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CAPITULO I I

INTRODUCCION

El Irabajo de investigacion presentado en esta Memoria de Tesis Doctoral se encuadra
dentro de la Fisica de Fluidos, y mds concretamente, en el dmbito de la Ciencia de los Fluidos
Coloidales. En general, se consideran dispersiones coloidales cuando se trata con sistemas
mesoscépicos en los que el tamafio de particula (fase dispersa) estd comprendido entre 10° y

10° m.

La importancia de estudiar sistemas coloidales y todos los fenémenos relacionados con ellos
(principalmente superficiales) reside en su amplia presencia en la naturaleza, de una parte, y en
sus multiples e importantes aplicaciones en diversos procesos industriales y/o tecnoldgicos, de
otra. Baste citar la implicacién de éstos en cuatro dmbitos de gran interés, como son la
obtenciéon de productos manufacturados como coloides o materiales superficialmente activos
(detergentes, drogas, etc.), aplicacion directa de los fenodmenos coloidales y superficiales
(lubricacién, adhesion, mojado, control de propiedades reoldgicas, polimerizacion, etc.), uso para
purificacion y mejora de materiales sintéticos o naturales (flotacion de minerales, tratamiento
de aguas residuales, procesos de refinado, etc.) y aplicaciones fisioldgicas (respiracion,

arteriosclerosis, enzimas, etc.)

En la actualidad, existe un interés creciente en la obtencion de nuevos materiales coloidales
con caracteristicas y propiedades diferentes, dependiendo de la aplicacion posterior que se desee.
En particular, destacan todos los trabajos dirigidos a la obtencién de nuevos coloides con
geometria perfectamente definida, por ejemplo esférica, y con cardcter monodisperso, es decir,
sistemas conteniendo particulas del mismo tamafo. Estas dos caracteristicas le confieren a los
materiales la consideracion de sistemas modelos, por su aplicacion en la contractacion de teorias
asi como en el calibrado de diferentes dispositivos experimentales. Cabe distinguir dos grupos
distintos de modelos coloidales que cumplen estos requisitos: el primero estd relacionado con

las reacciones de condensacion o copolimerizacion que dan lugar a la formacién de polimeros
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orgénicos de alto peso molecular; el segundo se refiere a los coloides inorgdnicos que se pueden
obtener mediante el crecimiento de cristales de 6xidos metélicos (TiO, ,Fe,O,, etc.), en
condiciones tales que sea posible la obtencién de particulas esféricas con un alto indice de
monodispersidad. Los coloides poliméricos ofrecen la ventaja de que pueden obtenerse en mayor
cantidad, frente a la limitada produccién de cristales de 6xidos metdlicos, aunque presentan el
inconveniente de que no se conocen con detalle sus caracteristicas superficiales, existiendo
incluso la posibilidad de que la superficie de estas particulas no sea rigida sino flexible. Sin
embargo, éste es uno de los retos mas apasionantes con el que, actualmente, se enfrentan los
investigadores en la Ciencia de los Coloides: el conocimiento de todos los aspectos estructurales
y superficiales que determinan el comportamiento de estos sistemas. Por consiguiente, el
desarrollo de nuevos materiales poliméricos deberd realizarse desde dos perspectivas,
investigacion sobre los procesos de sintesis e investigacién sobre la caracterizacion superticial

de los coloides sintetizados. En esta Memoria se han planteado ambos estudios.

El primer objetivo de este trabajo constituye la sintesis de nuevos coloides poliméricos con
caracteristicas superficiales e interfaciales netamente diferenciadas, centrindonos en su densidad

de carga superficial, tamafno de particula e hidrofobicidad.

Asi, se disenaron experiencias en orden a obtener coloides poliméricos o latexes
monodispersos con una cantidad conocidad de diferentes grupos idnicos enlazados
covalentemente sobre la superficie de las particulas. En concreto, en este trabajo se han
sintetizado diferentes muestras conteniendo grupos sufalto, sulfonato, carboxilo o aldehido. La
sintesis se llevd a cabo por polimerizacién en emulsién, en discontinuo y sin uso de surfactantes.
En todos los casos se persiguio el control del tamafo de la particula.

Una vez obtenidas las particulas coloidales. el segundo objetivo lo hemos centrado en la

caracterizacion superficial de las mismas. Esta se llevd a cabo investigando tres aspectos:
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- Determinacién de la densidad de carga superficial mediante valoracidn y retrovaloracion
conductimétrica y potenciométrica.

- Determinacion del grado de hidrotobicidad mediante medidas de dngulo de contacto.

- Determinacion de los grupos superficiales presentes después de la limpieza de las
particulas, haciendo uso de técnicas analiticas como RMN, espectroscopia infrarroja y

analisis elemental.

La caracterizacion electrocinética y el estudio de la estabilidad frente a agregacién de
cualquier sistema coloidal constituyen los aspectos mas relevantes de su investigacion, ya que
a partir de éstos es posible caracterizar las interacciones entre particulas responsables de las
propiedades macroscdpicas que presenta el fluido coloidal. Por esta razén, como tercer objetivo
de este trabajo, hemos planteado la determinacidn tanto del potencial electrocinético, mediante

la técnica de microelectroforesis, como del factor de estabilidad de estos sistemas.

