéon de volumen
dada. A continuaciéon, en la siguiente parte, analizaremos la
dependencia de los factores de estructura con la concentracion de
particulas. Aparte del interés mencionado, la determinacién de los
factores de estructura es esencial si se quiere caracterizar la dindmica
coloidal y estudiar las interacciones hidrodinamicas. Las propiedades
dinamicas se trataran en el siguiente capitulo.

5.1.- Dependencia del orden local con la carga de las
particulas

El orden local de una dispersion coloidal esta determinado por
las interacciones directas existentes entre las particulas. Por este
motivo, se ha dedicado un especial empeino para describir las fuerzas
electrostaticas presentes en dispersiones estabilizadas. En este tipo de
sistemas donde las fuerzas de dispersion son despreciables frente a las
electrostaticas, la teoria ampliamente conocida y establecida por
Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) proporciona una
expresion analitica del potencial de interaccion, u(r), para particulas
esféricas. Aplicando la aproximacion de Debye-Hiickel, estrictamente
valida en el caso de cargas superficiales pequefias, la parte
electrostatica del potencial posee una dependencia funcional similar a
la de un potencial de tipo Yukawa puramente repulsivo:

(26)2 exp(2xa) exp(—Kr)
4me.e, (1+xa) r

(5.1)

u(r)=
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donde Z es el numero de cargas por particula, e es la carga elemental,
x es el parametro de apantallamiento de Debye-Hiickel y g, es la
permitividad dieléctrica del disolvente. A pesar de las aproximaciones
realizadas para deducir el potencial de interaccion, numerosos trabajos
teoricos apuestan por su validez, siempre y cuando la carga Z sea
considerada como una carga renormalizada, Z,;, en lugar de la carga
neta de la particula [Belloni2000], [Hansen2000], [Quesada-
Pérez2002]. En esta direccion, han aparecido varios tratamientos
teodricos de renormalizacion para predecir Z,r asi como la longitud de

Debye «.

5.1.1.- Modelos de renormalizacion
-Modelo de Alexander y col.

A mediados de los 80, Alexander y colaboradores propusieron
el modelo de celda, que ha sido el mas utilizado desde entonces
[Alexander1984]. En este modelo, a cada particula se le asocia una
celda que por sencillez matematica se supone esférica. Su tamafio se

estima en funcion de la concentracion de particulas mediante la

' donde ¢ es la fraccion de volumen y « su radio.

expresion D=a¢
Las dimensiones de la celda son del orden de la distancia entre las
particulas. En esta celda, el modelo calcula el potencial electrostatico
suponiendo que la particula ocupa una posicion fija en el centro de la
celda, donde la carga total es cero para que se satisfaga el principio de

electroneutralidad.
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-Modelo de jellium

Simultaneamente, Beresford-Smith y colaboradores [Beresford-
Smith1985] elaboraron un nuevo esquema de renormalizacién basado
en la aproximacion de jellium. En el célculo del potencial
electrostatico, y(r), en torno a una particula coloidal, esta teoria no
tiene en cuenta las correlaciones entre las particulas, es decir, la
funcion de distribucion radial es constante e igual a la unidad. Como
en el modelo de celda, las particulas coloidales se tienen en cuenta a la
hora de calcular y(7), pero la dispersion se supone desordenada. En el
modelo de jellium, la forma funcional del potencial de interaccion a
pares es similar a un potencial de tipo Yukawa (ecuacion 5.1), pero la
carga (Z) se sustituye por un valor renormalizado (Z), que se puede
calcular a partir del potencial electrostatico como sigue. Primero, el
potencial electrostatico normalizado, Y =ey/k,T, se evalia
resolviendo la ecuacion de Poisson-Boltzmann (PB) en la que el resto
de particulas coloidales son tratadas como los pequeios iones, con la
diferencia de que la funcién de distribucion radial se aproxima a uno.

Bajo estas hipotesis y en el caso de particulas esféricas, la ecuacion
PB queda

‘1’“(1”)+2‘P'(r):—4TCZB[(ZnP+ns)exp(—‘P)—rzseXp(‘{’)—an], r>a (5.2)
r

donde [, = e’ /(4ne,e,k,T) es la longitud de Bjerrum, npy ng son las
concentraciones de particulas coloidales y de sal monovolante,
respectivamente, y a es el radio de la particula. La ecuacion (5.2) se

resuelve junto con las condiciones de frontera W'(a) = ZI, /a’,
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que es la Ley de Gauss aplicada a la superficie de la particula, y
Y (o) =0. La solucion en el campo lejano se iguala a

W) =1, Z exp(ka) exp(—«r) (53)
1+ xa r

que es la solucion linealizada de la ecuacion (5.2). Este hecho se
ilustra en la figura 1, donde la solucion para Z=500 e/particula y una
concentracion de sal monovalente de 0.005 mM a una fraccion de
volumen del 1% (linea continua) se compara con la solucion asintdtica

derivada de la ecuacion (5.3) con 72323 e/particula (linea punteada).

rla

Figura 5.1.- Potencial electrostdtico normalizado en funcion de la distancia al
centro de una particula para Z= 500 e/particula, concentracion de sal 0.005 mM y
@=0.01 (linea continua). También se ha representado con linea punteada la
solucidn asintdtica obtenida a partir de la ecuacion (5.3) para 7 =323 e/particula.
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Como se puede observar, el acuerdo entre ambas curvas a partir de
una cierta distancia es casi perfecto. En cualquier caso, el valor de x
viene dado en este modelo por

K =/4nl, (2ng + Zn,) (5.4)

Aqui, k¥ no estd renormalizado al contrario de lo que ocurre en el
modelo de celda, y depende de carga neta de las particulas, Z. Este
punto es clave para entender posteriormente los resultados
experimentales.

Aunque este modelo, empleado por Beresford-Smith no ha sido
tan utilizado como el de Alexander, ha despertado interés
recientemente como se puede apreciar en la bibliografia. De hecho,
Trizac y Levin plantearon un modelo jellium renormalizado y
justificaron porqué la carga efectiva obtenida a partir de éste era mas
adecuada para estudiar las interacciones coloidales [Trizac2004],
[Levin2003]. Por otro lado, recientemente se ha encontrado que la
altura del pico principal del factor de estructura no aumenta
monotonamente con la fraccion de volumen, sino que muestra un
minimo [Rojas2002]. Este comportamiento habia sido predicho por
Beresford-Smith /Beresford-Smith1985] pero ain no se habia
encontrado experimentalmente. Otra de las predicciones tedricas mas
llamativas del modelo esta relacionada con la dependencia entre el
factor de estructura y la carga de las particulas. Conforme aumenta la
carga, el pico principal del factor de estructura alcanza un maximo y
posteriormente decae. Sin embargo, no tenemos constancia de que
esta prediccion haya sido ratificada experimentalmente. En este
sentido, se disefiaron una serie de experimentos. Para ello, se vari6 la
carga de las particulas modificando el nimero de grupos superficiales
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cargados por particula y se estudiaron sus propiedades estructurales a
una fraccion de volumen determinada. El estudio sistematico de la
estructura con la carga se realizd con dos sistemas muy diferentes:
dispersiones de liposomas y latex.

5.1.2.- Resultados experimentales
5.1.2.1.- Dispersiones de liposomas

Los liposomas que se emplearon se describen en la Tabla 4.1. El rasgo
distintivo entre ellos es la proporcion de fosfolipido cargado que
poseen. La composicion se modificd con el fin de variar la carga
superficial de las particulas.

En primer lugar, se midieron los factores de forma de los
distintos sistemas. El factor de forma se obtiene analizando la luz
dispersada por sistemas coloidales no correlacionados, es decir, no
estructuradas, para que la intensidad dispersada solo se deba a las
caracteristicas de las particulas pero no a las interacciones entre ellas.
Para ello, las muestras se prepararon a una fraccién de volumen de
$=0.002 y 2 mM de KNO;. Los factores de forma obtenidos para cada
uno de los sistemas se muestran en la figura 5.2, donde también
aparecen los ajustes teoricos segun la teoria de Rayleigh-Gans-Debye
aplicada a sistemas polidispersos expuesta en el capitulo anterior. De
los ajustes se determinaron los tamanos e indices de polidispersidad
mostrados en la Tabla 4.1.
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Figura 5.2.- Factores de forma experimentales (simbolos) con sus correspondientes
ajustes (lineas continuas): A), B), C), D), E) son los sistemas LI, L25, L50, L75,
L100 respectivamente. Los ajustes teoricos se realizaron segun la teoria RGD
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Figura 5.3.- Factores de estructura experimentales con sus correspondientes
ajustes: A), B), C), D), E) son los sistemas L1, L25, L50, L75, L100 respectivamente
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A continuacion se prepararon dispersiones a una fraccion de volumen
alrededor del 0.9 % que fueron desionizadas. Las medidas del factor
de estructura estatico se llevaron a cabo con el dispositivo ALV-
5000E fast correlator mediante dispersion de luz estatica. El valor
medio de la intensidad a cada angulo se realiz6 promediando sobre
tres medidas independientes. Los factores de estructura obtenidos para
cada uno de los sistemas se muestran en la figura 5.3.

En todas las muestras se encuentra un pico muy marcado
correspondiente a la correlacién entre particulas vecinas. La altura
maxima de este pico S, depende de la composicion, es decir, del
numero de grupos cargados por liposoma, como se observa en la
figura 5.4

max
—THH
—T1—a
u

T T T T T T
0 1000 2000 3000
heta
Figura 5.4.- Altura del pico principal del factor de estructura S,... en funcion de la

carga neta de los liposomas. Simbolos huecos (datos experimentales), simbolos
rellenos (valores teoricos).

Smax aumenta inicialmente con la carga hasta alcanzar un valor
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maximo y luego decrece. Este resultado es a primera vista
contradictorio, ya que cabria esperar que el orden local aumentara
conforme crece el nimero de grupos cargados por particula. En el
analisis de los datos se siguieron diferentes métodos:

1) En primer lugar, ajustamos las curvas experimentales aceptando
como valido un potencial de interaccion repulsivo de tipo Yukawa y
las ecuaciones de Ornstein-Zernike se resolvieron con la relacion de
cierre HNC y la RMSA. Ambas relaciones de cierre proporcionaron
resultados muy similares, por lo que en las graficas solo aparece la
aproximacion HNC (lineas punteadas). En los dos casos, HNC y
RMSA, la longitud inversa de Debye se calcula a partir de la relacion

K=\/4TE1B (2ng+Z,n,), donde Zys es la carga efectiva de las

particulas.

i1) En el segundo método, los datos se ajustaron utilizando la
aproximacion jellium, donde «k se calcula con la ecuacion (5.4). En la
grafica 5.4 se muestran junto con los datos experimentales (simbolos
huecos) los mejores ajustes, los cudles se obtuvieron variando la carga
neta Z,.,, que es el parametro de entrada en este modelo, mientras que
Zjenium ©s la carga renormalizada que se obtiene del ajuste a partir de la
carga neta. Es importante resaltar que la carga efectiva jellium
aumenta con el nimero de grupos cargados del liposoma.

A la vista de los resultados, podemos decir que ambas teorias
ajustan bien los datos experimentales a altos valores de ¢. Sin
embargo, la teoria falla a la hora de describir el comportamiento para
pequefios valores de vectores de onda, lo cudl puede ser una sefial de
heterogeneidades espaciales a gran escala. EI comportamiento de S(g)
a angulos pequefios lo discutiremos mas adelante en mayor detalle. La
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relacion de cierre HNC, donde no se ha tenido en cuenta ningun tipo
de renormalizacidn, es la que mejor ajusta la posicion y altura del
maximo principal de los factores de estructura experimentales. No
obstante, los valores de las cargas efectivas obtenidas, mostradas en la
Tabla 5.2, decrecen con el nimero de grupos cargados, resultado
paraddjico ya que se espera todo lo contrario. La aparente
contradiccion se pone de manifiesto para valores grandes de la carga
del liposoma. En estas condiciones, es necesario aplicar teorias de

renormalizacion.
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Figura 5.5.- Cargas renormalizadas (eje izquierdo, linea continua) y valores de
(eje derecho, linea punteada) en funcion de la carga neta segun los modelos de
Alexander y jellium (Radio de particula: 50 nm, Fraccion de volumen: 0.0122,
Concentracion iénica residual: 10° M).
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En la figura 5.5 se puede ver como en el modelo de
renormalizacion de Alexander, tanto Z,, como « se saturan a un cierto
valor. Segun esta teoria, la correlacion entre las particulas debe
aumentar mondtonamente hasta un determinado valor de la carga,
donde la altura del pico principal alcanza su valor maximo y se
mantiene constante. Claramente, los resultados experimentales
encontrados no concuerdan con esta descripcion.

La dependencia de S,,. con la carga neta de las particulas
muestra que existe una carga optima para la cudl la estructuracion de
la dispersion es maxima y alejandonos hacia valores de carga mayores
o menores el sistema se desordena. El resultado se puede explicar de
forma intuitiva con el modelo de jellium (ver la prediccion tedrica de
Beresford-Smith, fig. 3 del articulo). Como ya se ha indicado, en la
aproximacion jellium las particulas se tratan como macroiones. Por lo
tanto, para calcular x hay que tener en cuenta la carga neta de las
particulas (ver ecuacion 5.4). En este contexto, la longitud inversa de
Debye aumenta monétonamente con Z,., sin llegar a saturarse (figura
5.5). Este resultado es totalmente opuesto al que predice el modelo de
celda de Alexander. Al aumentar la carga neta de las particulas, la
carga efectiva se satura en ambos modelos, pero el continuo aumento
de k en el modelo de jellium provoca el debilitamiento del orden
espacial. En resumen, el hecho de que en la teoria de jellium se
considere la contribucion de las particulas coloidales a la constante de
apantallamiento, permite predecir el comportamiento no mondtono de
la altura del maximo de S(g) al aumentar la carga superficial de las
particulas. Los ajustes realizados con la aproximacion jellium
discrepan de los factores de estructura experimentales alrededor del
pico (véase figura 5.3). Las diferencias también se pueden notar en la
figura 5.4 donde aparecen los valores experimentales de S, junto con
los obtenidos a partir de la teoria jellium. Estas diferencias son mas
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apreciables para las muestras mas estructuradas (figuras 2.A y 2.B).
Los ajustes no se pueden mejorar puesto que el modelo es incapaz de
generar factores de estructura con valores mas grandes de .. Las
aproximaciones mas dudosas, responsables de la limitacion del
modelo, son: por un lado se sobreestima la contribucion de las
particulas a la longitud inversa de Debye y, por otro lado, se
infravalora la correlacion entre las particulas.

Muestra @ (%) Z (grupos ZefHNe Zietium | Zneta
(PS:PC) PS/particula)
L1 (1:99) | 0.85 540 420 313 | 420
L2 (25:75) 1.10 12000 330 306 520
L3 (50:50) 0.82 29000 260 535 2000
L4 (75:25) 1.00 40000 165 547 2500
L5 (100:0) 0.83 60000 170 604 3200

Tabla 5.2.- Fraccion de volumen, nimero de grupos ionizables por particula (Z),
carga efectiva obtenida del ajuste de S(q) con la aproximacion HNC considerando
un potencial de interaccion tipo Yukawa a 5-10°M (Zy), carga efectiva segun el
modelo jellium suponiendo el mismo potencial de interaccion a 5-10°M con la
aproximacion RMSA( Zieyum) ¥ la carga neta (Z,e,), utilizada como pardmetro de
entrada en el modelo jellium.

De hecho, no es sorprendente y se espera que las discrepancias
sean tanto mdas notables cuanto mas estructurado esté¢ el sistema
coloidal. Aunque experimentalmente se han observado alturas de pico
superiores a 2.3 [Rojas2002], los picos que se obtienen con el modelo
Jjellium apenas superan 1.9. Respecto a los valores de Z,., utilizados
como parametro de ajuste (Tabla 2, Columna 6), debemos tener en
cuenta que:
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1) no se corresponden con el nimero estimado de grupos
ionizables por liposoma (Tabla 2, Columna 3).

i) las diferencias son tanto mas acusadas cuanto mas cargado
esta el sistema.

Por ejemplo, en el sistema L1 Z,., es igual a 420 electrones,
mientras que el numero de moléculas de PS por vesicula es de 540,
por lo que se cree que la gran mayoria de los grupos superficiales
estan disociados. En cambio, para la muestra L100, el nimero de
grupos ionizables por liposomas es de 60000, pero del ajuste se
obtiene una carga de 3200 electrones. Entonces, ;las cargas netas
utilizadas como parametro de ajuste son fisicamente aceptables? A
vista de los resultados, suponiendo que todas las moléculas de PS
estuvieran cargadas negativamente, las cargas netas obtenidas con el
modelo jellium son mucho menores y no podriamos responder
afirmativamente.

Algunos autores han sugerido la posibilidad de que los iones se
puedan condensar en la superficie del liposoma. Como el potencial
electrostatico de las particulas es muy elevado, es probable que la
concentracion de H' en las proximidades de las vesiculas sea mucho
mas alta que en el seno de la disolucion, pudiendo el pH local de las
particulas alcanzar valores comparables con el pKa de los grupos
superficiales. Este hecho implicaria una reduccion en el grado de
disociacion de los grupos y, por consiguiente, una reduccion del
numero de cargas por particula. En este caso es necesario aplicar un
modelo de regulacion quimica de la carga para poder estimar la
proporcion de grupos superficiales ionizados [Palbergl995]. Para ello
se tiene en cuenta una ley de accion de masas similar a la que rige en
el seno de una disolucion. Sea un grupo quimico A susceptible de ser
ionizado, el equilibrio quimico de esta disociacion se expresa como
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K, =[H"] 0 f‘a) (5.5)

donde [H'] es la concentracion local de iones H' en las proximidades
de las particulas y 0=Zy/Z, es el grado de disociacion de la especie
quimica A (Z4y Zy son el numero de grupos A ionizables e ionizados,
respectivamente). En el calculo se ha considerado que las moléculas
de fosfatidilcolina no intervienen en el equilibrio quimico, puesto que
el pKa del fosfolipido es igual a 13 (valor muy alejado de nuestras
condiciones experimentales). En el caso de la fosfatidilserina, tenemos
3 grupos ionizables: fosfato, carboxilo y amino, cuyos pKa son: 2.6,
3.5y 9.7, respectivamente [AvantiPolar], [Marsh1990].

El numero de grupos ionizados para cada uno de los sistemas
encontrados teniendo en cuenta la regulacion quimica de la carga se
muestran en la Tabla 5.3, Columna 4*. Como vemos, ahora el acuerdo
entre la carga neta utilizada como parametro de ajuste Z,., y la carga
disociada por particula Z;; se ve mejorado y son, al menos, del mismo

orden.
MueStra Z Zneta Zd|s
(ps: PC) (grupos PS/particula)
L1 (1:99) 540 420 404
L2 (25:75) 12000 520 950
L3 (50:50) 29000 2000 1900
L4 (75:25) 40000 2500 2000
L5 (100:0) 60000 3200 2510

Tabla 5.3.- Nimero de grupos de PS por particula (Z), carga utilizada como
parametro de ajuste en el modelo jellium (Z,.,) y numero de grupos disociados por
liposoma considerando regulacion quimica (Zs).
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5.1.2.2.- Dispersiones de latex

Los latex empleados poseen grupos sulfonato en la superficie y
fueron sintetizados por IKERLAT Polymers. Todas las dispersiones se
sometieron a un proceso de limpieza i6nica y de mondémero sobrante
mediante el intercambio de la fase liquida del latex por agua
bidestilada de baja conductividad, utilizando para ello una membrana
semipermeable. En total se han utilizado cuatro latex de las mismas
caracteristicas y tamafios similares, pero con distinta densidad
superficial de grupos sulfonato. La descripcion de los sistemas se
recoge en la siguiente Tabla.

Diametro o Carga
Muestra 2 :
(nm) (uClem?) (e/particula)
Lx1 82 0.63 425
Lx2 80 1.51 2100
Lx3 80 2.97 4210
Lx4 80 7.86 11140

Tabla 5.3.- Didmetro, densidad de carga superficial, y numero de grupos cargados
por particula.

Las dispersiones de latex, a diferencia de los liposomas, son
bastante turbias, incluso a concentraciones muy diluidas. El elevado
contraste se debe a la gran diferencia entre los indices de refraccion de
las particulas y el medio acuoso. Por esta razén las medidas de
dispersion de luz se realizaron con el dispositivo 3D-DLS, que elimina
la dispersion multiple de la sefal detectada. La intensidad total
registrada es igual a la suma de la intensidad ocasionada por eventos
de dispersion multiple y simple. La intensidad debida a un unico
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evento de dispersion /(g) se puede aislar de la intensidad total a partir
de la reduccion de la amplitud de la funcion de correlacion cruzada de
las cuentas netas registradas. Las muestras se prepararon a una
fraccion de volumen en torno al 0.15%. La concentracion elegida es
menor que en el caso de los liposomas porque debido a la elevada
monodispersidad de las particulas de latex, las dispersiones
cristalizaban rapidamente en el proceso de desionizacion. La presencia
de cristales conlleva una pérdida de ergodicidad y la intensidad
dispersada presenta picos muy acusados que pueden danar los
detectores. La baja polidispersidad de las particulas se puede observar
en los factores de forma (Figura 5.5).
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Figura 5.6.- Factores de forma obtenidos a partir de medidas de intensidad: A)
latex Lx1(simbolos negros); B)latex Lx2, Lx3, Lx4 (simbolos rojos, verdes y azules,
respectivamente). Con linea continua se muestran los factores de forma tedricos
utilizando la teoria RGD (para sistemas monodispersos) para un diametro de 80 nm

(5.5.4)y 82 nm (5.5.B).
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Los ajustes se realizaron sin necesidad de incluir polidispersidad.
Los tamaios de las distintas muestras fueron muy parecidos (80 nm
de diametro para Lx1 y 82 nm el resto). Los diametros obtenidos por
DLS también corroboraron la homogeneidad en tamafos de las
particulas.

Las muestras al 0.15% en fraccion de volumen fueron
desionizadas con intercambiadores i6nicos hasta conseguir la
formacion de las estructuras. En el caso del latex Lx2, la muestra
cristalizd a pesar de encontrarnos a una concentracion muy baja de
particulas. En la siguiente figura aparecen los distintos sistemas,
donde se puede apreciar la presencia de cristales en el latex
mencionado.

Figura 5.7.- Dispersiones de particulas de latex con distintas cargas superficiales
(9= 0.15%).

En la muestra Lx2, para cada vector de dispersion antes de cada
medida, la célula se agitaba con el fin de destruir los cristales y poder
medir el sistema en el estado fluido. Transcurrido un pequefio
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intervalo de tiempo los cristales se formaban nuevamente. En este
intervalo temporal se llevaron a cabo las medidas. En la siguiente
fotografia se puede ver la muestra donde coexisten las fases fluido-
cristal A) y tras ser agitada B).

a)

Figura5.8.- a) Lx2 a 0.14% en fraccion de volumen parcialmente cristalizada.
b) Muestra anterior tras ser agitada.

A simple vista, sin necesidad de realizar ningin experimento,
encontramos un fendmeno muy llamativo: la aparicion de una fase
reentrante fluido-cristal-fluido al aumentar la carga de las particulas.
Aunque no intuitivos, los resultados son coherentes con el
comportamiento no monotono de la altura del pico de S(g) encontrado
al variar la carga de los liposomas. La fase reentrante es una sefial mas
de la existencia de un valor de carga para el cual la estructuracion del
sistema es maxima. La fase reentrante fluido-cristal-fluido en sistemas
desionizados cargados al variar la carga del coloide fue estudiada por
[Yamanakal998]. El trabajo consistio en delimitar las fronteras
fluido-cristal al ir variando la fraccion de volumen, ¢, y la densidad de
carga de las particulas, 6o, a una fuerza idnica determinada. Las
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razones que argumentaron para justificar este comportamiento fueron
cualitativas. Por ejemplo, mencionan que el aumento de la carga de las
particulas posee dos efectos, por un lado, aumenta la intensidad de la
interaccion electrostatica, pero también el apantallamiento debido a
los contraiones provenientes de la desionizacion de los grupos
superficiales. La competicion entre estos dos fendmenos es la que
explica la fase reentrante. En nuestro estudio analizaremos los factores
de estructura con el modelo jellium para intentar explicar la
dependencia no monotona del orden coloidal con la carga de las
particulas. A continuacion se presentan los factores de estructura
experimentales encontrados para cada uno de los sistemas.

Lx1 Lx2 Lx3 Lx4
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Figura 5.9.- Factores de estructura experimentales (cuadrados) con sus
correspondientes ajustes con la aproximacion HNC (linea continua) a una fraccion
de volumen en torno al 0.15%. Las muestras estan identificadas en el margen
superior izquierdo de cada grafica.

Al igual que con los liposomas, observamos que la altura del
maximo principal de S(g) es fuertemente dependiente de la carga de la
particula, encontrando nuevamente un méaximo en la relacion Sy-Z.
Aplicando el modelo de jellium, tal y como se explico en el apartado
anterior, la teoria predice un maximo de la altura del pico principal de
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S(g) con la carga de las particulas, pero aqui las diferencias entre los
resultados tedricos y los valores experimentales son muy notables, ver
figura 5.10. Estas discrepancias no sorprenden, puesto que las
muestras analizadas en esta ocasion estaban mucho mas estructuradas
y, por lo tanto, mas alejadas de las hipotesis de partida del modelo.
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Figura 5.10.- Altura del pico principal del factor de estructura en funcion de la
carga neta de las particulas. Simbolos huecos (datos experimentales), simbolos
rellenos (valores tedricos).

Los valores de carga utilizados para realizar el ajuste, Z,,, Se
muestran en la Tabla 5.4. Aqui también se recogen el niimero de
grupos sulfato por particula, Z, y la carga disociada Z;, obtenida
teniendo en cuenta la regulacion quimica de los grupos sulfatos. El
valor de pKa utilizado para el sulfato fue de 2, dato que se obtuvo de
diversos trabajos encontrados en la bibliografia [Palbergl995],
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[Zwetsloot1994], [Jacobasch1984]. En este caso, al igual que ocurria
con los liposomas, la carga neta utilizada como pardmetro de ajuste
discrepa enormemente de la carga valorada. Sin embargo, tras
considerar el equilibrio quimico de los grupos superficiales, se
observa que la carga disociada es mucho menor que la carga valorada.
Estos resultados ponen de manifiesto que, incluso para acidos fuertes,
no todos los grupos superficiales estan desionizados debido a la gran
proporcion de iones H' en las cercanias de la particula. Asi el valor de
carga mas fiable y que se debe considerar a la hora de comparar con
resultados tedricos seria la carga disociada, Zz,, que como vemos es
mucho mas parecida a Z,.,.

Muestra GruposZSquato Zet-HNC Zis Zneta
por particula

Lx1 425 210 408 142

Lx2 2100 900 1146 696

Lx3 4210 350 1654 1403

Lx4 11140 345 2749 3712

Tabla 5.4.- Nimero de grupos sulfato Z, carga efectiva con aproximacion HNC Z,;
carga disociada Zy, y carga neta por particula, Z,.,.

Caracterizacion electrocinética

Ante las disyuntivas encontradas entre los valores de carga
obtenidos con los distintos modelos, decidimos realizar una
caracterizacion electrocinética de las dispersiones. No es nuevo que de
la medida de movilidades y de su posterior estimacion del potencial
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zeta, {, se puede conseguir informacion sobre la estructura mas interna
de la doble capa eléctrica de las particulas. La movilidad
electroforética permite deducir cargas efectivas que pueden ayudar a
entender la formacion de estructuras a bajas fuerzas i6nicas [Quesada-
Pérez1999]. Por este motivo, se midieron las movilidades
electroforéticas de las distintas dispersiones en funcién de la fuerza
ionica con el dispositivo Zeta-PALS. Las medidas obtenidas se
presentan en la figura 5.11.
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Figura 5.11.- Movilidades de los ldatex LxI(simbolos negros), Lx2(simbolos rojos),
Lx3 (simbolos verdes) y Lx4 (simbolos azules) en funcion de la concentracion de sal.

El célculo del potencial zeta a partir de los valores
experimentales de movilidad se realiz6 aplicando la Teoria de O’Brien
y White [O’Brien1978]. Esta teoria no contempla la posibilidad de
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conduccion idnica entre la superficie de la particula y el plano de
cizalladura y su intervalo de aplicabilidad no posee restricciones sobre
los valores de ka o {. El modelo tiene en cuenta:

1) El efecto de relajacion: la deformacion de la doble capa
eléctrica por efecto del campo eléctrico externo.

i1) El retardo electroforético: al aplicar un campo eléctrico
externo los macroiones tienden a moverse en sentido opuesto al de
los contraiones que da lugar a la aparicion de una fuerza eléctrica
opuesta al campo externo.

Una vez calculados los valores del potencial {, la carga
electrocinéticamente transportada se estim6 con la siguiente relacion
(para electrolitos 1:1)

2
z, :M 2sinh| =5 |+ % tanh| -5 (5.5)
2k. T 4k, T

€ B Ka B

con la que se comete un error menor del 5% siempre que ka>0.5
[Russsel,1995]. En la grafica 5.11 se muestran las cargas
electrocinéticamente transportadas por particula en funcién de la
fuerza i6nica. Para comparar estas cargas con las obtenidas a partir de
los ajustes de los factores de estructura, seria deseable tener medidas
electroforéticas a fuerzas i6nicas de la misma magnitud.
Desafortunadamente, las medidas a fuerzas idnicas extremadamente
bajas no son fiables: falta reproducibilidad y el control experimental
de la concentracion de sal es dudoso. Aqui se optd por medir a fuerzas
i6nicas mayores y, gracias a la dependencia lineal entre carga y fuerza
ionica, el valor de la carga a concentraciones de sal muy bajas se
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obtuvo extrapolando. Los resultados obtenidos (margen inferior
derecho de cada una de las graficas que aparecen en la figura 5.12)
confirman que el sistema mas estructurado, al que se le atribuye una
carga efectiva mayor, Lx2, es el que presenta una mayor carga
electrocinética. Esto tiene sentido si pensamos que cuando dos
particulas interaccionan electrostdticamente a largas distancias lo
hacen como si portasen una carga igual a la que encierra el plano
exterior de Helmholtz.
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Figura 5.12.- Carga electrocinéticamente transportada en funcion del radio
electrocinético de los latex Lx1, Lx2, Lx3 y Lx4.

5.1.3.- Discusion

Para finalizar esta seccion seria conveniente resumir las
principales conclusiones que se derivan de este estudio. Lo mas
destacable de estos resultados es la aparicion de un méaximo en la
altura del pico principal del factor de estructura en funcion de la carga
de las particulas. Estos resultados se pueden ajustar si se recurre a
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cargas efectivas decrecientes, utilizando la aproximacion HNC,
véanse Tablas 5.2 y 5.4. Estas cargas efectivas decrecientes
dificilmente podrian explicarse con el modelo de renormalizacion de
Alexander aplicado a un conjunto de sistemas de cargas crecientes.
Por esta razéon nos planteamos recuperar otro modelo de
renormalizacion que predice la aparicion de un maximo en la altura
del pico al aumentar la carga, el modelo de jellium. Con esta otra
teoria es posible justificar la aparicion del maximo en S(guq.)-Z ya que
el parametro k no se renormaliza y crece monotonamente con Z, cosa
que no sucede en el modelo de Alexander. Sin embargo, nuestros
resultados parecen sugerir que esta teoria sobrestima el
apantallamiento de las fuerzas -electrostiticas asociado a este
parametro puesto que solo ajusta razonablemente bien los factores de
estructura de aquellas dispersiones muy poco estructuradas, véase
Figura 5.10. Por este motivo, en el siguiente apartado donde se
trabajan con dispersiones mas concentradas no se hard uso del modelo

jellium.

5.2.- Propiedades estaticas de sistemas densos cargados
densos

Al contrario de lo que ocurre en liquidos simples, el potencial
efectivo de interaccion entre particulas determinado por la carga
efectiva Z,s y el alcance k! no solo depende de la carga neta de las
particulas sino también de las concentraciones de coiones Yy
contraiones y de la fraccion de volumen. En este apartado, se
estudiard la dependencia de las propiedades estaticas con la fraccion
de volumen en sistemas con distinta carga superficial. Asi, a partir de
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la disolucion madre se prepararon distintas muestras a fracciones de
volumen que oscilaron entre el 1 y 10%. Los sistemas analizados
fueron descritos en la seccion experimental del Capitulo 4: L1, L2, L3,
L4yLS5.

5.2.1.- Factores de estructura estaticos

Aqui se presenta una comparacion sistematica de las
propiedades estaticas de dispersiones acuosas de liposomas,
caracterizadas por la dependencia angular de la intensidad dispersada,
con las predicciones tedricas para dispersiones de particulas cargadas
obtenidas a partir de ecuaciones integrales con la aproximacion HNC.

Sistema L1

En la figura 5.13 se muestran de izquierda a derecha los factores
de estructura S(g) del sistema L1 para valores crecientes de la fraccion
de volumen. La posicion del pico esta relacionada con la distancia
media de separacion entre particulas diy., mediante diyer = 270/qmax
[Pusey1991] . En la grafica se observa como la posicion del méximo
principal g4 se desplaza a valores mayores de g con la concentracion
de particulas. El desplazamiento del pico principal hacia valores
crecientes de q es una senal de la reduccion de la distancia promedio
entre las particulas al incrementar su concentracion. Cuando las
particulas sufren fuertes interacciones y sus posiciones estan
correlacionadas, aumenta el grado de interferencia constructiva de la
luz dispersada por ellas, lo que provoca la apariciéon de un pico muy
bien definido en S(g). Junto con los datos experimentales se
representan en linea continua los correspondientes ajustes realizados
con la aproximacion HNC teniendo en cuenta la polidispersidad de la
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suspension coloidal. Las curvas tedricas capturan aceptablemente bien
la altura y posicion del pico principal. A bajos angulos, los ajustes
discrepan notablemente de los datos experimentales. En la Tabla 5.5
se muestran las fracciones de volumen @guse asi como la carga
efectiva Z, utilizados como pardmetros de ajuste. La fraccion de
volumen calculada a partir de la fraccion en peso de fosfolipido se
nota como ¢4;. El acuerdo entre ambos valores es claro. En la Tabla
s6lo se muestran los datos de aquellas muestras donde el pico
principal de S(g) se sitia en la ventana experimental de vectores de
onda. Las dos dispersiones mas concentradas (¢gzz =0.075 y ¢a
=0.010) presentan el maximo a valores mayores de q, por lo que es
imposible conocer su altura y posicion.