Anteriormente expusimos que la completa caracterizacion superficial de coloides poliméricos
orgdnicos no resulta facil, va que se desconocen aspectos tan bdsicos como la -posible
flexibilidad de sus superficies, debida a restos de cadena polimérica anclados en la superficie.
Actualmente, exite una gran controversia acerca de esta posibilidad, que incluso puede permitir
la explicacion de discrepancias encontradas entre los valores experimentales de movilidad
electroforética y los predichos por la teoria electrocinética. Con el fin de explicar estos hechos,
nos marcamos como cuarto objetivo en esta Memoria, caracterizar superficialmente los latexes
sometidos previamente a un tratamiento térmico. De esta forma podemos discutir la existencia

o no de esta "hairy layer" en nuestros latexes.

Finalmente, nos propusimos como ualtimo objetivo de este trabajo, estudiar la adsorcion de
una proteina, BSA monomérica, sobre nuestros sistemas, con dos objetivos principales, el
primero profundizar en el conocimiento de las propiedades superficiales de las particulas

coloidales, ya que en el mecanismo de adsorcién intervienen no sélo las condiciones
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experimentales de adsorcion y la naturaleza de la proteina, sino también la de la superficie de
dichas particulas y, en segundo lugar, estudiar las posibilidades de disefiar nuevos

inmunosensores de matriz polimérica sensibilizados con distintos anticuerpos.
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IL.1 POLIMERIZA CION EN EMULSION: DESCRIPCION GENERAL

En lineas muy generales podemos definir la polimerizacién en emulsién como un proceso
heterogéneo mediante el cual un mondmero dispersado en agua sufre polimerizacion para
producir una dispersién de particulas poliméricas de dimensiones coloidales. Para mantenerr el
mondmero disperso en la fase acuosa el sistema se somete bajo agitacion. La polimerizacién se
lleva a cabo por via radicalaria. La polimerizacién en emulsién presenta distintas ventajas. El
hecho de utilizar dispersiones acuosas hace que el control sea facil y no existan problemas de
viscosidad ni de transferencia de calor.

Las polimerizaciones en emulsion se llevan a cabo por alguno de los siguientes tres procesos:
polimerizacion en discontinuo, en el cual todos los ingredientes son adicionados al comienzo
de la reccion; en semi-comtinuo en el cual uno o mds de los ingredientes se adicionan
continuamente en el transcurso de la reccidn; y continuo en el cual todos los ingredientes se
agregan continuamente a la vez que se va retirando el latex producido. El proceso mds comin
usado para producir ldtex a nivel industrial es la polimerizacién en semi-continuo. Esto se debe
a su flexibilidad y a la facilidad para-controlar tanto el calor transferido en el reactor de
polimerizacion como la composicion de las particulas de litex, determinados a su vez por el

caudal de alimentacion del mondmero.

QUIMICA DE LA POLIMERIZACION DE RADICALES LIBRES

La polimerizacion de radicales libres es una reaccién en cadena que consta de una secuencia
de cuatro etapas: iniciacién, propagacion, terminacion, y transferencia (1).

Iniciacion:

Esta primera etapa se considera constituida por dos reacciones. La primera es la produccion
de radicales por disociacion homolitica, por via térmica, de un iniciador I para dar lugar a un
par de radicales que se denominan primarios.

I - 2R

La segunda parte de la iniciacion supone la adicion de estos radicales a una primera molécula
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de mondmero para producir las especies iniciadoras de la cadena.
R+ M —> M,

donde M es el mondmero. De ambos procesos, el primero es mucho mads lento que el segundo
pues en él hay que romper enlaces covalentes y en el segundo hay implicados radicales muy
activos.
Propagacion:

Consiste en el crecimiento de M,° por la adicién sucesiva de cientos de miles de unidades
monoméricas. Cada adicién crea un nuevo radical, que tiene la misma identidad que el previo,

salvo que es mas largo.
M-+ Moo MM+ M > MMMy + 1M -5 —->-5-> R,

donde R,° es un radical macromolecular con n monémeros.
Terminacion:

Es la etapa final de la polimerizacion, en ella las especies radicales en crecimiento se
aniquilan, este proceso puede ocurrir de dos maneras. Dos radicales reaccionan uno con otro por
combinacion

R- + R, — P,..
dando una molécula de polimero "muerto”. O la terminacién puede ocurrir por desproporcion,
en la que un hidrégeno radical de una cadena es transferido a la otra, generando dos moléculas
de polimero, una de las cuales tiene un grupo terminal insaturado.
ReiizspiiRe ey RE LGP
Generalmente, la terminacion en las polimerizaciones normales tiene contribuciones de uno

y otro tipo. El proceso de terminacién puede resumirse:
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R, + R, — Polimero muerto

Transferencia

En muchas polimerizaciones se observa que el peso molecular del polimero es mas bajo que
el predicho sobre la base de una etapa de terminacién por combinacion , desproporcion o
verificacidn simultinea de ambos procesos. Este efecto es debido a la prematura terminacion de
un radical en crecimiento por transferencia de un hidrégeno u otro dtomo o especie entre
cualquier compuesto presente en el sistema y el radical citado. Estas reacciones de
desplazamientos de radicales, denominadas transferencia de cadena pueden representarse en la

forma

R +TX - PX + T

donde TX pueden ser el iniciador, el monémero, el disolvente, una molécula de polimero o
cualquier otra especie presente en la reaccion.