Figura 5.13.- Factores de estructura a distintas fracciones de volumen para el
sistema L1 (fracciones de volumen crecientes de izquierda a derecha). Simbolos:
datos experimentales, Lineas: ajustes tedricos con la aproximacion HNC.
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Muestra L1 i Bajuste Zet Smax
A 0.0083 0.0085 450 1.97
B 0.013 0.013 450 2.20
C 0.017 0.017 450 2.29
D 0.022 0.021 400 2.33
E 0.033 0.033 250 1.93
F 0.050 0.049 250 2.23

Tabla 5.5.- Descripcion de las dispersiones L1: Fraccion de volumen estimada a
partir de la fraccion en peso de fosfolipido ¢, fraccion de volumen utilizada como

pardmetro de ajuste de S(q) @jusie , carga efectiva Zy, y altura del maximo principal
de S(q) Snax -

Sistema L2

En esta seccion se proporcionan los factores de estructura S(g) y
sus correspondientes ajustes para el sistema L2, donde los liposomas
estin compuestos por un 25% de fosfatidilserina y 75% de
fosfatidilcolina. Los factores de estructuras experimentales se
muestran en la grafica 5.14 junto con los ajustes teodricos. La
descripcion de las dispersiones estudiadas, salvo las tres muestras mas
concentradas se muestran en la Tabla 5.6. Al contrario del sistema L1,
los factores de estructura teoricos han sido calculados con la misma
carga efectiva, 350 electrones por liposoma, para todas las
concentraciones.
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Figura 5.14.- Factores de estructura a distintas fracciones de volumen para el
sistema L2 (fracciones de volumen crecientes de izquierda a derecha). Simbolos:
datos experimentales, Lineas: ajustes tedricos con la aproximacion HNC.

Muestra L2 i Bojuste Zet Smax
A 0.0072 0.0050 350 1.85
B 0.0116 0.0101 350 2.13
C 0.0145 0.0165 350 2.27
D 0.0193 0.0215 350 2.37
E 0.029 0.033 320 2.61

Tabla 5.6.- Descripcion de las dispersiones L2.
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Sistema L3

A continuacion, se presentan los factores de estructura estaticos
de los sistemas constituidos por 50% de PS y 50% de PC. En la
grafica 5.15 aparecen los factores de estructura estaticos
experimentales (simbolos) medidos con dispersion de luz estatica para
fracciones de volumen crecientes. Con lineas continuas se representan
los ajustes tedricos de las curvas experimentales aplicando la
aproximacion HNC.

S(q)

Figura 5.15.- Factores de estructura experimentales medidos con dispersion
estdtica de luz (simbolos). Las lineas continuas se obtuvieron ajustando los S(q)
experimentales con la aproximacion HNC. De izquierda a derecha, la figura
muestra los resultados para fracciones de volumen crecientes del sistema L3.
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En este caso observamos que el acuerdo entre las dos fracciones de
volumen ¢uis y Gajusie N0 €s tan bueno. Las fracciones de volumen
resultantes de los ajustes {guse SON, en general, mayores que las
calculadas a partir de la cantidad de fosfolipido ¢4;. Las cargas
efectivas utilizadas en los ajustes oscilaron entre 280 y 350 electrones
por particula.

Muestra L3 il AR Zet Smax
A 0.0089 0.0077 280 1.51
B 0.014 0.018 350 2.05
C 0.018 0.025 350 2.23
D 0.024 0.032 350 2.33
E 0.036 0.052 350 2.64
F 0.054 0.071 290 2.55

Tabla 5.7.- Descripcion de las dispersiones L3.

Sistema L4

Los factores de estructura experimentales del sistema L4 se
exponen en la figura 5.16 junto con los ajustes tedricos. Para estas
dispersiones, formadas por el 75% de fosfolipido cargado y 25% de
fosfolipido neutro, la estructuracion no es tan acusada. Las cargas
efectivas empleadas son de 165 electrones, cantidad claramente
inferior a la del resto de sistemas estudiados. En esta ocasion, la
muestra F posee un factor de estructura cuya altura maxima es
visiblemente menor que la muestra E mas diluida.
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Figura 5.16.- Factores de estructura experimentales medidos con dispersion

estdtica de luz (simbolos). Las lineas continuas se obtuvieron ajustando los S(q)

experimentales con la aproximacion HNC. De izquierda a derecha, la figura

muestra los resultados para fracciones de volumen crecientes del sistema L4.

Muestra L4 il Prjuste Ze Smax
A 0.0083 0.011 165 1.36
B 0.011 0.014 175 1.46
C 0.013 0.018 165 1.44
D 0.017 0.025 165 1.51
E 0.022 0.032 165 1.63
F 0.033 0.047 140 1.55
G 0.050 0.072 165 1.81

Tabla 5.8.- Descripcion de las dispersiones L4.
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Sistema L5

El sistema mas cargado, L5, como ya se vi6 en la seccion
experimental anterior es la muestra menos estructurada. La
disminucién de las correlaciones entre las particulas se observa en la
disminucioén generalizada de la altura del pico principal de S(g). Las
cargas efectivas, en este caso, son menores que en los sistemas
anteriores. Otro fenémeno llamativo es la desaparicion del aumento de
S(g) a bajos angulos.

Figura 5.17.- Factores de estructura experimentales medidos con dispersion
estatica de luz (simbolos). Las lineas continuas se obtuvieron ajustando los S(q)
experimentales con la aproximacion HNC. De izquierda a derecha, la figura
muestra los resultados para fracciones de volumen crecientes del sistema L5.
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En este tipo de dispersiones, compuestos unicamente por
fosfatidilserina, el factor de estructura decae monotonamente
conforme diminuye el vector de onda. El acuerdo entre teoria y
experimento se ve mejorado, aunque aun las curvas experimentales a
bajos angulos siguen siendo mayores que los ajustes tedricos.

Muestra L5 i Prjuste Zet Smax
A 0.009 0.008 190 1.29
B 0.015 0.016 130 1.27
C 0.019 0.019 110 1.21
D 0.025 0.028 110 1.28
E 0.038 0.044 110 1.30
F 0.057 0.062 110 1.41

Tabla 5.9.- Descripcion de las dispersiones L35.

5.2.2.- Discusion de los resultados

El andlisis de los factores de estructura pone de manifiesto la
naturaleza repulsiva de las suspensiones analizadas, que claramente
difieren del comportamiento de esfera dura. A la vista de los
resultados, se observa como la ordenacion espacial de los sistemas
tratados disminuye conforme aumenta el nimero de fosfolipidos
cargados que componen los liposomas. Los factores de estructura
teoricos, calculados mediante ecuaciones integrales con la
aproximacion HNC, ajustan razonablemente la posicion y altura del
pico principal de S(g) en todos los casos. Los ajustes no pueden
reproducir el comportamiento de los factores de estructura
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experimentales a bajos angulos. La inusual subida de los factores de
estructura a bajos angulos esta presente en todos los sistemas menos
en las dispersiones L5, que poseen una composicidon homogénea, es
decir, estan formados por un tnico tipo de fosfolipidos.

5.2.2.1.- Distancia media de separacion entre las particulas

La dependencia de g, con ¢ estd determinada por la repulsion
electrostatica entre las particulas. El valor maximo de la distancia
media de separacion entre las particulas dj.. viene dado por la
distancia geométrica promedio o« n”. Cuando el alcance de las

173 - , .
, diner serd igual al limite

interacciones directas es comparable a n°
geométrico v gmaoc2n n'”. Asi, por ejemplo, en sistemas
relativamente  concentrados constituidos por particulas que
interaccionan como esferas duras la distancia de separacion media
entre las particulas es aproximadamente igual a su didmetro. En la
figura 5.18 se han representado para todos los sistemas (L1, L2, L3,
L4 y LS5) la distancia promedio de separacion entre las particulas en
unidades de didametro de particula d;,./d en funcion de la fraccion de
volumen ¢. La distancia promedio experimental se calcula
directamente a partir de la posicion del pico principal de S(g), gmax.
Las lineas representan la distancia geométrica promedio entre las
particulas multiplicada por una constante arbitraria. Las constantes de
proporcionalidad que acompafian a 21 n”7 son: 0.9 (L1), 0.87 (L2),
0.83 (L3), 0.82 (L4) y 0.88 (L5). Los sistemas L1 y L5 (el menos y el
mas cargado, respectivamente) poseen los prefactores mas cercanos a
uno, que se traduce en una mayor separacion entre las particulas, es
decir, las interacciones aparentan ser de mayor alcance y las particulas
permanecen mas alejadas. Por el contrario, en los sistemas con cargas
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intermedias, L2, L3 y L4, la distancia promedio de separacion esta
mas alejada del limite geométrico y son precisamente estas
dispersiones las que muestran un mayor desacuerdo entre las
fracciones de volumen @guse y ¢air. Las fracciones de volumen
obtenidas a partir de la posicion del pico principal de los factores de
estructura son ligeramente mayores que las calculadas a partir del
criterio de dilucion, por lo que estos sistemas muestran
concentraciones efectivas mayores. En todos los casos, los valores
utilizados son muy parecidos a los encontrados por otros autores en
sistemas cargados: 0.85 [Brownl975], 0.89 [Robert2001]. La
dependencia entre el vector de onda donde se localiza el maximo del
factor de estructura g, y la fraccion de volumen sugieren que las
muestras desionizadas forman estructuras expandidas donde las
particulas se sitlian a una distancia maxima.

4
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Figura 5.18.- Distancia de separacion media entre particulas 27/d q,,.c en unidades
de diametro de particula en funcion de la fraccion de volumen para los sistemas L1,
L2, L3, L4 y L5 (cuadrados, datos experimentales). La linea continua es igual a la
distancia geométrica promedio entre las particulas, n'? multiplicada por una

constante arbitraria (ver texto).
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5.2.2.2.- Comportamiento de S(q) a valores pequefios del vector de
onda

El aumento de los factores de estructura a pequenos valores de ¢
es un sintoma de la presencia de heterogeneidades en la densidad en el
seno de las disoluciones y ha sido encontrado en otros sistemas que
presentan una contribucion atractiva en el potencial. Sin embargo, en
sistemas cargados este fendmeno es muy llamativo. Las
heterogeneidades podrian ser causadas por agregados, que dispersan
luz preferencialmente a bajos angulos. Sin embargo, esta hipotesis no
es muy probable puesto que el valor de S(0) deberia crecer
monotonamente con la concentracion de particulas [Ndgelel996],
fendmeno que no ocurre. La posibilidad de que la dispersion multiple
sea la causante de este aumento tampoco la encontramos factible y se
ha descartado después de las comprobaciones descritas en el Capitulo
4. Ademas, si esto fuera cierto, la subida deberia estar presente en el
sistema L5, puesto que se midieron a las mismas concentraciones y los
liposomas presentan propiedades Opticas similares. Una de las
posibilidades que se podrian manejar es que la heterogeneidad en
carga de la superficie sea la causante de la aparicion de una atraccion
adicional. El sistema compuesto exclusivamente por fosfatidilserina
no muestra este fendémeno y es precisamente un sistema donde los
liposomas son quimicamente homogéneos. También relacionado con
la heterogeneidad en carga, se ha probado que en el caso de sistemas
que presentan una polidispersidad en carga adicional a la relacionada
con la polidispersidad en tamaifios, el factor de estructura a pequefios
valores de ¢ sufre un aumento considerable /D’ ’Aguannol991]. En la
figura 5.19 aparecen dos factores de estructura. En un caso se ha
supuesto que la polidispersidad es despreciable (linea continua) y en el
otro se ha considerado una polidispersidad en carga del 60% (linea
discontinua), donde se puede apreciar el aumento mencionado a
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pequetios valores de g. Esta polidispersidad en carga se deberia a la
distribucion no homogénea de fosfolipidos cargados entre los distintos
liposomas [Haro-Pérez2003] ocasionado por un reparto no
homogéneo entre los liposomas de los dos tipos de fosfolipidos
durante el proceso de sintesis. No obstante, sélo podemos hablar de
posibilidades, pero sin llegar a ninguna conclusion.

151 *

S(q)

q{nm™)

Figura 5.19.- Factores de estructura tecricos calculados con la aproximacion HNC
para una muestra monodispersa (linea continua) y suponiendo un 60% de
polidispersidad en carga (linea discontinua) para una concentracion de particulas
en torno a 1.25-10" particulas/m’.

Algunos trabajos, tanto tedricos como experimentales, plantean
que en sistemas cargados a bajas fuerzas idnicas y suficientemente
concentrados, las interacciones a varios cuerpos pueden ser
importantes /Russ2002]. La contribucion de las interacciones a tres
cuerpos es modelada con un potencial de tipo Yukawa atractivo, y
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plantean que el potencial total efectivo a pares se puede expresar
como la suma de dos potenciales de tipo Yukawa, un repulsivo debido
a las repulsiones a pares y el segundo de naturaleza atractiva que
representa la contribucion de las interacciones a 3 cuerpos. Carbajal-
Tinoco [Carbajal-Tinoco2002], invirtiendo los factores de estructura
obtenidos con la aproximacion de Zerah-Hansen obtuvo un potencial
efectivo de interaccion entre particulas de igual carga que exhibe un
minimo. Los sistemas donde se mostraba la aparicion de este minimo
poseian caracteristicas similares a las de nuestras muestras.

Otro posible origen de la atraccion entre liposomas se puede
encontrar en el trabajo de Sheng y col. [Sheng2004]. Ellos sostienen
que en el caso de emulsiones, las fluctuaciones de los iones pueden
generar una interaccion dipolar de cardcter atractivo que, a cortas
distancias, es mas intensa que la barrera electrostatica. En cualquier
caso, esta explicacion no podria aplicarse al caso de los latex donde
también se observa una subida de S(g) a bajos angulos en algunas de
las muestras. En resumen, hemos recogido varias hipodtesis que
podrian explicar el comportamiento a bajos angulos de los factores de
estructura experimentales, pero para extraer conclusiones seria
necesario realizar mas estudios.
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Capitulo 6

Propiedades Dinamicas

La dindmica de los sistemas coloidales posee rasgos distintivos
que contrastan con la de los sistemas atdémicos o moleculares. Estas
diferencias se deben al papel tan decisivo que el medio dispersor
ejerce sobre la difusion de las particulas. Las propiedades difusivas y
viscoelasticas de las dispersiones coloidales dependen de la relacion
entre las interacciones directas y las hidrodindmicas. La relacion entre
ambas interacciones no esta hoy dia totalmente establecida a pesar de
la importancia que representan desde un punto de vista tanto tedrico
como tecnoldgico. La escasez de estudios se debe principalmente a
dos razones: Por un lado, teéricamente, este problema es de enorme
complejidad porque se trata de un problema a varios cuerpos, similar
al movimiento de los 4tomos en un liquido pero con la dificultad
afiadida de las interacciones hidrodindmicas transmitidas por el medio
dispersor. Ademas, estas interacciones son de largo alcance y su
naturaleza es a varios cuerpos. Por otro lado, experimentalmente, las
técnicas de dispersion de luz limitan el intervalo de concentraciones
que se pueden usar con lo que la fraccion de volumen de las muestras
analizadas no se puede aumentar arbitrariamente. Asi, a
concentraciones de particulas relativamente pequenas, los fendmenos
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de dispersion multiple empiezan a ser importantes, por lo que las
medidas de dispersion de luz dejan de ser fiables. Una forma de
superar estas limitaciones es aumentar el indice de refraccion del
medio dispersor, con lo que se disminuye el contraste disolvente-
particula [Philipsel1988]. Este método posee el inconveniente de que
la composiciéon del disolvente ha de ser manipulada y, por
consiguiente, la quimica superficial de las particulas es alterada. Asi,
existen trabajos sobre interacciones hidrodindmicas de dispersiones
coloidales pero usando como medio de dispersion disolventes
orgénicos [Phalakornkull1996], [Hdrtl2000], [Riese2000]. En nuestro
caso, como el indice de refraccion de los liposomas es tan parecido al
del agua, no necesitamos disolventes organicos y ha sido posible
medir dispersiones acuosas de liposomas hasta concentraciones en
torno al 10% en fraccion de volumen sin necesidad de modificar la
composicion del sistema.

En este capitulo se muestran resultados relacionados con la
dindmica browniana de liposomas en dispersiones correlacionadas,
cuyos factores de estructura fueron analizados en el Capitulo 5.

A partir de medidas angulares del coeficiente de difusion
efectivo a tiempos cortos mediante dispersion de luz dinamica (DLS),
junto con los factores de estructura medidos con dispersion de luz
estatica (SLS), se evaluan las funciones hidrodinamicas de las
suspensiones.

La parte ultima de este capitulo se dedica al estudio del
diagrama de fases de los distintos sistemas, pero en especial, el del
sistema L3, a partir del andlisis de la dindmica s a tiempos largos.
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6.1.- Factor de estructura dinamico

Las figuras 6.1 y 6.2 muestran funciones de dispersion
intermedias determinadas por DLS. En la figura 6.1 se comparan las
funciones de correlacion a un mismo vector de onda pero a distintas
fracciones de volumen del sistema L3. Como se puede observar, la
pendiente inicial disminuye conforme el sistema es mds denso, es
decir, las particulas difunden mdas lentamente al aumentar la fraccién
de llenado.

1.00

f(a,t)

0.37 4

0.14 4 -0

t(ms)

Figura 6.1.- Funcion de dispersion intermedia normalizada medida por DLS para
una suspension de liposomas a una fraccion de volumen del 0.7% (cuadrados
huecos) y al 8% (cuadrados rellenos) para q=0.0207 nm™. Las lineas punteadas
representan el decaimiento inicial de la funcion de dispersion intermedia.
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En la figura 6.2 se distinguen las funciones de correlacion de
una muestra desionizada y una no desionizada a la misma
concentracion de particulas (muestra L1-A). La funcién de correlacion
de la muestra desionizada se aleja mas de un decaimiento exponencial
y su caida inicial es mas lenta (a ese vector de onda) que en el caso de
la muestra no desionizada. Este comportamiento indica que, aunque la
fraccidn de volumen sea la misma, el sistema desionizado donde el
alcance de las interacciones directas es mayor se comporta
aparentemente como un sistema mas denso [Ndgelel996].
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Figura 6.2.- Funcion de dispersion intermedia normalizada medida por DLS para
una dispersion de liposomas al 1% sin desionizar (cuadrados rellenos) y
desionizada (cuadrados huecos).El vector de onda es q=0.0232 nm’. Las lineas
punteadas representan el decaimiento inicial de la funcion de dispersion
normalizada.
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En ambos casos, al aumentar la correlacion entre las particulas, bien
disminuyendo la distancia de separacion promedio al concentrar (Fig
6.1), bien ampliando el alcance del potencial al eliminar los iones que
apantallan la interaccion electrostatica (Fig 6.2), se observa que la
funcion de correlacion se desvia de la relajacion exponencial.

Las desviaciones de f{q,?) de un decrecimiento exponencial se deben a
efectos de memoria (ver ecuacion 2.31) que son los dominantes para
tiempos mayores al tiempo de relajacion estructural, tal y como se
discutio en la seccion 2.3.2.

Por ahora nos centraremos en el comportamiento a tiempos
cortos, caracterizados por <<t,. El comportamiento a tiempos cortos
viene cuantificado por el primer cumulante que se obtiene ajustando la
funcién de correlacion a una exponencial simple decreciente. De esta
manera, se consigue una primera estimacion. Como vimos en la teoria
de dispersion de luz, incluso a tiempos cortos existen desviaciones del
comportamiento exponencial y es mas exacto seguir el método de los
cumulantes hasta un polinomio de orden 2.

In[ f{q.t)] =T, +T,t+T,¢ (6.1)

El andlisis por cumulantes de las funciones de dispersion
proporciona los resultados presentados en la grafica 6.3.
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Figura 6.3.- Primer cumulante de las funciones de correlacion de dos dispersiones
de liposomas al 1.16%, L2-B (simbolos huecos) y 1.93%, L2-C (simbolos rellenos)
en fraccion de volumen. La linea continua representa la dependencia angular del
primer cumulante en el caso de un sistema diluido: I'1=Dq’.

La dependencia de este coeficiente con el vector de onda es
notoria. La linea continua representa el primer cumulante de una
muestra diluida que, como vimos en el Capitulo 3, depende
linealmente con el cuadrado del vector de dispersion ya que el

coeficiente de difusién es independiente de ¢, T, = D,q*> con Dy la

constante de difusion de Stokes-Einstein. La desviacion de este
comportamiento da cuenta de la presencia de correlaciones entre las
particulas, como se pudo comprobar en los estudios de las propiedades
estructurales de estos sistemas. En ambas muestras se observa un
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minimo en el coeficiente de relajacion que se desplaza a la derecha
conforme aumenta la concentraciéon de particulas, tal y como ocurre
con el maximo principal del factor de estructura estatico. La
dependencia angular se estudiard detalladamente en el siguiente
apartado.

6.2.- Dinamica a tiempos cortos

Antes de iniciar la presentacion de los resultados, es
conveniente definir qué se entiende por tiempos cortos (<< 1,). En la
practica este régimen se puede diferenciar del andlisis a tiempos largos
realizando la siguiente representacion, figura 6.4, donde se muestra en
escala doblemente logaritmica el logaritmo neperiano de la funcion de
dispersion intermedia frente al tiempo de correlacion.
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Figura 6.4.- Log(-In(f(q.1))) en funcion de log(t) del sistema L3 a 1.4% en fraccion
de volumen medido a un angulo de dispersion de 40°.
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En la ilustracion se observa claramente la transicion entre el
movimiento difusivo de las particulas antes de interaccionar con las
particulas vecinas, difusion en la celda formada por las particulas
adyacentes (linea continua), y el nuevo régimen lineal (linea
discontinua) definido por el coeficiente de difusion a tiempos largos
donde la difusion de las particulas es producto del efecto promedio de
consecutivas interacciones con las particulas circundantes.

6.2.1.- Coeficiente de difusion efectivo

La ecuacion (3.36) nos informa de la posibilidad de determinar
la funcidon hidrodindmica a partir de las medidas de S(g), Dy y el
coeficiente de difusion efectivo a tiempos cortos Deq). Este tltimo se
obtiene ajustando la caida inicial de las funciones de correlacion del
campo, o funcion de dispersion intermedia, tal y como se describié en
3.3.2 a partir de la expresion

f(g:y=e"*"  donde I'(q) = Dy (9)q’ (6.2)

En la siguiente figura, 6.5, se muestran varias funciones de correlacion
medidas a distintos angulos. Los tiempos de relajacion obtenidos de
los ajustes se muestran proyectados en la parte superior. Los simbolos
representan los tiempos de relajacion caracteristicos, T = I'". En la
figura se aprecia como la relajacion de las funciones de correlacion es
mas rdpida conforme aumenta el vector de dispersion, y sigue
aproximadamente una dependencia con ¢”. Sin embargo, a valores
intermedios del vector de dispersion, se observan claras desviaciones
respecto al caso diluido donde el sistema muestra tiempos de
relajacion mayores. Este fendmeno es una indicacion de que la
dindmica correspondiente a estas escalas espaciales es obstaculizada



Capitulo 6.- Propiedades dinamicas 155

por las interacciones entre las particulas y es tanto mas pronunciado
cuanto mayor es la fraccion de volumen de la dispersion.

Y b}

Figura 6.5.- Funcion de dispersion intermedia normalizada medida por DLS a
distintos vectores de dispersion del sistema L2-B a una fraccion de volumen del
1.16%. En la parte superior se han proyectado los tiempos de relajacion
caracteristicos de cada funcion de autocorrelacion (simbolos) junto con la
dependencia angular de los tiempos de relajacion de un sistema diluido (linea
continua).

6.2.1.1.- Dependencia con la fraccion de volumen

En la figura 6.6, aparecen las funciones de dispersion
intermedias f{gmaxd,f) medidas en el maximo del pico principal del
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factor de estructura estitico gma en funcién de tg°. Esta
representacion, la funcidén de dispersion intermedia normalizada frente
a tq°, permite realizar una comparaciéon directa de la dindmica de
distintas muestras ya que la pendiente coincide exactamente con el
coeficiente de difusion efectivo Def(q). Claramente se puede ver que al
aumentar la concentracion de particulas del sistema, la difusiéon en el
maximo del factor de estructura disminuye con la concentracion de

particulas.
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Figura 6.6.- Funcién de dispersion intermedia normalizada f(q,t) medida por DLS
en la posicion del mdximo del pico principal del factor de estructura estatico ¢..d
para tres dispersiones del sistema L3: ¢=0.9% (cuadrados),$=1.93% (circulos) y
#=3.6% (triangulos). Las lineas son los correspondientes ajustes a tiempos cortos:
linea continua (¢=0.9%), linea discontinua (¢p=1.93%) y linea punteada($=2.9%).
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6.2.1.2.- Dependencia con el potencial de interaccion

Incluso en sistemas muy diluidos, las dispersiones altamente
cargadas a muy bajas fuerzas i6nicas poseen una ordenacion espacial
considerable. El gran alcance del potencial de interaccion entre
particulas cargadas a muy bajas fuerzas idnicas permite que las
particulas puedan interaccionar a largas distancias. La correlacion
entre las particulas, responsable de la aparicion de un maximo
principal en S(g), influye considerablemente en las propiedades
difusivas del sistema (ver ecuacion 3.36). La ventaja que presentan los
sistemas coloides es la facilidad con la que se puede manipular el
potencial de interaccion entre las particulas variando, por ejemplo, la
fuerza idnica. Esta peculiaridad permite estudiar, sobre un mismo
sistema, la relacion existente entre las propiedades estructurales y las
dindmicas.

En la siguiente experiencia comprobaremos como las
interacciones directas influyen de forma determinante en la dindmica
de un sistema coloidal. Para ello, se realizan simultaneamente medidas
del factor de estructura y del coeficiente de difusion del sistema L2 a
una fraccion de volumen del 0.2% y a distintas fuerzas ionicas. En
primer lugar, se muestran las medidas de una muestra preparada a
partir de la disolucién madre por dilucién. Aun sin afadir las resinas,
la dispersion presenta un pico en el barrido angular de la intensidad
dispersada (Fig 6.7, simbolos negros). La correlacion entre las
particulas se debe a que, aunque no se hayan eliminado los iones
residuales con los intercambiadores idnicos, los liposomas durante su
preparacion fueron dispersados en agua desionizada, por lo que la
fuerza i6nica de las muestras sigue siendo muy pequefia. En la figura
6.8 aparecen los radios hidrodindmicos estimados a partir de medidas
del coeficiente de difusion utilizando la relacion de Stokes-Einstein
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(ecuacion 2.1), expresion ampliamente utilizada para calcular tamafos
de particulas con técnicas de dispersion de luz dindmica. A la hora de
determinar tamafios, veremos que esta técnica se tiene que utilizar
tomando ciertas precauciones, sobre todo si se analizan sistemas
vesiculares cargados o particulas cargadas con bajos indices de

refraccion.

A continuacion, se afiadié una pequefia cantidad de KNOs,
0.08 mM. A pesar de la baja concentracién de sal, la ordenacion
espacial se ve claramente afectada (Fig 6.7, simbolos rojos).
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Figura 6.7.- Dependencia angular de la intensidad dispersada por una muestra al
0.2% en fraccion de volumen a distintas fuerzas ionicas: 0 mM (simbolos negros),
0.08 mM (simbolos rojos), 0.24 mM (simbolos verdes), 2 mM (simbolos azules) y
factor de forma (simbolos celestes).
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Figura 6.8.- Dependencia angular del radio hidrodindmico de una muestra al 0.2%
en fraccion de volumen a distintas fuerzas ionicas: 0 mM (simbolos negros), 0.08
mM (simbolos rojos), 0.24 mM (simbolos verdes), 2 mM (simbolos celestes) y factor
de forma (simbolos azules).

La pérdida de correlacion entre las particulas se debe a la
disminucién del alcance del potencial de interaccidon por la presencia
de iones. El efecto de la configuracion espacial sobre la dinamica
también se detecta en el allanamiento de la dependencia angular del
coeficiente de difusion (Fig 6.8 simbolos rojos). Al afadir una
cantidad mayor de iones, hasta 0.24 mM, el sistema queda
practicamente desestructurado, aunque aln existen desviaciones
respecto a una dispersion totalmente desordenada (Fig 6.7, simbolos
verdes), desviaciones que también estdn presentes en las medidas
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dinamicas (Fig 6.8, simbolos verdes). Finalmente, fue necesario
preparar una dispersion a 2 mM (simbolos celestes) para poder
recuperar el factor de forma (simbolos azules). Solo en este caso, se
observé tanto por SLS como por DLS la total desestructuracion del
sistema. Como vemos, la adicion de tan sélo 2 mM de sal provoca
variaciones en los radios hidrodindmicos en torno a 10 nm si se mide
alrededor del maximo principal del factor de estructura. Este hecho ha
dado lugar a equivocos en algunas ocasiones a la hora de estudiar la
dependencia del tamafio de vesiculas cargadas con la concentracion de
sal a bajas fuerzas idnicas [Claessens2003]. Si no se toman estas
precauciones, el cambio observado en el coeficiente de difusion se
puede atribuir erroneamente a una variacion del tamano de las
vesiculas, cuando en realidad lo que estamos observando es la
dependencia del coeficiente de difusion efectivo con S(g) y H(g). En
estos casos, la aplicacion de la relacion de Stokes-Einstein para
obtener tamafios deja de ser valida. El coeficiente de difusion medido
es un coeficiente de difusion efectivo y no el de difusion libre de las
particulas. Por este motivo, si se quiere determinar el tamafio de una
dispersion de liposomas cargados con DLS, es preciso asegurarse de
que la ordenacion espacial es practicamente despreciable para asi
medir el coeficiente de difusion libre. Con el fin de eliminar la
correlacion entre las particulas se puede diluir la dispersion o
apantallar el alcance de las interacciones electrostaticas afiadiendo sal.
La primera opcién no siempre es posible porque los liposomas son
muy malos dispersores y para conseguir suficiente estadistica es
necesario medir por encima de determinadas fracciones de volumen,
en torno al 0.2%, para que el nimero de cuentas dispersadas
detectadas sea suficiente. La opcion mas factible es afiadir pequenas
cantidades de sal.
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6.2.1.3.- Resultados Experimentales

Como hemos podido comprobar en las secciones anteriores, el
factor de estructura dindmico depende tanto del potencial de
interaccion entre las particulas (fuerza idnica, carga superficial) como
de la concentracion de particulas. En este apartado se expone un
estudio detallado de las propiedades difusivas en funcion de la
fraccion de volumen de algunos de los sistemas caracterizados
estructuralmente en el Capitulo 5, concretamente los sistemas L1 y
L2. El fin ultimo de estas experiencias es determinar las funciones
hidrodindmicas de las distintas dispersiones y comprobar los
resultados experimentales obtenidos con las teorias hidrodinamicas
mas utilizadas en sistemas cargados para discutir su validez.

Sistema L1

Las muestras caracterizadas son las presentadas en 5.2.1. Las
medidas se realizaron por DLS. En la grafica 6.9 se muestra el
comportamiento angular de los coeficientes de difusion efectivos a
distintas fracciones de volumen. Las curvas experimentales exhiben
una clara dependencia angular, justificada por el comportamiento de
S(g). De hecho, su minimo principal se encuentra en la misma
posicion que el maximo del factor de estructura estatico. Las medidas
realizadas en el maximo de S(g), prueban la dindmica del sistema a
escalas espaciales comparables con la distancia de separacion
promedio entre particulas. A estas escalas espaciales, las particulas se
encuentran rodeadas por particulas vecinas que obstaculizan su
difusion, justificando asi la apariciéon de un minimo en el coeficiente
de difusion a vectores de onda alrededor de gmax.
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Figura 6.9.- Dependencia angular del coeficiente de difusion efectivo a distintas
fracciones de volumen para el sistema L1: A) 0.83%, B) 1.3%, C)1.7%, D) 2.2%, E)
3.3%yF)5.0%

Para pequefios valores de ¢, se aprecia un aumento del

coeficiente de difusion que indica una aceleracion de la dinamica si se

compara con la difusion libre de una particula. A estas escalas

espaciales, varias veces la separacion promedio entre las particulas, el

coeficiente de difusion se denomina coeficiente de difusion colectivo,

D, puesto que se interpreta como una magnitud que da cuenta de las
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propiedades dindmicas de movimientos colectivos en la misma
direccion. En el régimen colectivo el movimiento de una particula
influye rapidamente en el movimiento de otras particulas situadas a
grandes distancias.

Sin embargo, el fendmeno mas llamativo de estos resultados es
la apariciéon de un maximo en el coeficiente de difusion efectivo a
pequenios valores de ¢. Este maximo siempre se presenta a un vector
de onda que, en el espacio real, equivale a dos veces la distancia de
separacion entre particulas y que, por lo tanto, se escala con la
concentracion. El maximo indica la existencia de dominios de
dimensiones dos veces la distancia de separacion entre particulas con
mayor movilidad, que darian lugar a heterogeneidades dindmicas
[Kegel2000].

Para visualizar mejor las diferencias dinamicas de las muestras
respecto del caso diluido se suele representar la inversa del coeficiente
de difusion efectivo normalizado por el coeficiente de difusion libre
Dy/Dei(q). En esta grafica, figura 6.10, también se han incorporado los
factores de estructura S(g). Segin se muestra en la ilustracion, las
diferencias entre Dy/De(q) y S(q) son apreciables en todas las
muestras. Como se apunté en el apartado 3.3.2.1, las interacciones
hidrodindmicas son las responsables de la aparicion de estas
diferencias. Alrededor del pico, Dy/Def(q) es menor que S(g) lo que
implica que H(g)>1 (ver ecuacion 3.36), es decir, la difusion se ve
favorecida por las interacciones hidrodindmicas. Sin embargo, y
mayormente en el régimen colectivo, Dy/D.fq) es mayor que S(g)
consecuencia de la ralentizacion provocada por las interacciones
hidrodindmicas ya que para estos vectores de dispersion H(g)<l. En
definitiva, bien para favorecer o para dificultar la difusion, los
resultados prueban la importancia de las interacciones hidrodindmicas
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en todos los sistemas analizados.

.......