Los ingredientes bdsicos necesarios en polimerizacién en emulsién constan de agua,
mondmero, un iniciador soluble en agua y emulsificante (o surfactante). El mecanimo de la
polimerizacion en emulsion en presencia de micelas de surfactante fue propuesto por .Harkins
en 1947 (2).

El emulsificante suele ser normalmente una molécula con una cadena hidrocarbonada
(hidrofdbica) y un extremo idnico (hidrofilico). Cuando sometemos el sistema bajo agitacion,
una pequena parte del emulsificante se disolverd en agua, mientras que la mayor parte forma
agregados que se conocen con el nombre de micelas, existiendo un equilibrio dindmico entre
el emulsificante disuelto y el que forma parte de las micelas, el resto del emusificante disuelto
actua para estabilizar las gotas de mondmero. Cada micela contiene de 50 a 100 moléculas de
emulsificante y tiene una longitud entre 100 y 300 nanometros, siendo su didmetro algo mas de
dos veces el tamano de la molécula original. Las moléculas se ordenan en la micela con sus
porciones hidréfobas dirigidas hacia el interior del agregado, y los extremos ionicos en la fase
acuosa. El nimero de micelas y su tamafno depende de la concentracién relativa emulsificante

monoémero usado.
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El monomero estd presente en la disolucion principalmente en forma de gotas, una pequeiia
parte se disuelve en él agua y otra cantidad un poco mayor, pero no mucho, se alberga en el
interior de las micelas. El tamafio de las gotas de monémero depende de la intensidad de la
agitacion, aunque no suelen tener un didmetro inferior a 1000 nm. Cuando se afiade el iniciador,
éste se descompone y produce radicales libres. Es improbable que estos radicales puedan entrar
en el interior de las micelas con mondmero debido a repulsiones electrostdticas. Ahora bien, los
radicales pueden reaccionar con el monémero disuelto en la fase acuosa y formar oligémeros
radicales que pueden llegar a ser superficies-activas a una cierta longitud de cadena. Dado que
el emulsificante de las micelas estd en equilibrio dindmico con el disuelto en agua, puede ser
capaz de intercambiarse con estas nuevas especies, que entrarian en el interior de las micelas
y continuarian el proceso de polimerizacion.

La polimerizacién tiene lugar casi exclusivamente en el interior de las micelas ya que éstas
poseen una gran cantidad de monémero y una alta relacion superficie/volumen con respecto a
las gotas de mondmero. No todo el monémero utilizado en el crecimiento estd originalmente
presente en la micela, como ya comentamos anteriormente, sino que se difunde hacia la particula
desde las gotas a través de la fase acuosa. A medida que avanza la polimerizacion las micelas
van aumentando de tamafo y, para seguir siendo estables, adsorben emulsificante de la
disolucion y de las micelas que no han sido atacadas por un radical. Llega un momento en la
conversion de mondmero a polimero (entre un 2-15%) en que las micelas adsorben mads
emulsificante que el que hay en disolucidn, alcanzindose una concentracion de emulsificante
en disolucién que es critica, a partir de la cual las micelas se vuelven inestables y acaban por
desintregarse. La desaparicion de la dltima micela marca el final del estado de la nucleacion y
el comienzo del estado de crecimiento de la particula.

En el estado de crecimiento la polimerizacion procede de una manera homogénea dentro de
cada particula si la concentracion de mondémero se mantiene constante por difusion de
monodmero desde las gotas y, por tanto el nimero de particulas permanece constante. Finalmente,
entre el 50-80% de conversion, las gotas desaparecen totalmente y las particulas contienen todo

el mondémero sin reaccionar. La polimerizacién continda hasta alcanzar en la mayoria de los
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casos el 100% de conversion. El aspecto final es el de un latex. En la Figura 2.1 se muestra un

esquema del mecanismo de Harkins.
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e M molecula de monomero
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Para obtener particulas de lidtex de tamafio uniforme (monodispersos), es neceasrio tener un
periodo de nucleacidn relativamente corto y un estado de crecimiento largo. Durante el estado
de crecimiento de la particula, la distribucion del tamafio de ésta se estrecha por un crecimiento
competitivo mediante el cual las particulas mas pequefias crecen mds rdpido que las grandes (3).

Asi pues, podemos concluir que el papel del surfactante es fundamental en la polimerizacién
en emulsién por numerosas razones:

a) solubiliza los mondémeros muy insolubles en agua,

b) determina el mecanismo de nucleacién de la particula,

c) determina el nimero de particulas nucleadas y por tanto la velocidad de polimerizacidn,
d) mantiene la estabilidad coloidal durante el estado de crecimiento de la particula,

e) controla el didmetro de las particulas y la distribucién de tamarfios del sistema final latex.

Los surfactantes son también esenciales en la estabilizacion de las particulas después del
proceso de polimerizacion.