Figura 6.10.- Factor de estructura estdtico (simbolos huecos) y Dy/D./(q) (simbolos
llenos) del sistema L1 a distintas fracciones de volumen: A) 0.83%, B) 1.3%,

C)1.7%, D) 2.2%, E) 3.3) y F) 5.0%

Sistema L2

Seguidamente se presentan los resultados experimentales
obtenidos para el sistema constituido por 25% de PS y 75% de PC. En
la grafica 6.11, se muestran las medidas angulares de los coeficientes
de difusion efectivos obtenidos a distintas fracciones de volumen. Las

(b)s

(b)s

(b)s
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curvas experimentales encontradas son analogas a las del sistema L1.
En todas ellas se puede distinguir un minimo en el coeficiente de
difusion situado alrededor del pico principal de S(g), que se desplaza
hacia la derecha al ir aumentando la fraccion de volumen, y un
maximo en el régimen colectivo.
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Figura 6.11.- Dependencia angular del coeficiente de difusion efectivo a distintas
fracciones de volumen para el sistema L2: A) 0.72%, B) 1.16%, C)1.45%, D)1.93%
y E) 2.9%.

También en esta ocasion, al representar la inversa del
coeficiente de difusion efectivo normalizado por el coeficiente de
difusion libre junto con el factor de estructura, mirar figura 6.12,
ambas magnitudes no coinciden.
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Figura 6.12.- Factor de estructura estdtico (simbolos huecos) y Dy/D.(q) (simbolos
rellenos) del sistema L2 a distintas fracciones de volumen: A) 0.72%, B) 1.16%,
C)1.45%, D)1.93%y E) 2.9%.

En el siguiente apartado nos centraremos en estas diferencias,
sefial de la presencia de interacciones hidrodinamicas. Estas
diferencias son tanto mas acusadas cuanto mayor es la fraccion de
volumen del sistema y seran cuantificadas determinando las funciones
hidrodindmicas.
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6.2.2.- Interacciones hidrodinamicas

Una vez establecidos los factores de estructura estaticos y
dindmicos de las dispersiones de liposomas, el comportamiento
hidrodindmico que da cuenta de las interacciones indirectas mediadas
por el fluido dispersor se puede describir cuantitativamente, sin
necesidad de realizar ninguna aproximacion adicional, a partir de la
siguiente ecuacion

H(q)= S(q)%@ (6.3).

0

Intuitivamente se espera que las interacciones hidrodindmicas se
comporten como una fuerza de friccion adicional ejercida sobre las
particulas que conlleva un decrecimiento generalizado de la difusion
del sistema. Ademas, los efectos son tanto mdas importantes cuanto
mayor es la fraccion de volumen. Estos efectos han sido observados
experimentalmente en sistemas formados por particulas que
interaccionan como esferas duras [van Megenl1985], [Segrel1995]. Sin
embargo, recientemente se ha podido comprobar que el
comportamiento de dispersiones cargadas a bajas fuerzas idnicas
puede ser muy diferente: en particular se ha demostrado que las
interacciones hidrodindmicas pueden favorecer la difusion a ciertas
escalas espaciales [Hdrtl1999], [Ndgelel993], [Watzlawekl1997],
[Overbeck1999]. Claramente se observa una interconexion entre las
interacciones hidrodindmicas (indirectas) y las interacciones directas.
Una cuestion que aun queda por resolver es como esta relacion entre
las distintas interacciones afecta a la dinamica en el caso de sistemas
altamente cargados y relativamente densos.
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Figura 6.13.- Funcion hidrodindmica experimental H(q) (simbolos) y distintas
funciones hidrodinamicas teoricas del sistema L1 a distintas fracciones de volumen:
A) 0.83%, B) 1.3%, C)1.7%, D) 2.2%, E) 3.3) y F) 5.0%.Teoria BM con S(q) tedrico
calculado con la aproximacion HNC (linea continua negra), Teoria BM con S(q)
experimental (linea roja continua), Aproximacion PA con g(r) calculada con la
aproximacion HNC (linea negra discontinua),Aproximacion PA con g(r) estimada a
partir del S(q) experimental (linea roja discontinua).
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Figura 6.14.- Funcion hidrodinamica experimental H(q) (simbolos) y distintas
funciones hidrodindmicas teoricas del sistema L2 a distintas fracciones de volumen:
A) 0.72%, B) 1.16%, C)1.45%, D)1.93% vy E) 2.9%. Teoria BM con S(q) tedrico
calculado con la aproximacion HNC (linea negra continua), Teoria BM con S(q)
experimental (linea roja continua), Aproximacion PA con g(r) calculada con la
aproximacion HNC (linea negra discontinua), Aproximacion PA con g(r) estimada
a partir del S(q) experimental (linea roja discontinua).
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Las funciones hidrodindmicas experimentales de los dos
sistemas expuestos en el apartado anterior, L1 y L2, se muestran en las
graficas 6.13 y 6.14, respectivamente. Como se puede observar, la
funcién hidrodindmica toma valores mayores y menores que uno,
dependiendo del vector de dispersion. Cuando H(g)<l, los efectos
hidrodindmicos equivalen a una friccion adicional que dificulta la
dindmica de las particulas al aumentar la fraccion de volumen. Si
H(g)>1, como sucede alrededor del pico, la dinamica se ve favorecida
por el campo de velocidades creado en el fluido.

Con el fin de realizar un andlisis cuantitativo de las
interacciones hidrodindmicas, los resultados experimentales se
comparan con las dos teorias hidrodindmicas mas utilizadas en
sistemas cargados. Ambas aproximaciones, formalismo de Beenakker
y Mazur (BM) y la teoria de aditividad a pares de las interacciones
hidrodindmicas (PA) se explican detalladamente en el Apéndice 1. La
aproximacion BM fue originalmente desarrollada para esferas duras
[Beenakker1984] pero mas tarde se adaptd con éxito a sistemas
ligeramente cargados [Genz[991]. Los célculos de las funciones
hidrodindmicas tedricas se realizan como sigue. En el caso de la teoria
BM, es necesario conocer S(g) ya que se utiliza como parametro de
entrada para evaluar el segundo sumando del que depende H(g) segin
aparece en Ec. 1.4. En primer lugar, se calcula H(g) utilizando como
funcién de entrada el factor de estructura teérico que mejor ajusta las
medidas experimentales de S(g). Los S(g) tedricos se calculan tal y
como se explico en el capitulo anterior resolviendo las ecuaciones de
Ornstein-Zernike con la aproximacion HNC y suponiendo un
potencial de interaccion entre las particulas repulsivo de tipo Yukawa.
En las figuras 6.13 y 6.14 las funciones hidrodinamicas calculadas
mediante este procedimiento se han representado en lineas negras
continuas. Como se puede apreciar, las curvas tedricas asi estimadas
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difieren considerablemente de los datos experimentales (simbolos),
sobretodo a vectores de onda pequefos. Ademas, cualitativamente no
reproducen la forma de H(g), concretamente el minimo que aparece a
bajos angulos. Estas diferencias no sorprenden puesto que los S(g)
utilizados como parametros de entrada tampoco reproducian las
curvas experimentales. Luego, es previsible encontrar diferencias
entre teoria y experimento si de entrada utilizamos una funciéon que no
ajusta bien los factores de estructura experimentales. Por este motivo,
optamos por utilizar como funcién de entrada los S(g) experimentales
medidos por SLS. Este procedimiento evita tener que realizar
hipotesis adicionales sobre el potencial de interaccion entre las
particulas. Las funciones hidrodinamicas asi obtenidas se muestran
con lineas rojas continuas. En este caso, las curvas tedricas ajustan la
tendencia de los puntos experimentales y reproducen aceptablemente
bien la posicidn y altura del maximo principal de H(g). Las diferencias
empiezan a ser importantes al aumentar la fraccion de volumen,
especialmente a bajos angulos donde H(g) aumenta sensiblemente.
Andalogamente, en el caso de la teoria PA, para evaluar H(g) se
necesita como parametro de entrada la funcion de distribucion radial
del sistema, g(7). Esta funcién se puede calcular a partir de S(g)
aplicando la ecuacion I.11. Las curvas resultantes se representan con
lineas discontinuas. Con lineas negras discontinuas aparecen
representadas las funciones hidrodinamicas evaluadas utilizando como
pardmetro de entrada la funcion de distribucion radial calculada a
partir de los S(g) generados teoricamente. Las diferencias entre teoria
y experimento son notables e incluso mayores que en el caso de la
teoria BM. En esta aproximacion, también se calcula H(g) utilizando
como funcion de entrada la funcion de distribucion radial que se
obtiene invirtiendo los factores de estructura experimentales. Aqui
debemos sefialar que las g(7) calculadas no son muy fiables puesto que
a la hora de pasar del espacio de Fourier al real se presentan
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ambigiiedades si la funcion no estd totalmente definida, como ocurre
con los factores de estructura experimentales. Las limitaciones son de
tipo experimental puesto que es imposible poseer informacion en todo
el intervalo de vectores onda. De todas formas, aunque no se puede
asegurar que las funciones de distribucion asi calculadas sean
rigurosamente validas, hemos optado por mostrar también en las
graficas las funciones hidrodinamicas resultantes. Llamativamente, a
pesar del cuestionado procedimiento, se observa que las curvas
tedricas mejoran el ajuste, las lineas rojas discontinuas reproducen
bastante mejor los datos experimentales que las lineas negras
discontinuas.

En resumen, a la vista de los resultados, la teoria de
Beenakker y Mazur modificada para sistemas cargados es la que
mejor ajusta los datos experimentales siempre y cuando se utilice
como parametro de entrada el factor de estructura experimental. No
obstante, en algunos casos (especialmente en los sistemas mas
concentrados) aparece un ligero desplazamiento entre las curvas
teoricas y las experimentales. El desplazamiento se puede deber a
fallos en la teoria, puesto que se realizan varias aproximaciones para
obtener expresiones relativamente sencillas, o a errores
experimentales, ya que las funciones hidrodindmicas experimentales
son magnitudes indirectas que se calculan a partir de medidas de S(g)
y de De(g). Para minimizar los errores experimentales y contrastar
mejor teoria y experimento se ha repetido el estudio, pero ahora,
ajustando las medidas de los coeficientes de difusion efectivos. En
este caso las medidas son directas y no es necesario emplear S(g) en
su obtencion.



Capitulo 6.- Propiedades dinamicas 173

6_
o 4
=
g
a 21
0
Qﬂ
T
QO

Figura 6.15.- Dependencia angular del coeficiente de difusion efectivo del sistema
L1 a distintas fracciones de volumen: A) 0.83%, B) 1.3%, C)1.7%, D) 2.2%, E) 3.3)
v F) 5.0%. Curvas experimentales (simbolos), Teoria BM con S(q) teorico calculado

con la aproximacion HNC (linea continua), Teoria BM con S(q) experimental (linea
discontinua).
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Figura 6.16.- Dependencia angular del coeficiente de difusion efectivo del sistema
L2 a distintas fracciones de volumen: A) 0.72%, B) 1.16%, C)1.45%, D)1.93% y E)
2.9%.Curvas experimentales (simbolos), Teoria BM con S(q) tedrico calculado con
la aproximacion HNC (linea continua), Teoria BM con S(q) experimental (linea

discontinua).
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En las figuras 6.15 y 6.16 se muestran las medidas
experimentales (simbolos) y los calculos teodricos (lineas). Por las
razones comentadas anteriormente, so0lo se contrastan los datos
experimentales con los coeficientes de difusion obtenidos con la
aproximacion BM utilizando la ecuacion 6.4

%(q)z%q()q) 6.4)

Las lineas continuas son los coeficientes de difusion teoricos
calculados con el S(g) derivado a partir de ecuaciones integrales, y las
lineas discontinuas representan el comportamiento que predice la
teoria si se utiliza como parametro de entrada el S(g) experimental.
Mediante este nuevo analisis desaparece el desplazamiento vertical
observado anteriormente entre los datos tedricos y experimentales y
los ajustes mejoran considerablemente. Es probable que los valores
experimentales de los coeficientes de difusion sean mas precisos que
los de H(g) ya que estos ultimos dependen de la medida de dos
magnitudes.

Lo sorprendente de estos resultados es que las teorias
hidrodinamicas, en un principio desarrolladas para sistemas
homogéneos, son validas y ajustan aceptablemente bien la
hidrodinamica de nuestras dispersiones, que poseen factores de
estructura que muestran la presencia de heterogeneidades espaciales.
Tan so6lo es necesario introducir en las expresiones tedricas el factor
de estructura experimental, sin necesidad de realizar hipdtesis acerca
del potencial de interaccion.
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Funcién Hidrodinamica en qmax

Como ya se ha senalado, el rasgo mas caracteristico de la
hidrodindmica de sistemas cargados se encuentra en los valores que
toma esta funcion alrededor del maximo principal de S(g). En sistemas
cargados la difusion en el pico se ve favorecida por las interacciones
hidrodindmicas. Segun la teoria PA la dependencia entre H(qu.) y la
fraccion de volumen viene dada por [Banchiol997]

H(q) =1+ p 9™ (6.5)

El exponente 0.4 es independiente de la carga de las particulas. Sin
embargo el factor p decrece al disminuir Z. Por ejemplo, p=1.5 cuando
Z=500 vy decrece hasta 1.12 cuando Z=300.

Sin embargo, las dispersiones constituidas por esferas duras
siempre presentan valores de H(qu.) inferiores a la unidad y tanto
menores cuanto mayor es la concentracion de particulas. En el caso de
esferas duras y utilizando la teoria BM se obtiene [Beenakker1984]

H(g,.)=1-2.030+1.94¢’ (6.6)

Aunque tedricamente no hay dudas acerca de las distintas
tendencias en los dos tipos de sistemas, en la practica se han
encontrado resultados muy contradictorios. Algunos autores han
obsevado en sistemas cargados comportamientos de H(g) tipicos de
esferas duras, como se puede apreciar en la grafica 6.17 [Robert2001],
[Riese2002]. Otros, al contrario, han descubierto una dependencia
creciente con la concentracion como predice la teoria [Hdrtl1999],
[Philipsel1998], [Phalakornkull996], [Rojas2004].
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Figura 6.17.- Valores de la funcion hidrodinamica en q,,. encontrados en la
bibliografia: simbolos negros[Phalakornkull996], simbolos rojos [Philipsel988],
simbolos verdes [Riese2000], simbolos azules [Griibel2000], simbolos celestes

[Hiirtl1999],

simbolos rosas [Riese2002],simbolos amarillos [Robert2001].

También se muestran los datos experimentales obtenidos en este trabajo para los

sistemas Ll1: (simbolos negros), L2 (simbolos rojos), L3 (simbolos verdes), L4

(simbolos azules) y L5 (simbolos celestes).

Las lineas representan las predicciones teoricas para dispersiones formadas con

esferas duras (- - - -) y esferas cargadas (-++- ).
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En todos estos trabajos, salvo las medidas realizadas por Hartl y
col., los sistemas empleados estaban dispersados en disolventes no
acuosos, por lo que no se tienen estimaciones fiables de las cargas
superficiales de las particulas. Ante la polémica encontrada, en esta
tesis se han realizado medidas de H(g) en sistemas acuosos en funcion
de la fraccion de volumen y variando la carga superficial de los
liposomas para estudiar la dependencia de H(qu,) con la
concentracion. Los sistemas analizados fueron presentados en el
capitulo anterior y se notaron como: L1, L2, L3, L4 y L5 en orden
creciente de nimero de grupos cargados en la superficie. Las medidas
de H(qma) aparecen en la grafica como simbolos huecos: L1 (negros),
L2 (rojos), L3 (verdes), L4 (azules) y L5 (celestes). En todos los casos
la tendencia general es creciente. El aumento de H(gm.) con la
concentracion es tanto mas acusado cuanto mayor es la estructuracion
local del sistema, tal y como sostiene la teoria para dispersiones
cargadas.

6.3.- Sistemas densos: Confinamiento dinamico

En el apartado anterior se analiz6 la dindmica a tiempos cortos
de sistemas diluidos y relativamente concentrados. Pudimos observar
que en determinadas ocasiones el comportamiento de la funcion de
correlacion, f(q,t) se desviaba a tiempos largos de una relajacion
exponencial indicando la presencia de un proceso de difusion
adicional con tiempos de relajacion mayores. Desde hace tiempo es
bien sabido que en el caso de sistemas interaccionantes la funcion de
dispersion intermedia no se puede describir en todo el intervalo
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temporal por una Unica relajacion exponencial [Puseyl991]. El
comportamiento a tiempos cortos y largos se caracteriza por dos
procesos de relajacion diferentes que describen el coeficiente de
difusion a tiempos cortos y largos, respectivamente

f(q,t)= & Dano (@14 ,1 cortos
(6.5)

_ 2
f(g,t)oc e P ,t largos

En la siguiente figura se muestra una funcion de correlacion y los
correspondientes analisis a tiempos cortos y largos del sistema L2-C.