Ahora bien, para ciertas aplicaciones biomédicas e investigacion bdsica de sistemas
coloidales, el hecho de tener las particulas ¢on surfactante adsorbido sobre su superficie puede
alterar las propiedades superficiales de las mismas y llegar a desorberse en un momento no
oportuno, por ejemplo cuando esté presente con una superficie distinta, por lo que serd necesario
eliminar gran parte o todo el surfactante adsorbido sobre las particulas, antes de la
caracterizacion superficial de éstas. Para ello se han desarrollado y adaptado varias técnicas que
permiten la "limpieza" o purificaciéon de los latex: didlisis, didlisis por fibra-hueca, cambio
ionico, gel filtracién, centrifugacién y reemplazamiento del suero, también denominada
ultrafiltracion o microfiltracidon. Por cualquiera de estas técnicas o por combinacion de varias
de ellas se pueden retirar los electrolitos adicionados, el iniciador que no haya reccionado, etc..
Pero desafortunadamente, los surfactantes adsorbidos no se eliminan facilmente. Incluso en las
muestras mas purificadas, una pequena (y a veces no tan pequefia) fracciéon de la cantidad
original del surfactante permanece adsorbida en las particulas del ldtex. (4,5)

La polimerizacion de estireno en ausencia de surfactantes para producir litex monodispersos

fue utilizada por primera vez por Matsumoto y Ochi en 1965 (6). A partir de ese afio han
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aparecido numerosos trabajos que describen la preparacion de latex sin afiadir surfactantes, bien
por homopolimerizacién del estireno con distintos inciadores que confieren a la superficie los
grupos 10nicos deseados o por copolimerizacion del estireno con algiin otro mondémero (7-20).
No hay un mecanismo claro que explique la formacién de un litex en ausencia de
surfactantes. Sin embargo, estd generalmente aceptado que el mecanismo que actue dependera
de la solubilidad del mondémero o mondmeros que polimericen y que el comienzo de la
polimerizacion tiene lugar en la fase acuosa, entre los radicales formados por la descomposicion
térmica del iniciador y el mondémero disuelto en el agua para formar oligdmeros. Se han
propuesto varios mecanismos por los que estos oligdmeros crecen hasta que la energia de
repulsion entre las particulas sea suficiente como para considerarlas estables. A continuacién los
describimos pero sin entrar en la discusién de cual de ellos puede ser el mas adecuado:
a) los oligémeros crecen en la disolucién hasta alcanzar una longitud tal que las cadenas de
polimero colapsan consigo mismas formando asi el nicleo para una particula, denominado por
Fitch y col.como "nucleacién homogénea" (21),
b) los oligémeros alcanzan un tamafio suficiente para llegar a ser superficies-activas y formar
micelas en las cuales continuaria la polimerizacién, mecanismo chocido como entrada micelar
c) la concentracion de oligémeros alcanza un nivel al cual precipitan y continuan creciendo por
coagulacion hasta que alcanzan la estabilidad coloidal suficiente, denominado €ste nucleacion
coagulativa (22
Las particulas nucleadas por cualquiera de estos mecanismos crecen entonces, por difusion del
mondémero desde las gotas al interior de las particulas, seguido por la polimerizacion dentro de

éstas.
1.2 MATERIALES Y METODOS
El estireno usado en todas las sintesis fue suministrado por la casa Merck, y posteriormente

destilado a presién reducida (40°C y 30 mm Hg) con objeto de eliminar los inhibidores de la

polimerizacion.
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Todos los reactivos utilizados tienen la calidad de "reactivos puros para andlisis" y se
emplearon sin posterior purificacién. A continuacién se muestra una tabla con los productos

empleados y el fabricante que los proporciond.

REACTIVO FABRICANTE

Persulfato potédsico Merck

Bicarbonato Sédico Panreac

Bisulfito Sédico Sigma

Estiren Sulfonato de Sodio Fluka

4-47azobis (4 cianovalérico) acido Aldrich-Chemie
Hidréxido Sédico Merck

Acroleina Merck

El agua utilizada (DDI) fue primero bidestilada en un sistema de vidrio Pirex, y
posteriormente sometida a un proceso de purificacién en el dispositivo "Milli-Q, Reagent Water
System" de Millipore, en el que el agua pasa primero por una columna de carbon activado,
luego por un lecho mezclado de resinas cambiadoras de iones y, finalmente, por un filtro de 0.2
pum de poro.

La sintesis de los ldtex sulfonatos se realizd en botellas de 250 ml, las cuales fueron
introducidas en un bafio termostatizado y se hicieron girar a 35 r.p.m.. El sistema utilizado para
la reaccion de polimerizacion del resto de los liatex (excepto los aldehidos) se muestra en la
Figura 2.2 y basicamente estd compuesto por un matraz de tres bocas inmerso en un bano a la
temperatura de reaccion. En la boca central se sitia un adaptador que permite agitar la mezcla
de reaccion en el interior del matraz a velocidad constante y sin pérdidas por evaporacion; en

una de las bocas laterales se encuentra un sistema refrigerante que evita la pérdida de materiales
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volétiles por reflujo; y en la otra boca lateral se introduce N, que mantiene una atmdésfera inerte
en el interior del matraz.

Se ha prestado una especial atencion al sistema de agitacién (compuesto por una varilla de
vidrio y una paleta de teflén) dado el importante papel que juegan las condiciones
hidrodindmicas en el grado de monodispersidad del latex.

El andlisis de los didmetros promedio de las particulas mediante microscopia electrénica de
transmision (M.E.T.) se ha realizado en su mayor parte en la Universidad del Pais Vasco (Grupo
de Ingenieria Quimica). El procedimiento es el siguiente: se deposita una gota de una muestra
de dispersién muy diluida sobre un rejilla cubierta con formvar y se deja secar a temperatura
ambiente.Las rejillas se examinan mediante el microscopio electronico y se toman las fotografias
necesarias para que haya un nimero representativo de particulas, que no debe ser inferior a 500.
Después del revelado y positivado, las particulas se contaron con la ayuda de un tablero grafico,
provisto de un puntero, con el que tomando dos puntos del pérfil de cada particula se obtiene

el didmetro de las mismas.

Fig.2.2 Esquema del reactor de polimerizacion
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I1.3 SINTESIS DE COLOIDES MODELO EN AUSENCIA DE SURFACTANTES

En este trabajo se han empleado varios tipos de latex con distinta funcionalidad en su
superficie (sulfato, sulfonato, carboxilo, y aldehido), de diferentes tamafios y densidades
superficiales de carga. Todos los lidtex han sido sintetizados en discontinuo y sin uso de
surfactantes .

A continuacién se describen las condiciones de sintesis utilizadas para obtener cada litex,

agrupandolos en base a los grupos funcioneles que poseen en su superficie..

LATEX SULFATO

La estrategia seguida para la obtencién de este latex estd basada en la utilizada por Kotera
y col. (7). La obtencién de latex sulfato ya ha sido ampliamente estudiada por diversos autores
(7-9), siendo el primer tipo de particulas sintetizadas en ausencia de surfactantes. En la Tabla

2.1 se detallan las condiciones de sintesis empleadas. Al latex se le ha denominado DBG-O0.

Velocidad Tiempo de
Estireno K.S.0O4 Temperatura de agitacion reaccion
(2) (mM) (*C) (r.p.m.) (horas)
10.3 2:1 70 350 23

Tabla 2.1 Condiciones de sintesis del latex DBG-0
La sintesis se realizé en un volumen total de agua de 540 cm’.
LATEX SULFONATO

Este tipo de litex posee grupos sulfonatos (-SO,H) en su superficie, lo que les confiere

caracter acido fuerte como los sulfato, pero tienen la ventaja de ser resistentes al proceso
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hidrélisis (24). Se obtienen por copolimerizacién de estireno con estirensulfonato de sodio
(NaSS) (20-21) y se utiliza como iniciador un sistema redox formado por persulfato potdsico

y bisultito sodico que proporciona radicales sultonato mediante las siguientes reacciones:

S,04 + HSO,” — SO + SO/~ + HSO,
SO, + HSO,” — SO + HSO,

En la primera reaccion se producen radicales sulfato y sulfonato, en la segunda sdlo radicales
sulfonato. Con objeto de minimizar la reaccién de Kolthoff (25) que conduce a la generacion
de grupos hidroxilo se afiade a la reaccién, como tampén, bicarbonato sédico. Estas reacciones
se llevan a cabo en botellas de 250 ml las cuales se introducen en un bafio termostatizado a 45°
C y con una velocidad de agitacién de 35 r.p.m.

Otra ventaja de estos litex es que podemos obtener particulas de pequefio tamafio y
monodispersas, ya que el comondémero NaSS posee un grupo sulfonato en posicion para, lo que
le confiere un caricter hidrofilico que ayuda a la estabilizacion de las particulas en el estado de
nucleacion. En la Figura 2.3 se muestra el mecanismo mds probable para esta etapa.

La funcién del NaSS es estabilizar las particulas precipitadas desde la fase acuosa por
incremento de su potencial superficial. Las particulas preparadas con NaSS son mucho mais
pequefias que las que llevan estireno solamente, debido a la naturaleza hidrofilica de los grupos
sulfonato de sodio que estan en la interfase. La extension necesaria para asegurar estabilidad es
asi menor y por lo tanto mayor el nimero de particulas que resultan.

Segiin el trabajo presentado por Kim (20), si la cantidad de NaSS es superior a 10 mM se
producen particulas secundarias, con lo que la muestra resulta polidispersa. La justificacion de
este hecho se basa en que junto con el mecanismo de nucleacion homogénea descrito
anteriormente, opera un mecanismo alternativo debido a la presencia del homopolimero NaSS.
A altas concentraciones de NaSS es probable que tenga lugar una homopolimerizacion suficiente
de éste en la fase acuosa como para formar una cantidad significativa de polimero soluble en

agua, y que éste sea el nicleo de la polimerizacién. Hay dos posibles mecanismos por los que



14

SINTESIS DE COLOIDES MODELO

ésto podria suceder: las cadenas de homopolimero se "empapan” de mondmero y solubilizan,

o el homopolimero forma micelas que solubilizan al mondémero de forma similar a los

surfactantes convencionales.

| ———— HSOy
CH=CH, ' CH—CH;—S04H
+ HSOy —
CH=CH,
SO3;Na SO3Na
Comonomero disuelto en f- acuocsa O3Na

Gotos de
Monomero

"CH = CH, - CH-CH,—SO3H

Q09

SO3Na SO3Na
CH=CH,

Monomero disuelto en f- acuosa

"CH—CH, ~CH = CH, = CH=CH,—SO3H

_\ - 000

capturado por

gotas de monomero

Radical
capturado por

los particulas

N\

SOsNa SO3Na

"+ NaSS
+ Estireno

Radica' Oligomerico

Precipltacion

O Particulas Primarias

l Coagulacion y Crecimiento

3 Q Particula Estable

Fig.2.3 Esquema del mecanismo de nucleacion
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En trabajos previos (26,27) se lograron sintetizar particulas de unos 250 y 180 nm
respectivamente, y uno de nuestros objetivos ha sido obtener nuevas particulas sulfonato del
menor tamafio posible. En la Tabla 2.2 se muestran las condiciones de sintesis empleadas para

obtener este latex, al que se ha denominado DBG-1.