1.00

f(q,t)

0.37

o 1 2 3 4
t(ms)

Figura 6.18.- Funcion de autocorrelacion del campo normalizada de una muestra
al 1.45% en fraccién de volumen para un vector de onda q= 0.0119 nm. Con
lineas punteadas se representan los ajustes a tiempos cortos y largos,

respectivamente.
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En esta seccion nos centraremos en el analisis de la dindmica a
tiempos largos, andlisis que nos permitira determinar transiciones de
fase, que como muchos autores mantienen, es de tipo dindmico y no
estructural [Gotzel991], [Segre2001]. La dinamica de dispersiones
coloidales densas no esta totalmente establecida y son varias las
lagunas que aun quedan por comprender. Los coloides son sistemas
muy atractivos para estudiar las transiciones de fase que sufre la
materia, ya que en estos sistemas las escalas espaciales y temporales
involucradas son accesibles experimentalmente. En los ultimos afios,
se ha realizado un enorme esfuerzo para explicar la dinamica de
coloides densos asi como los mecanismos responsables de la
transicion liquido-sdlido amorfo. De hecho, se han efectuado avances
en sistemas repulsivos o atractivos [Beckl1999], [Tanaka2004],
[Trappe2001]. Sin embargo, ain no existe una teoria universal que
pueda ser aplicada a un potencial de interaccion arbitrario. Se cree,
por ejemplo, que la transicion sol-gel, tipica de sistemas atractivos
podria ser explicada de forma andloga a la transicion fluido-sé6lido
amorfo que experimentan los sistemas repulsivos /Segré2001]. En la
actualidad se investigan sistemas que interaccionan a través de
potenciales mas complejos, como un potencial mixto compuesto por
un término repulsivo y uno atractivo [Stradner2004].

En esta direccion se planted el estudio que se expone
seguidamente. Concretamente, nos centraremos en la transicion
fluido-solido que sufren las dispersiones de liposomas altamente
cargados compuestos por 50% de PC y 50% de PS. También se
realiz6 un estudio anélogo con el resto de los sistemas, pero en €stos
no se observé la transicion de fase, tal y como veremos al final del
Capitulo. La interaccion entre los liposomas se debe a efectos
hidrodindmicos (fuerzas indirectas) y otras fuerzas directas de
naturaleza atractiva (fuerzas de dispersion) o repulsiva (resultado de
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volumenes de exclusion o electrostaticas si los sistemas estan
cargados). En nuestro caso, donde los liposomas estdn altamente
cargados y el medio desionizado, se pueden despreciar en principio las
atracciones por van der Waals. El objetivo de este trabajo es presentar
un estudio sistematico de las propiedades estructurales y dinamicas de
dispersiones de liposomas cargados conforme aumenta la fraccion de
volumen. En la bibliografia existen algunos trabajos sobre la dinamica
y estatica en funcidn de la concentracion de particulas de coloides que
interaccionan a través de potenciales repulsivos de tipo esfera dura o
coulombianos, o atractivos ocasionados por fuerzas de deplecion. Sin
embargo, no existen tantos trabajos donde se traten sistemas mas
complejos como los mostrados en esta tesis doctoral. Los sistemas
aqui presentados muestran un comportamiento tipico de coloides
cargados repulsivos (como el comportamiento del pico con la
concentracion), pero también poseen atributos tipicos ocasionados por
un término adicional atractivo en el potencial de interaccion cuyo
origen fisico queda por averiguar.

6.2.1- Protocolo experimental

Las medidas de dispersion estatica y dindmica se llevaron a
cabo en el intervalo angular 0.0042 <g <0.031 nm™". Las funciones de
correlacion de la intensidad, se midieron durante un tiempo suficiente
para obtener una buena estadistica. El tiempo elegido fue de 4 érdenes
de magnitud superior al tiempo de relajacion caracteristico de las
funciones de correlacion, lo que se traduce en una duracion de la
medida que depende del dngulo y la concentracion de particulas. Por
ejemplo, la duracion de los experimentos oscild entre 5 minutos y 3
horas. En los sistemas ergodicos, donde el promedio sobre la
colectividad de la intensidad coincide con el promedio temporal, la
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funcién de correlacion del campo se puede deducir mediante la
relacion de Siegert [Bernel976]

(1(9,0)1(q,1)),
(1(q,0));

g,(q.0)= =1+B|g.(q.0) (6.6)

donde /(q,?) es la intensidad dispersada por la muestra en un instante ¢
y para un vector de dispersion g. El teorema de ergodicidad nos
permite sustituir el promedio espacial sobre la colectividad, I = <..>,
por el promedio temporal, I, que es la magnitud que proporciona el
correlador de un dispositivo de dispersion de luz. En el caso de
sistemas no ergddicos, la relacion entre la funcion de correlacion del
campo promediada en el tiempo y la funcion de correlacion de la
intensidad promediada sobre la colectividad obedece a otra expresion
[van Megen1991]

ei@n =1+ (Jel@n-g@o1-1)  ©]

En sistemas solidos, las particulas estan confinadas y sus
movimientos restringidos a una pequefia region. Esto quiere decir que
las particulas no pueden difundir a lo largo de toda la muestra y, por lo
tanto, aunque se promedie durante tiempos muy grandes, I' no es
equivalente a /°. En estos casos, el promedio sobre la colectividad de
la intensidad se obtiene experimentalmente girando la muestra
mientras se realizan las medidas, de esta manera se asegura la
deteccion de distintas regiones del sistema y, por consiguiente, un
promedio espacial de la intensidad [Joosten1990].
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6.2.2- Resultados experimentales
6.2.2.1- Propiedades estaticas

En primer lugar, y aunque algunos resultados sean
redundantes, recordamos los factores de estructura estaticos para las
distintas concentraciones, desde el 1% al 10% del sistema L3. En la
figura 6.19 A) se observa que conforme aumenta la concentracion, se
desarrolla un pico muy marcado ocasionado por las correlaciones
entre particulas vecinas, cuya posicion se desplaza hacia valores de g
mayores.

A

I T T .- -._ T I T T T | T T T [ T T - T 'l I‘ T T [ T T T I L} T
0 1 2 3 40 4 8 12
qd qdinter

Figura 6.19.- 4) Factores de estructura estdticos de dispersiones de liposomas a
distintas fracciones de volumen: 0.009, 0.014, 0.018, 0.024, 0.036, 0.054, 0.081,
0.108 (de izquierda a derecha). B) Factores de estructura estaticos escalados con la

distancia de separacion entre particulas.
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El factor de estructura estatico posee un maximo principal
donde las correlaciones son mas intensas, que se corresponde en el
espacio reciproco con la distancia de separacion promedio entre
particulas vecinas, dj.,. Asi, de la posicion del pico principal de S(g),
gmax» S€ puede deducir el distanciamiento entre particulas vecinas
dividiendo 27 por g4 En el caso de esferas duras a concentraciones
moderadas, esta distancia es del orden del diametro de la particula.
Por el contrario, para sistemas puramente repulsivos, la posicion del
maximo de S(g) depende ademas de la concentracion de particulas, de
la fuerza ionica. El limite superior de la distancia promedio de
separacion entre particulas es la distancia geométrica promedio dada
por n”'” donde n es el nimero de particulas por unidad de volumen.

g 22 :( 6¢ j (6.8)

int 3
mter Tcd

max

d es el didmetro de las particulas y ¢ la fraccion de volumen en tanto
por uno. En la siguiente figura se representa en escalas logaritmicas, la
distancia reciproca calculada a partir de la posicion del méaximo de
S(g) en funcién de la fraccion de volumen. La pendiente obtenida a
partir del ajuste lineal (0.39+0.03), bastante proxima al valor teorico
de un tercio, confirma la naturaleza repulsiva de los sistemas y que el
espacio es llenado homogéneamente por las particulas. Como
comparacion, también se representa la distancia geométrica limite

calculada para cada concentraciéon como n'?

y multiplicada por 0.83.
Esta constante es bastante parecida al valor encontrado por otros

autores, 0.85 [Brownl1975] y 0.87 [Riese2002].
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Figura 6.20.- Distancia media de separacion entre particulas en funcion de la

fraccion de volumen: datos experimentales (cuadrados), ajuste lineal (linea

-1/3

continua), valores teoricos 0.83-n"" (linea discontinua).

1/3, el factor

A pesar de que la posicion del pico se escala con ¢
de estructura muestra un levantamiento a bajos angulos (ver figura
6.19), el cual se puede explicar admitiendo la existencia de
heterogeneidades espaciales tipicas de sistemas atractivos [Yel996].
Es importante resaltar que en ninguna de estas muestras se observo la
formacion de cristales. Se cree que un valor de polidispersidad en
carga superior al 6% es suficiente para evitar la cristalizacién en
sistemas cargados como lo es la polidispersidad en tamafios en
sistemas formados por particulas de tipo esfera dura. En segundo
lugar, los factores de estructura estaticos también se ajustaron, como

aparecid en el capitulo anterior, a partir de la resolucion de las
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ecuaciones integrales de Ornstein-Zernike, con la relacion de cierre
HNC y suponiendo un potencial de tipo Yukawa repulsivo. Los
parametros de ajuste resultantes se muestran en la Tabla 6.1 para cada
concentracion. La concentracion de la muestra, estimada a partir de la
fraccion en peso de fosfolipido, ¢4z, aparece en la primera columna.
En la segunda columna nos encontramos con los valores de
concentracion obtenidos del ajuste de las curvas experimentales de
S(q), dajusee y, finalmente, en la tercera columna se presentan las cargas
efectivas por liposoma utilizadas como parametro de entrada en los

ajustes.
ail bajuste Z (e por particula)
0.009 0.008 280
0.014 0.018 350
0.018 0.025 350
0.024 0.031 350
0.036 0.051 350
0.054 0.071 295

Tabla 6.1.- Parametros obtenidos del ajuste de S(q) junto con la fraccion de
volumen calculada a partir de la fraccion en peso de fosfolipido.

Los factores de estructura teoricos que mejor ajustan las curvas
experimentales aparecen en la figura como lineas punteadas. Como se
puede observar, las curvas tedricas de S(g) ajustan razonablemente
bien los datos experimentales salvo para vectores de onda muy
pequenos debido al inusual aumento de la intensidad a bajos angulos.
Por otro lado, las fracciones de volumen necesarias para realizar los
calculos tedricos son ligeramente mayores que g1, €s decir, que las
dispersiones se comportan de forma efectiva como un sistema mas
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denso. Las diferencias entre las dos magnitudes estan en torno al 25%.
Este resultado, aunque inesperado, es consistente con el elevado valor
de S(0). Ambos fendmenos son huellas tipicas de sistemas atractivos.

6.2.2.2- Propiedades dindmicas

A pesar de no existir un cambio de tipo estructural al aumentar
la fraccion de volumen, el sistema experimenta un cambio drastico en
su comportamiento dindmico. Esta transicion tiene lugar a una
concentracion para la cudl el sistema se comporta como un sélido
altamente elastico. La transicion fluido-sélido en sistemas vesiculares
se encontr6 hace unos afios pero a una fraccion de volumen muy
superior, alrededor del 68-75%, que se corresponde con el
empaquetamiento maximo para objetos esféricos que interaccionan
como esferas duras [Gradzielskil997]. La fase solida fue bautizada
por estos autores como gel-s6lido debido a sus llamativas propiedades
elasticas y su elevada viscosidad. La novedad de nuestros resultados
es haber encontrado un s6lido con estas mismas caracteristicas pero a
una fraccion de volumen mucho menor, que pone de manifiesto el
papel decisivo que juega la carga de los liposomas en el diagrama de
fases de estas dispersiones.

El estudio dindmico se llevo a cabo mediante DLS con el fin de
determinar la funcidon de correlacion del campo gg(q.f), que describe
las componentes espaciales de Fourier de las fluctuaciones
espontaneas en la densidad en nimero de particulas. El andlisis de la
dinamica se realizd6 a dos valores del vector de dispersion. Para
seleccionar estos valores, los factores de estructura se escalaron por la
distancia de separacion promedio entre particulas. Los factores de
estructura escalados se pueden ver en la figura 6.19.B). De esta forma,
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elegimos aquellos vectores de onda para cada fracciéon de volumen
equivalentes a un multiplo de distancias de separacion promedio entre
particulas. El primer valor seleccionado se encuentra en el régimen
colectivo, por debajo del méaximo del factor de estructura,
concretamente donde se sitia el minimo de S(q), qdiner ~2.5. El
segundo valor escogido se corresponde con aquellos vectores de onda
donde la estructura se puede despreciar, ya que S(g) es
aproximadamente uno, condicidon que se satisface para gdinier~5.

En ambos casos, descubrimos una dependencia similar de las
funciones de correlacion con la concentracion (véase figura 6.21).

1 qdinter=5

1E-4 100 1E-4 0.0 100

0.01 1 1 1
t(ms) t(ms)

Figura 6.21.- Funcién de dispersion normalizada gg(qdiye»t) en funcion del tiempo
de correlacion para qdiy.=2.5 y qdine. =5, respectivamente, a diferentes fracciones
de volumen: 0.9%, 1.4%,, 1.8%, 2.4%, 3.6%, 5.4%, 8.1 %, 10.8%. Las flechas
indican fracciones de volumen crecientes.

En todo el intervalo de fracciones de volumen los factores de
estructura dindmicos presentan un denominador comun: las funciones
de correlacion poseen dos caidas. Sin embargo, en este intervalo se
diferencian dos regimenes dindmicos diferentes. En el primero, las
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funciones de dispersion se decorrelacionan totalmente, puesto que
decaen hasta cero. En esta region, la relajacion a tiempos largos no
evoluciona considerablemente y toma valores muy parecidos. En
cambio, al aumentar la concentracién el sistema experimenta una
transicién abrupta hacia un estado no ergoédico caracterizado por la
aparicion de una componente que no decae en la funcion de dispersion
y, consecuentemente, la divergencia del tiempo largo de relajacion
(lineas amarillas y ocres). Por el contrario, la caida inicial mas rapida
de la funcién de correlacién I', = D=~ (q)q° apenas depende de la

concentracion, que es una sefial de la libertad que los liposomas
poseen para moverse localmente entre las particulas vecinas, incluso
en la transicion fluido-sélido. Macroscopicamente, esta transicion se
localiza facilmente ya que la dispersion se convierte en un sélido
altamente elastico, que no fluye bajo la influencia de la gravedad. A
continuacion, se presenta un estudio dindmico mas detallado con el
objetivo de profundizar en las diferencias entre las dos fases.
Seguidamente se realizd un estudio angular de las funciones de
correlacion a cada fraccion de volumen. Las funciones de dispersion
se normalizan por su caida inicial, tal y como fue propuesto por Segre
& Pusey hace algunos afios [Segrel996], véanse figura 6.22 y 6.23.
En el régimen diluido, las funciones de dispersion no se pueden
escalar, véase figura 6.22, que es una senal tipica de movimientos no
acoplados y quizds una posible explicacion de las dos caidas
encontradas a bajas fracciones de volumen. Por otro lado, hemos
podido encontrar en la bibliografia /LummaZ200] que las particulas de
poliestireno dispersadas en glicerol tampoco cumplian las leyes de
escalado encontradas previamente por Segre&Pusey en sistemas
constituidos por esferas duras estabilizadas estéricamente.
Contrariamente, en la zona no ergddica, figura 6.23, se observa como
todas las funciones de dispersion se superponen en una curva maestra
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cuando son normalizadas por el tiempo corto de relajacion. Esto
quiere decir que toda la dinamica del sistema se puede definir con un

unico tiempo caracteristico.

-2x10°}
10" 107 10° 10°
t(ms)

Figura 6.22- Funcion de dispersion normalizada gg(qdipe,t) dividida por el tiempo
corto de relajacion medida a distintos qd;,... a ¢$=1.8%.



Ing_(t)/ T,

Capitulo 6.- Propiedades dinamicas 191

0_ 1 i
1x10™ n
2x10" -
10.4...., "70"5_' ...1, e .....;0.2._, v o P B T i v o
t(ms‘i t(ms)

Figura 6.23- Funcion de dispersion normalizada grp(qdipet) dividida por el tiempo

corto de relajacion medida a distintos qd;y.. a $=8.1y 10.8%, respectivamente.

A tiempos largos, la dependencia funcional de la funcion de
correlacion se describe por una exponencial del tipo

g:(q,t) =exp(~t/ rlargo)ﬁ, donde B es un coeficiente menor que la

unidad. Esta relajacion estructural a tiempos largos se denomina
“relajacion a” y desaparece en el estado sélido ya que el tiempo
largo de relajacion diverge. En las muestras donde se cumple el
escalado, en nuestro caso en las no ergodicas, el exponente [ es
independiente del vector de dispersion. En la siguiente figura, 6.24,
aparecen las funciones de dispersion medidas a distintos d&ngulos de un
sistema al 8.1% en fraccion de volumen, valor muy proximo a la
transicion fluido-solido. El ajuste de las curvas experimentales se ha
realizado con un exponente igual a 0.3.
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Figura 6.24.- Funcion de dispersion intermedia a una fraccion de volumen 8.1% a
distintos vectores de onda qd;y.,= 1.4 (simbolos negros), 2.6 (simbolos rojos), 3.9
(simbolos verdes), 5.2 (simbolos azules), 5.7 (simbolos celestes) y  sus

correspondientes ajustes a una exponencial 2.(q,t) :exp(_t/Tlargo)ﬁ.