Estireno NaSS K.S,0, NaHSO, NaHCO, T. reaccion
(g) (mM) (mM) (mM) (mM) (horas)
20 4.5 5.6 5.6 112 10

Tabla 2.2 Condiciones de sintesis del ldatex DBG-1

Las concentraciones estdn basadas en un volumen total de agua de 140 cm’.

Hay que destacar que los intentos de sintesis con una cantidad de NaSS superior a 4.5 mM,
manteniendo el resto de los parémétrds constantes, aumentaban considerablemente la
polidispersidad de las muestras. Para intentar mantener la monodispersidad se incrementaron
simultdneamente junto con el NaSS los iniciadores y el tampdn, sin embargo esto se traduce en
un aumento de la fuerza idnica, por lo que no se logré disminuir de forma significativa el
tamafio de las particulas (8). En la tabla 2.3 mostramos las condiciones de sintesis del

denominado DBG-4.

Estireno NaSS K.S,0q NaHSO;, NaHCO, t. reaccion
(g2) (mM) (mM) (mM) (mM) (horas)
20 5.25 6 6 12 10

Tabla 2.3 Condiciones de sintesis del ldtex DBG-4
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Otro de los objetivos con los litex sulfonato fue la obtencién de particulas con un

tramafno lo mayor posible, para ello se redujo la cantidad de NaSS, de iniciadores y Ila

concentracion de tampon.

Estireno NaSS K,S,04 NaHSO, NaHCO, T. reaccién
(g) (mM) (mM) (mM) (mM) (horas)
20 0.75 3.2 3.2 6.4 10

Tabla 2.4 Condiciones de sintesis del ldtex DBG-2

LATEX CARBOXILO

Estos litex se han obtenido polimerizando estireno con un iniciador que proporciona los
grupos carboxilo, el compuesto 4-4° Azobis (4-4cido cianovalérico) (ACPA), siguiendo la
estrategia propuesta por Guthrie (10). La ventaja principal de estos litex radica en que al ser el
propio iniciador el que nos proporciona los grupos carboxilo, sobre la superficie de las particulas
s6élo vamos a tener la funcionalidad deseada. Por el contrario, es mas dificil controlar el tamano
y la densidad superficial de carga de forma independiente. En las tablas 2.5 y 2.6 aparecen las

condiciones de sintesis empleadas para obtener los litex DJL-5 y DJL-6.

CH, CH,
| |

HOOC- CH,- CH- C -N=N - C-CH,- CH;- COOH
| |

CN CN

molécula de ACPA
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Estireno ACPA NaOH V. agitaciéon | Temperatura | T. reaccion
(2) (mM) (mM) (r.p.m.) ) (horas)

25 2.76 7.43 350 80.6 10
Tabla 2.5 Condiciones de sintesis del ldatex DJL-5
Estireno ACPA NaOH v. agitacion Temperatura | t. reaccion
(2) (mM) (mM) (r.p-m.) °C) (horas)
25 4.14 11.14 350 80.6 7

Tabla 2.6 Condiciones de sintesis del ldatex DJL-6

En estos casos el volumen total de agua'fué de 520 cm’.

También se realizé la sintesis de latex con grupos carboxilos en superficie a partir de la
copolimerizacién de estireno y dcido acrilico y terpolimeriz.aci(')n de estos dos mondmeros mas
estirensulfonato de sodio. Sin embargo, debido a la dificultad encontrada en el proceso de
purificacion, esta no pudo llevarse a cabo de una forma exhaustiva y se decidié utilizar sélo los

latex sintetizados con el iniciador ACPA.

LATEX ALDEHIDO

Para la preparacion de los ldtex aldehidos, se ha seguido una estrategia similar a la propuesta
por Yan y col. (28) en la cual se copolimeriza estireno y acroleina, utilizando como iniciador
persulfato potdsico. Las modificaciones realizadas (29) fueron la temperatura de reaccion y la
cantidad de iniciador usado, con el fin de conseguir mayores conversiones que las obtenidas por
estos autores. La acroleina (propenal) proporciona los grupos aldehidos superficiales. A las dos

muestras obtenidas se les ha denominado AD-1 y AD-2; las condiciones de sintesis se reflejan
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en la Tabla 2.7.

o
CH=CH-c~
~

molécula de acroleina

Estireno Acroleina K,S,04 v. agitaciéon | Temperatura | t. reaccion
(2) (8 (mM) (r.p.m.) C) (horas)
145 33 7.4 250 70 8

Tabla 2.7 Condiciones de sintesis de los ldtex AD-1'y AD-2
Volumen total de agua utilizado 1625 cm’.
Las dos muestras fueron sintetizadas bajo las mismas condiciones, con la diferencia de que
al AD-2 se le afiadié un 12% en volumen con respecto a los monémeros de metanol con el fin

de minimizar la polimerizacién en fase acuosa.
1.4 DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULA

El primer requisito necesario para considerar un litex como coloide modelo es que €ste sea
monodisperso. Por tanto un parametro fundamental en la caracterizacion de sistemas coloidales
es la determinacion del tamafio de las particulas y su indice de polidispersidad. El tamafio que
nos proporcionard, a su vez la relacion entre superficie y cantidad de material, serd determinate
en la comprension del comportamiento superficial de estos sistemas. En nuestro caso, se han

obtenido los didmetros promedios de cada litex mediante microscopia electrénica de transmision
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(.T.E.M), asi como los pardmetros mds caracteristcos de la distribucion de tamafos (30):

Didmetro promedio en nimero

4 = Edin

n
2o

donde n, es el nimero de particulas que tienen un didmetro determinado d;

[2.1]

Diametro promedio en peso

g - 2mdi [2.2

Znidf

Diametro promedio en volumen

n.d; e O
dv = (L__l__‘) [,7.%]
Eni -

Indice de polidispersidad

p = Gv [2.4]
dﬂ

En las Figuras 2.4-2.11, mostramos algunas de las fotografias tomadas con el microscopio

electronico de transmision de los distintos latex sintetizados.
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'o‘: .0.‘}.5“1

Fig. 2.4

Fig. 2.5

e
o
Vs

Fotografia de transmision del ldtex DBG-0

Fotografia de transmision del ldatex DBG-1
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o’" #

Fig.2.8 Fotografia de transmision del ldtex DJL-5

)

Fig.2.9  Fotografia de transmision del ldtex DJL-6
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Hay que destacar que las particulas del DJL-6 (Figura 2.9) presentan rugosidad en su
superficie, hecho que'no se observa en el latex DJL-5 (Figura 2.8) que estd sintetizado con
menos iniciador. Este resultado fue también obtenido por Guthrie (9) que lo justifica por la
posible floculacién de particulas pequeifias, nucleadas maés tarde en la polimerizacién y que se
pegan sobre las particulas ya existentes. A continuacién, en las Figuras 2.11-2.19, se muestran

las distribuciones de tamafio de cada uno de los latex, y en la tabla 2.7 quedan reflejados los

pardmetros estadisticos calculados a partir de las ecuaciones 2.1-2.4 de dicha distribucién.

Tamafio de | Didmetro | Didmetro Didmetro Desviacién
Latex la muestra medio en peso en volumen LP.D. estandar

(nm) (nm) (nm) (nm)
DBG-0 570 352 353 351 1.0038 10
DBG-1 1137 161 163 161 1.0152 12
DBG-4 629 158 161 159 1.0204 A3
DBG-2 684 287 288 287 1.0051 12
DJL-5 708 276 277 277 1.0052 12
DIL-6 500 281 283 276 1.0060 13
AD-1 646 324 326 325 1.0064 16
AD-2 850 361 365 362 1.0110 21

Tabla 2.7 Pardmetros estadisticos relacionados con la distribucion de tamarnos

A la vista de los resultados y teniendo en cuenta que un litex se considera monodisperso,

cuando su indice de polidispersidad (I.P.D.) es menor que 1.05 (19), podemos concluir que todos

los latex son notablemente monodispersos.
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N 16
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o “ALI el !““A |
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Didmetro (nm)

Fig.2.12 Distribucion de tamarios del latex DBG-0

Didmetro (nm)
Fig 2.13 Distribucion de tamarios del ldatex DBG-1



26

SINTESIS DE COLOIDES MODELO

75 1256 178 225 275 325 375
Didmetro (nm)

Fig 2.14 Distribucion de tamaiios del ldtex DBG-4
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10

Didmetro (nm)

Fig 2.15 Distribucion de tamaiios del ldtex DBG-2
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Fig 2.16 Distribucion de tamarios del ldatex DJL-5

Didmetro (nm)

Fig 2.17 Distribucion de tamaros del latex DJL-6
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Didmetro (nm)

Fig 2.18 Distribucion de tamarios del ldtex AD-1

16

10

Didmetro (nm)

Fig 2.19 Distribucion de tamaiios del ldtex AD-2
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I.1 PURIFICACION

El uso de coloides poliméricos como sistemas modelo o para ciertas aplicaciones requiere,
como ya se menciond en el capitulo anterior, un riguroso proceso de purificacién o limpieza con
el fin de eliminar los restos de iniciador, de monémero que no haya reaccionado y posibles
oligémeros disueltos en la fase acuosa o anclados en la superficie de las particulas.

El empleo de un método de limpieza que no sea efectivo puede llevar a obtener diferentes
densidades superficiales de carga aunque se hayan seguido estrategias similares en la preparacién
del liatex (1). Varios autores han estudiado la influencia en la carga superficial del litex
utilizando distintos métodos de limpieza (2-6). En general, la eliminacién de polielectrolitos u
otro tipo de especies que puedan estar adsorbidas sobre la superficie de las particulas, requerird
de tratamientos fuertes como sucesivos ciclos de centrifugacién/decantacién/redispersion (3),
agitacion vigorosa/filtracién (6), pues la limpieza superficial de los litex es dificil y no se
consigue con métodos suaves, si bien el empleo de un método u otro dependerd del tipo de latex
que tengamos (tamafio, método de preparacién,etc...)..