En la bibliografia se ha encontrado que en el caso de esferas
duras a una fraccion de volumen cercana a la transicion sélido amorfo
B es igual a 0.9 [van Megen1991]. Para sistemas que interaccionan a
través de potenciales de tipo Lennard-Jones se encontrd un exponente
igual a 0.88 [Bengtzelius1986]. Sidebottom y colaboradores
encontraron un valor en torno a 0.39 para sistemas compuestos por
polipropilen-glicol /Sidebottom1992]. Van Megen atribuyd el
pequenio valor encontrado en el ultimo trabajo a la elevada
complejidad de estos sistemas. Como se puede comprobar, aun no
existe un acuerdo entre los autores a la hora de establecer un valor de
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este parametro cuando el sistema se acerca a la transicion.
Teoéricamente, la teoria de acoplamiento de modos “Mode Coupling
Theory”, también conocida como teoria MCT, sostiene que [ es
proximo a la unidad en sistemas diluidos y que disminuye hasta 0.5
conforme el sistema se aproxima a la transicion de fase. El valor que
hemos encontrado, teniendo en cuenta la falta de uniformidad en los
resultados hallados por otros investigadores, es razonable.

En la region no ergodica, donde las funciones de correlacion se
pueden escalar, y suponiendo que el desplazamiento de una particula
individual es una variable gaussiana, las funciones de dispersion
intermedias pueden sen expresadas en funcion de los desplazamientos

cuadraticos medios, <Ar2(t)> , de la siguiente manera

Dcorto ( q)
DCOl‘tO

auto

g (q,1) = exp(— g’ (A (1)) /6) (6.9)

donde D2 =1im D*"(q) es el coeficiente de autodifusion a tiempos
q—>0

auto

cortos y <Ar2 (t)> =6D2"t — ...

auto

En la ilustracion 6.25 se muestra la dependencia temporal del
desplazamiento cuadratico medio para los dos sistemas mas
concentrados. Las curvas se han obtenido siguiendo el procedimiento
expuesto anteriormente.
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Figura 6.25.- Desplazamiento cuadrdtico medio en funcion del tiempo de

correlacion: ¢=8.1% (linea continua), ¢= 10.8% (linea punteada).

Los datos experimentales muestran la presencia de dos
regimenes bien diferenciados. En el primero, a tiempos cortos, el
desplazamiento cuadratico medio depende linealmente con el tiempo.
Este tramo representa el movimiento de una particula individual en el
espacio libre dejado por las particulas vecinas. A estas distancias, el
movimiento es difusivo y puede ser definido por una constante de
difusion a tiempos cortos. Algunos autores explican este fenomeno a
través del efecto caja. A tiempos mayores, el desplazamiento
cuadratico medio alcanza una meseta a una distancia que representa el
recorrido maximo a lo largo del cual la particula puede difundir
respecto a su posicion de equilibrio, situada en el centro de la caja.
Este tipo de movimiento confinado en sistemas altamente
interaccionantes es el responsable de la aparicion de una componente
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en la funcidon de dispersion intermedia que se mantiene constante e
impide que la funcidn de correlacion decaiga a cero. El movimiento de
la particula en la caja esta tan localizado que la luz dispersada por la
muestra no puede decorrelacionarse. La distancia maxima que puede
recorrer la particula dentro de la celda se denomina longitud de
localizacion, parametro que ha sido muy utilizado por criterios
dindmicos para definir la transicion liquido-solido. Concretamente, el
criterio de Lindemann establece la solidificacion de un sistema cuando
la longitud de localizacion es menor del 10% del didmetro de una
particula [Bengtzelius1984]. En nuestro caso, la longitud de
localizacion es de 17 nm a una fraccion de volumen de 8.1% y 12 nm
para 10.8%, que pone de manifiesto que las particulas estan tanto mas
confinadas cuanto mayor es la concentracion de particulas. Por
consiguiente, segun este criterio, la transicion fluido-sélido tendria
lugar en este intervalo de fracciones de volumen. Adicionalmente,
existen otros criterios basados en las propiedades estructurales. En
particular, Hansen-Verlet establecieron que la transicion ocurre
cuando la altura del maximo principal del factor de estructura estatico
es superior a 2.85. Si nos fijamos en la tendencia de S(g) de las
muestras analizadas, ver figura 6.19, donde aparece la dependencia de
S(g) con la fraccion de volumen, se observa que la altura del pico
principal se acerca a este valor. Aunque la concentracion de particulas
donde localizamos la transicién es un valor muy cercano al predicho
en otros estudios basados en la teoria MCT, que prevén una transicion
fluido-sdlido para sistemas cargados desionizados (Z=500 ¢) en torno
al 10% en fraccion de volumen [Banchiol999], hemos encontrado
algunas inconsistencias analizando la dependencia del tiempo de
relajacion a tiempos largos con la fraccion de volumen. Como se
puede apreciar en la figura 6.25, esta magnitud no cambia
apreciablemente hasta una determinada concentracion, donde de
repente el sistema experimenta la transicion de fase.
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Figura 6.26.- Tiempo largo de relajacion de la funcion de dispersion intermedia
medida a qd;y.,~2.5 en funcion de la fraccion de volumen.

Esta peculiar dependencia hace imposible cualquier ley de
escalado a la hora de describir las relajaciones de tipo a y P
[Tokuyama2002]. Este resultado junto con la presencia de dos caidas
incluso a bajas fracciones de volumen nos recuerda una transicion
tipica de sistemas cuyas particulas interaccionan mediante un
potencial con un término atractivo de corto alcance adicional a la
repulsion electrostatica. En estos casos, teoria y simulacion
[Sciortino2004], [Wu2004] predicen la formacion de un fluido de
cumulos de particulas coexistiendo con un mar de particulas
individuales. Este posible escenario podria explicar la presencia de los
dos procesos de relajacion en las funciones de correlacion, asi como el
comportamiento del tiempo de relajacién en la region no ergddica.
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Adicionalmente, también podria justificar el rapido arresto dindmico a
fracciones de volumen relativamente pequeias y el aumento de la
intensidad a bajos angulos. La concentraciéon de ciimulos aumentaria
con el llenado de la dispersion hasta una determinada fraccion de
volumen donde el sistema gelifica al crearse una red interconectada
que causaria la rapida inmovilizacion de la suspension. La red
resultante seria la responsable de la dinamica y puede justificar la
existencia del movimiento acoplado de las particulas coloidales en el
dominio no ergodico. Esta hipdtesis, la presencia de un término
atractivo efectivo en el potencial de interaccion entre los liposomas,
aun esta por discutir. Bajo nuestro punto de vista, creemos que la
atraccion esta presente, ya que de otra manera no podriamos explicar
las pequenas diferencias entre las fracciones de volumen obtenidas a
partir del ajuste de S(g) y las determinadas por el criterio de dilucion,
ni el aumento de S(g) a pequefios vectores de onda.

La cuestion es jcual es el origen fisico de la atraccion? Una
posible respuesta a esta atraccion efectiva podria ser la fuerza de
deplecion ocasionada por un desequilibrio de presion osmotica
debido a una expulsion de los contraiones de las vecindades de las
particulas, puesto que el sistema analizado estd altamente cargado.
Aunque como sefialamos en el capitulo anterior, existen otras muchas
posibilidades.

Independientemente de que exista esta atraccion adicional, si
que creemos que la repulsion juega un papel decisivo a la hora de
determinar la transicion de fase ya que ésta no so6lo aparece al
aumentar la concentracion de particulas sino también al disminuir la
fuerza ionica del medio, es decir, al aumentar el alcance de la
repulsion [Lail997], mirar figura 6.27.



Capitulo 6.- Propiedades dinamicas 198

= sin resinas
= = = cOnresinas

9.(6=27.,t)

107 10° 10° 10™ 10’
t(s)

Figura 6.27.- Funcion de dispersion normalizada de una muestra a ¢=10.8% sin
desionizar (linea continua) y desionizada (linea discontinua).

En sistemas cargados, un aumento de la longitud de Debye es
equivalente a aumentar la fraccion de volumen efectiva, asi la
transicion liquido-so6lido se desplaza a fracciones de volumen menores
conforme disminuye la fuerza idnica del medio. Sin embargo, en el
caso de sistemas atractivos, al disminuir la concentracion de sal, la
transicion sol-gel se desplaza a fracciones de volumen mayores.

6.2.3- Discusién

En esta seccion se presenta una transicion dinamica en
dispersiones de liposomas cargados, L3, al aumentar la fracciéon de
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volumen y disminuir la fuerza idnica. Los experimentos de dispersion
de luz dindmica muestran que los tiempos largos de relajacion del
factor de estructura dindmico no cambian considerablemente en un
intervalo de concentraciones relativamente pequenas. A partir de un
determinado valor el sistema solidifica provocando la divergencia del
tiempo largo de relajacion de la funcion de dispersion intermedia. Por
el contrario, el factor de estructura estatico medido por dispersion de
luz estatica evoluciona de la forma esperada y no se detectan
diferencias significativas entre las fases ergddica y no ergodica. Este
resultado estaria de acuerdo con la hipotesis de que la transicion
fluido-sdlido es una transicidon cinética y no estructural /Gotzel 991,
Segre2001]. El pronunciado pico de S(g) confirma la naturaleza
repulsiva de nuestros sistemas. Su posicion y altura evoluciona
siguiendo los comportamientos tipicos de sistemas puramente
repulsivos. No obstante, otras observaciones experimentales como

1) Altos valores de S(g) a pequefios vectores de onda

i) La presencia de dos caidas en las funciones de dispersion
incluso a bajas fracciones de volumen

1ii) La brusca transicion liquido-so6lido

sugieren que el mecanismo que conduce a la dispersion a un
confinamiento dindmico no se debe a un llenado homogéneo del
sistema sino a la coexistencia de fases de baja y alta densidad, donde
esta ultima iria extendiéndose a lo largo de la muestra hasta crear una
red interconectada responsable de la subita transicion.
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Figura 6.28.- Tiempos largos de relajacion de la funcion de dispersion intermedia
medida a qdpe.=2.5 en funcion de la fraccion de volumen de los sistemas
Li(cuadrados), L2(circulos), L3(triangulos), L4 (cuadrados huecos) y L5 (circulos
huecos).

Extrafiamente, el resto de los sistemas estudiados no presentaron
esta transicion. Si nos fijamos en la figura 6.28 donde se muestran los
tiempos largos de relajacion de todas las dispersiones de liposomas en
funcién de la fraccién de volumen, el Gnico sistema que experimenta
el cambio de fase es el sistema que posee una carga superficial
intermedia, L3. Es decir, en la region del diagrama de fases explorada
nos hemos encontrado con una fase reentrante fluido-sélido-fluido al
variar la carga de las particulas.
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Apeéndice |

Teorias Hidrodinamicas

Las propiedades difusivas de las particulas coloidales en un
liquido viscoso dependen de la fraccion de volumen debido a las
interacciones directas y al acoplamiento indirecto de su movimiento a
través del fluido dispersante. Una particula en movimiento crea un
campo de velocidades en la dispersion que afecta a la dinamica de las
particulas vecinas. Asi, las interacciones hidrodinamicas son un efecto
a varios cuerpos, puesto que cada particula influye en la dinamica del
resto. Las interacciones hidrodindmicas se describen a partir de la
funcion hidrodinamica H(Q). En sistemas diluidos que interaccionan
débilmente, las interacciones hidrodinamicas se pueden despreciar o
suponerse aditivas a pares por lo que es suficiente considerar
interacciones hidrodinamicas a dos cuerpos. Al ir aumentando la
concentracion, esta aproximacion deja de ser valida y es necesario
tener en cuenta las correlaciones a muchos cuerpos entre las esferas.
En la actualidad, son dos las teorias mas extendidas para cuantificar la
funcion hidrodindmica. La primera fue desarrollada por Beenakker y
Mazur [Beenakker1983], [Beenakker1984], quienes utilizaron un
método de renormalizacion para tener en cuenta las interacciones a
muchos cuerpos. La funcién hidrodindmica resultante hasta orden
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cero, denominada desarrollo de las fluctuaciones de densidad &y, se
puede calcular a partir de S(q). Posteriormente, Négele elabor6 otro
tratamiento tedrico especialmente disefiado para sistemas diluidos
altamente correlacionados [Nagele1993], [N&agele1997]. Esta teoria
conocida como “Aproximacion Aditiva a Pares”, aproximacion PA,
supone la adicidn a pares de las interacciones indirectas.

I.1.- Teoria de Beenakker y Mazur

Sean los movimientos de N particulas idénticas de radio R y
vectores de posicion {ﬁ} (i=1,2,....,.N) en el seno de un fluido
incompresible, en reposo, de volumen V y viscosidad 1. La dindmica
del fluido viene descrita por la ecuacion lineal de Stokes cuasi-estatica
donde se adopta como condicion de frontera que la capa de fluido en
contacto con la superficie de las particulas esta adherida. También se
admite que el fluido no ejerce ninglin momento sobre las esferas, que
pueden rotar libremente. La velocidad V.de la esfera i se puede

expresar como una combinacion lineal de las fuerzas F; ejercidas por

el fluido sobre cada una de las esferas j.

N
v =2 5, h-F (L1)
j=1
Los tensores de movilidad plij({FN}) dependen de la configuracién

espacial de las N esferas, ya que {fN } es el vector de posicion de cada

una de las N particulas. Asi, cada uno de los términos del tensor de
movilidad es un problema de interacciones hidrodindmicas a N-
cuerpos. En el caso mas simple de una particula individual, la
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ecuacion (I.1) se reduce a la ecuacion de la fuerza de friccion de

Stokes, F, =—6mny, .

La funcion hidrodinamica H(Q) esta relacionada con los tensores

de movilidad de muchos cuerpos fi; ({FN }) por

H(q) = S(q)[[))ef (@) _ ET;— i<q.gij({rN})_qeiq-m-ﬁv 1.2)

donde § es el vector unitario en la direccion del vector de onda, kg y T

son la constante de Boltzmann y la temperatura respectivamente. Dy=
kgT(6nma)" es el coeficiente de difusion de Stokes-Einstein, S(q) es el
factor de estructura estatico y D.dq) es el coeficiente de difusion
efectivo. Los simbolos <..> representan el promedio de la colectividad
sobre todas las configuraciones de las esferas en el volumen V. El
coeficiente de autodifusion a tiempos cortos D viene dado por

p, =T <Z i, ({rN}> (13)

i=1

Para tener en cuenta interacciones a N cuerpos, Beenakker y Mazur
usaron un formalismo de conectores y un método de renormalizacion.
La renormalizacion tiene en cuenta que las fluctuaciones en la
concentracion de particulas interaccionan hidrodindmicamente a
través de una dispersion coloidal y no del fluido puro. El desarrollo de
los conectores se realizd6 en términos de un determinado tipo de
funciones de autocorrelacion de las fluctuaciones de la densidad.
Cuando el desarrollo se realiza hasta orden cero, conocido como
desarrollo &y, H(Q) se puede formular en términos del factor de
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estructura estatico mediante

1 (q')(%‘;‘f’)] (1408, (aq)]’

0

(1.4)
<[ axa-x*)s(a-af)-1

donde x=cos(q’,q). La funcion S,y depende de la fraccion de volumen

¢ a través de los escalares {yf)”} segun la expresion

(p)

S, (X)= C(X)+Z—ne (VO

n/vV IJ(ZD—I) X Jp—l/Z(X) (I'S)

Jy es la funcion de Bessel de orden n, y

5/9 , p=2
g, = (1.6)
1 , p>2

La funcién C(x) es igual a

. . )

C(x) = 9( Si(2x) +l cos(22X) +l sm(32x) 3 s1n4 X —ié(sin X—XCOS XY’
2 X 4 X X X

donde

ysint

Si(y) = j ——dt (1.7)

Los escalares {y(o")} se calculan resolviendo el siguiente sistema de

ecuaciones
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7 —ireen-n[ 002 @, @[1+65,,@] -

m=2, 3, .. (L8)

2

<|z

Para conseguir un sistema finito de ecuaciones, Beenakker y Mazur
despreciaron la diferencia ( o —n/V) para 1 >5.

El primer sumando de la ecuacién (1.4), representa el cociente entre el
coeficiente de autodifusion a tiempos cortos, Ds, y el coeficiente de
difusion libre Dy, que en la aproximacion de orden cero viene dado
por

b e o] w

D; es independiente del vector de onda y es igual a DyH(g—0). Como
vemos, el término autodifusivo no depende de las interacciones
directas en esta aproximacion. S6lo cuando se consideran términos de
orden superior (8y)* en el desarrollo aparece la dependencia con la
funcion de distribucion radial de particulas. No obstante, el término de
segundo orden s6lo supone una pequeia correccion al coeficiente de
difusion que es, por ejemplo, del 1% para una fraccion de volumen del
10%. En resumen, dado el factor de estructura como parametro de
entrada y conocida la fracciéon de volumen, la doble integral que
aparece en la ecuacion se calcula numéricamente y H(Q) se puede
obtener a partir de las ecuaciones (1.4) e (1.9).
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1.2.- Aproximacion Aditiva a Pares (Pairwise
Approximation)

Este formalismo se propuso para analizar dispersiones coloidales
altamente estructuradas y relativamente diluidas, hasta fracciones de
volumen del 10%. Estas condiciones se satisfacen para sistemas
cargados a bajas fuerzas i6nicas donde las particulas interaccionan a
través de un potencial coulombiano apantallado. El tratamiento fue
elaborado por Négele tras considerar que las interacciones
hidrodinamicas son aditivas a pares. La justificacion de esta
aproximacion se debe a que la fuerte repulsion entre las dobles capas
eléctricas impide que dos esferas se aproximen. Asi, la contribucién
dominante al tensor de difusion serd la debida al tensor de dos
particulas. La funcién hidrodinamica se calcula, en esta ocasion,
considerando interacciones hidrodindmicas a pares y utilizando un
desarrollo en el campo lejano de los tensores de movilidad
hidrodinamicos para esferas idénticas [Nagele1993], [Nagele1997].
La funcion H(q) se puede descomponer en dos partes

H(a) = H*(g(r)+H (g, 9(r)) (1.10)

El primer sumando, H’=Dy¢D,, es independiente de ¢ y esta
relacionado con el coeficiente de autodifusion D,. La segunda
contribucion, H%(q) es fuertemente dependiente de q y da cuenta de las
desviaciones de H°® con el vector de onda. Para valorar ambos
sumandos es necesario conocer la funcion de distribucion radial g(r).
En el caso de una dispersion coloidal formada por particulas esféricas
idénticas de diametro ¢ y a una fraccion de volumen ¢, la funcion
hidrodinamica viene descrita por la siguiente relacion
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. 15¢=, gX) 17 =, g(X) 253 ¢= . g(®) 737 ¢=, 9(X
H _1+¢(—§J. dx7+—j1 dx—++ L dx——=- L dx

! 64 x' 1024 x* 1024 X

He =Dy I gy wdxx[g(x)—l][j()(x L jz(xzy)] L11)
8"y ! Xy X

donde j, son las funciones esféricas de Bessel, expresadas en términos
de funciones de Bessel de orden no entero J,+1,» como

jn(x) = \/g‘]nﬂ/z(x) .

La funcién de distribucion radial g(x) esta relacionada con el factor de
estructura estatico mediante

g(x)=1+ j: d(qo)[S(go) —1]gosin(qo) 1.11)

121 X

De esta manera, las interacciones hidrodindmicas se pueden calcular
con la aproximacién de Négele a partir de la ecuacion (1.10) utilizando
como parametro de entrada la funcion g(r).
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Resumen y Conclusiones

Tal y como se indicé en la introduccion, este trabajo se enfoca
en el estudio de las propiedades estructurales y dindmicas de
dispersiones acuosas de liposomas cargados a bajas fuerzas idnicas.
Para ello se han caracterizado 5 tipos de liposomas con distintas
cargas superficiales y se han determinado mediante SLS los factores
de estructura que caracterizan el orden espacial de las dispersiones
desionizadas hasta fracciones de volumen alrededor del 10%.
Simultaneamente, se midieron los coeficientes de difusion efectivos a
tiempos cortos por DLS. A partir de ambas magnitudes, De(q) y S(Q)
se han determinado las funciones hidrodindmicas de los sistemas a
distintas concentraciones de particulas. Otro de los objetivos
propuestos es la determinacion del diagrama de fases de estos sistemas
coloidales en funcion de dos pardmetros: carga superficial de las
particulas y fraccion de volumen. Para ello se ha realizado un analisis
del factor de estructura dinamico a tiempos largos en funcion de la
concentracion para cada uno de los sistemas.

Las principales conclusiones obtenidas en este estudio son:

1.- Dependencia no monotona del orden local con la carga en
dos sistemas muy diferentes, uno de ellos considerado como sistema
modelo (dispersiones de particulas de poliestireno), y el otro un
sistema real con aplicaciones biotecnoldgicas (dispersiones de
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vesiculas fosfolipidicas). La dependencia no monotona de S((Qmax)
hasta ahora no habia sido descrita experimentalmente, aunque si
predicha tedricamente [Beresford-Smith1985]. Otro fendmeno que
podria estar relacionado con esta dependencia no monotona del orden
local con la carga de las particulas ha sido la localizacion de una fase
reentrante fluido-cristal-fluido en el caso de las dispersiones de latex.

2.- El modelo de jellium consigue explicar el comportamiento
no mondtono de la altura del pico con la carga, pero presenta el
inconveniente de que sobrevalora el efecto de apantallamiento de las
particulas coloidales. Como se ha visto en esta tesis, no reproduce
suficientemente bien aquellos factores de estructura de sistemas
altamente correlacionados.

3.- El pico y posicion de los factores de estructura de las
dispersiones de liposomas son razonablemente ajustados mediante
potenciales puramente repulsivos. Sin embargo, el aumento a bajos
angulos de S(qg) sugiere la existencia de una atraccion adicional. Esta
explicacion no excluye otras posibles causas como la polidispersidad
en carga de nuestros sistemas, ya que en el caso de los liposomas
formados por un Unico tipo de fosfolipidos esta subida no es tan
relevante.

4.- En este trabajo se han obtenido las funciones hidrodinamicas
de dispersiones acuosas de liposomas. Estas presentan las mismas
peculiaridades que los factores de estructura, como la subida a bajos
angulos. Las teorias hidrodindmicas existentes predicen esta subida
siempre que se introduzca como funcién de entrada en los calculos los
factores de estructura medidos experimentalmente.
Sorprendentemente, la teoria inicialmente desarrollada para explicar la
hidrodinamica de sistemas puramente repulsivos, sigue siendo valida
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para sistemas que aparentemente muestran signos de contribuciones
atractivas.

5.- Existe cierta falta de acuerdo entre los resultados encontrados
en la bibliografia sobre la dependencia de H(gmax) con la
concentracion de particulas en sistemas cargados. Unos autores
observan una tendencia decreciente, correspondiente a esferas duras,
mientras que otros describen un aumento y valores superiores a uno
para H(gmax). En la mayoria de estos trabajos los sistemas estudiados
estan dispersados en medios no acuosos impidiendo estimaciones
fiables de las cargas superficiales. En nuestro trabajo, donde se han
estudiado sisteméaticamente sistemas acuosos con distintas cargas
superficiales, se ha encontrado en todos los casos una tendencia
creciente con la fraccién de volumen. EI aumento es tanto menos
importante cuanto menor es la estructuracion del sistema.

6.- El analisis de la dinamica a tiempos largos, nos ha permitido
localizar una transicion de fase fluido-sélido en el sistema que posee
cargas intermedias. La funcion de correlacion presenta dos caidas en
todo el intervalo de concentraciones estudiado. El tiempo largo de
relajacion de la funcion de dispersion apenas evoluciona hasta una
determinada fraccion de volumen donde, de repente, la dinamica se
congela y el tiempo de relajacién a tiempos largos diverge. La
dinamica de los sistemas ergddicos es tipica de movimientos no
acoplados, mientras que en la region no ergoddica existe un Unico
tiempo caracteristico que define toda la dindmica del sistema
indicando la presencia de movimientos acoplados. Trabajos de
simulacion, que han considerado un potencial de interaccion entre
particulas compuesto por una contribucion repulsiva de largo alcance
junto con una atraccion de corto alcance, apuntan a la formacion de
cumulos constituidos por varias particulas coexistiendo con un mar de
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particulas individuales. Esta organizacion espacial podria explicar las
propiedades difusivas y los factores de estructura encontrados en
nuestros sistemas. Los S(q) obtenidos por simulacion muestran dos
picos, uno correspondiente a las correlaciones particula-particula y el
otro situado a bajos g que representa las correlaciones entre cimulo-
cumulo. Aungue nosotros no detectamos un maximo, se podria deber
a que éste queda fuera de la ventana de vectores de dispersion
accesible experimentalmente.

En un futuro y para completar este estudio se podria intentar
proponer un potencial realista producto de la suma de una atraccion de
corto alcance y una repulsion de largo alcance para calcular los
factores de estructura resultantes, bien por simulaciéon o mediante la
resolucion de ecuaciones integrales. De esta forma, ajustando los S(q)
experimentales es posible cuantificar la subida de S(q) en cada uno de
los sistemas y realizar un estudio comparativo mas exhaustivo.

Otro aspecto interesante seria la realizacion de experimentos de
dispersion a muy bajos angulos, para conocer si existe un maximo o
por el contrario S(g) crece mon6tonamente hasta g=0.
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This is a summary of the PhD Thesis titled *“3D-Nanostructures formed by
liposomes: Static and Dynamic Properties” . This Thesis is going to be
presented by Catalina Esther Haro Pérez to achieve an European PhD at
the same time as a Spanish PhD.

Summary

Since the publication of the first papers (in the 1960’s),
liposomes have become a major area of research, which nowadays
goes on expanding. On the one hand, their biocompatibility makes
them ideal candidates for the delivery of drugs and other agents of
therapeutic value. On the other hand, they could be used as valuable
models for the study of more complex biological systems such as
cellular membranes.

Irrespective of their application, lipid vesicles can be considered
colloids whose stability is theoretically described in terms of classical
colloidal forces [Ohkil999]. In our opinion, there are few studies
focused on the interaction between liposomes considered as colloidal
particles (e.g. colloidal structures, interplay between diffusion
coefficient and volume fraction). Particularly, if liposomes are
charged (as a result of the dissociation of chemical groups),
electrostatic forces will have a considerable effect on their behaviour.
This work deals with the long-ranged electrostatic interaction
appearing at low ionic strengths. Any progress in the knowledge of
these forces can potentially contribute to the better understanding and
control of the processes in which liposomes are involved. For
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instance, long-range forces have a considerable influence on diffusion
phenomena [Haro-Pérez2003]. Thus in the case of lipid vesicles, their
usefulness as carriers could depend (to great extent) on these forces.
Besides, essential biological processes (such as adsorption and
transport mechanisms) of charged species across the cellular
membrane are mainly established by these interactions as well
[Liu2001].

Our general aim in this Thesis was to contribute to the
knowledge of the structure and dynamics of aqueous dispersions of
charged liposomes at low ionic strengths. Liposomes consist of a thin
bilayer of phospholipids enclosing an aqueous volume. This makes
them ideal candidates for light scattering with no need of index match
[Haro-Pérez2005]. From the static and dynamic structure factors
measured by Static and Dynamic Light Scattering, the hydrodynamic
interactions can be evaluated. The lack of experimental results in
aqueous solutions and the large interest of liposome dispersions in
Biology are the main reason of this research. We perform a systematic
study of the dynamic and static properties by varying the surface
charge and the volume fraction of the aqueous suspensions.

In this work, liposomes are formed by egg phosphatidylcholine,
PC, and phosphatidylserine, PS. They were obtained according to the
lipid film method. Multilamellar liposomes were formed by constant
stirring and sonication Then they were downsized to form unilamellar
liposomes by extrusion through polycarbonate membranes. This
method produced unimodal distribution of vesicles [Hunter1998]. By
varying the proportion PS:PC, 5 types of liposomes were prepared.
Phosphatidylserine, at the pH of the experimental conditions, carries a
net negative charge. On the contrary, phosphatidylcholine, which is a
zwitterionic phospholipid, has a null net charge. This fact permitted us
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to vary the number of charged groups per particle by changing the
ratio PS:PC.

The main findings of this research are divided into two sections:
STATIC PROPERTIES

In order to determine the structure factor, the dependence of
the scattered intensity on q (or, equivalently, on the scattering angle,
0) for a reference sample, i.e. without spatial ordering, (ly) is required.
These data are obtained from a dilute sample (©~0.2% volume
fraction) where a certain amount of salt is added to screen the
electrostatic interactions.

Then, the intensity scattered by the different ordered
dispersions 1(q) are registered as a function of the wave vector. For the
determination of the structure factor this intensity needs to be
normalized by the reference scan as it is shown in the next equation

by 1(0)
S =" 1
@="1@ M)

where py is the particle number density of the system composed by
non-interacting particles, and p is the particle number density of the
structured dispersion.

The samples were diluted from the stock solution at the desired
concentration, and deionized with an ion exhanger (Amberlite NRM-
150) in sealed quartz cells. The theoretical analysis was performed
solving the Ornstein-Zernike equation with the HNC approximation
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and assuming a repulsive Yukawa pair interaction potential between
particles [Haro-Pérez2003b].

-Local Order Dependence with Particle Charge

A non-monotonous dependence of the local structure in
dispersions of charged liposomes has been observed by varying the
surface charge of the vesicles for a given volume fraction. The
appearance of a maximum in the height of the main peak of the
structure factor as the surface charge is increased cannot be described
in terms of the well-known Alexander’s model. In contrast, a
renormalization theory based on the jellium model explains, at least
qualitatively, the experimental findings. However, this approach might
fail significantly in the case of highly structured colloidal dispersions
as a result of assuming a completely disordered suspension in the
theoretical calculation of the electrostatic potential.

In order to confirm this result, similar experiments were
performed with latex dispersions. We measured the static structure
factor of different latex dispersions with different surface charges but
similar size at a fixed volume fraction. We observed a reentrant phase
(liquid-crystal-.liquid) which means that a maximum in the local order
is found at an intermediate particle surface charge.

-Local Order Dependence with Particle Concentration

The concentration dependence of the position and height of the
interparticle peak confirms the repulsive nature of the interactions
between vesicles. Nevertheless, further analysis of the statics shows
hallmarks of an additional attraction as the structure factors displays
an upturn at low wave vector.
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DINAMYC PROPERTIES

The dynamic structure factor depends on the direct potential
interaction between the colloidal particles and on the indirect
hydrodynamic interactions mediated by the solvent. Hydrodynamic
interactions arise from the flow patterns generated in the surrounding
fluid by the moving particles. The effect of direct and hydrodynamic
interactions on the particle diffusion is described by the widely known
expression [Pusey1991]:

Der (@) _ H(9)
D, S@)

2

where Deri(q) and Dy are the effective and the single particle diffusion
coefficient, respectively. H(Q) contains the configuration-averaged
effect of hydrodynamic interactions on the particle dynamics. To
describe theoretically H(Q) in charged systems, the more extended
approximations are the modified Beenakker-Mazur (BM) formalism
[Genz1991] and the pairwise additivity (PA) approximation of Nigele
et al [Nagelel997]. These theories have been used with different
degrees of success in order to explain experimental findings
[Nagele1996], [Hartl1999]. In our opinion, to test these theories using
new experimental data is interesting since the interplay between direct
and hydrodynamic interactions in relatively dense systems is still an
open question. In order to check the wvalidity of the existing
hydrodynamic theories several structures were formed for increasing
liposome concentrations from 0.07% to 2.9% volume fraction.

Concerning the dynamic properties, the inverse normalized
short time effective diffusion coefficient Do/Dest curves versus ga
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show surprising similarities with their corresponding static structure
factors S(g). Un atypical upturn at the collective regime, a maximum
occurring at the same scattering vector Qmax S(q) has their first peak
and the oscillatory behavior for g>Qmax. The increase in the inverse
normalized diffusion coefficient reflects that the dynamics in the
collective regime slows down, which is typical of dispersions with an
attractive term in the pair interaction potential. Moreover, the main
peak shifts with concentration to larger ¢ values in the same way S(q)
does. This link between structure and dynamics is well-known
[Ackerson1976].

In all cases, we obtained H(Q) by combining the effective
diffusion coefficient Des(q) and the measured static structure factor
according to Eq. 2, which enables to determine the H(q) function
without taking recourse to any theoretical model beforehand. All the
curves show common features: An increase at low-q values followed
by a minima resembling the one of S(q) and the presence of a
pronounced peak (concentration dependent) at the same position as
the particle-particle correlation peak of the static structure factor. The
height and the width of the main peak increase with ¢ whose value is
bigger than unity close to the position of the static structure factor
peak position Qmax. This feature indicates hydrodynamic interactions
speed up the system dynamics in the vicinity of the particle correlation
peak, feature that has been previously observed in charged systems
[Hartl1999], [Rojas2003]. For a more detailed analysis, we perform
different theoretical approaches to explain our experimental results.
As the particles we are dealing with are highly charged, we tried to fit
the experimental H(Q) according to the Modified Beenakker and
Mazur Formalism and the PA approximation. The novelty of our
findings is that the Beenakker Mazur formalism, in principle devised
to describe hydrodynamic interactions in hard spheres systems, and
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later adapted to charged particles, has now been applied to systems
that show hallmarks of attraction. Moreover this theory provides a
good qualitative description of the experimental hydrodynamic
functions.

LONG TIME DYNAMICS

The dynamic properties at short and long times are evaluated
in order to construct a phase diagram of volume fraction versus the
bare charge of the liposomes. In particular, the system constituted by
50% of charged and 50% of neutral phospholipids undergoes an
abrupt ergodic to non-ergodic as the volume fraction increases without
occurrence of crystallization. Dynamic scattering experiments show
that the long time decay of the dynamic structure factor does not
change considerably for a range of relatively low volume fraction, but
after a certain value the liposome dispersion get almost frozen,
provoking the divergence of the long time decay of intermediate
correlation function. On the contrary, the static structure factors
measured by light scattering develop as predicted and no significant
differences are found between the ergodic and nonergodic phases.
This result could agree with the hypothesis that the fluid-solid
transition is dynamic rather than structural [Segreé1995]. The
pronounced peak of S(q), that confirms the highly interacting nature of
our system, evolves both in height and position as pure repulsive
systems.

Nevertheless, other main experimental findings:
1) The high values of S(q) at low wave vectors

i1) The presence of two step decays in the correlation
function even at low volume fractions
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iii) The sharp liquid-solid transition

suggest that the mechanism driving the suspension to the arrested state
is not due to a homogenously crowding of the system but a
coexistence of low and high-density phases [Sciortino2004], where
the latter spans as the transition is approached.
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