En este estudio se han llevado a cabo varios procedimientos de limpieza dependiendo de las
caracteristicas del latex, aunque previamente todos fueron filtrados con lana de vidrio para
eliminar los codgulos formados durante la sintesis. La lana de vidrio la proporcioné la casa
Merck, y antes de su uso se hirvié con agua DDI durante 10 minutos

Excepto en el caso del DBG-1 y DBG-2, los métodos empleados fueron los siguientes:

1°) Centrifugacion

Las centrifugaciones se llevaron a cabo en una centrifuga de la casa Kontron, modelo T-124.
Los tubos empleados fueron de policarbonato. Los litex se centrifugaron tres veces, decantando
el sobrenadante y redispersando con agua DDI. Las muestras fueron redispersadas con la ayuda
de ultrasonidos, de esta forma el proceso se acelera y ademads si este es potente puede facilitar

la retirada de polielectrolitos que estén sobre las particulas (1,6,7).
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2°) Remplazamiento del suero (Serum Replacement):

Este dispositivo, que aparece en la Figura 3.1, permite la eliminacién de electrolitos y
polielectrolitos solubles en agua (8). El mecanismo es el siguiente: el latex se introduce en una
célula que contiene una membrana semipermeable de didmetro de poro adecuado (Nucleopore).
Por la parte superior se hace pasar un flujo continuo de agua que va arrastrando las "impurezas"
a través de la membrana . El suero es recogido por la parte inferior y al mismo tiempo se va
controlando la conductividad del mismo hasta que esta llega a ser constante y préxima a la del
agua; el proceso se da entonces por finalizado. Lo normal es tener que dejar el ldtex una semana
como minimo hasta que esto ocurra. Si ademds pretendemos favorecer el intercambio de
distintos contraiones por protones, se puede pasar una disolucén diluida de écido, seguido de

agua DDI para eliminar el exceso de 4cido.

Ty

SO0 240 A A

Fig 3.1 Esquema del Serum Replacement
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Debido al pequefio tamafio que presenta el DBG-1 y por tanto la dificultad de centrifugarlo,
decidimos emplear en primer lugar el Serum Replacement, seguido de la utilizacién de resinas
cambiadoras de iones. Estas fueron tipo Amberlite y nos han sido proporcionadas por Biokit
S.A. (Barcelona). Puesto que estas resinas ya vienen en la forma idnica adecuada y han sido
previamente purificadas, el dnico tratamiento antes de su uso fue lavarlas tres veces con agua
DDI a 70° C durante 30 minutos.

Para el litex DBG-2 el primer tratamiento fue arrastre de vapor con el fin de eliminar el
mondémero residual. Después se introdujo en el Serum Replacement, pero a las pocas horas
empezé a desestabilizarse y flocular, con lo que pasamos directamente a limpiarlo con resinas
cambiadoras de iones.

La Tabla 3.1 muestra los valores finales de conductividad, pH y contenido en sélido (%)

de cada latex al finalizar el proceso de limpieza.

Litex A (pS/cm). i pH % en solido
DBG-0 7 4.3 3.3
DBG-1 15.2 3.2 8.9
DBG-2 8.2 4.1 2.2
DIJL-5 9 5.9. 6.6
DIJL-6 15 6.7 8.4
AD-1 6 4.1 3.3
AD-2 7 3.9 4.6

Tabla 3.1 Caracteristicas de los ldtex al finalizar el proceso de limpieza
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.2 CARACTERIZA CION SUPERFICIAL
II1.2.1 DETERMINACION DE LA DENSIDAD SUPERFICIAL DE CARGA

Para determinar y cuantificar los grupos iénicos superficiales de los litex, se han realizado
valoraciones y retrovaloraciones conductimétricas y potenciométricas.

Una valoracién potencio-conductimétrica consiste en estudiar la evolucién del pH y la
conductividad de la muestra a valorar frente a la adicién de un agente valorante. El valor de la
conductividad en un punto se corresponde con la sumatoria de los productos de la concentracién
de todos los iones por sus conductancias equivalentes. Representando la conductividad y el pH
frente al volumen de agente valorante afiadido, las variaciones de pendiente en la evolucién de
la conductividad y los puntos de inflexién en la curva de pH indican los puntos finales de
valoracién de un grupo concreto.

En la valoracién de un 4cido libre disuelto en agua se obtiene un punto final de valoracién
correspondiente a la cantidad de dicho 4cido en la muestra. Si el 4cido es fuerte y se valora con
NaOH, se observari, en la variacion de la conductividad, un primer tramo de la curva con una
fuerte pendiente de bajada debido a la sustitucién de protones por iones sodio, de menor
movilidad. Si el dcido es débil, los protones estardn menos disociados con lo que la movilidad
de éstos serd menor, el reemplazamiento por iones sodio se reflejard en la variacién de la
conductividad con un aumento ligero de la misma. En los dos casos el cambio de pendiente
fuertemente positiva debido al exceso de hidroxido sédico, marca el final de la valoracién.

La valoracién de un litex presenta ciertas diferencias con respecto a lo descrito
anteriormente, debidas, principalmente, al hecho de que los grupos dcidos a valorar no se
encuentran libres en disolucién, sino fijos sobre la superficie de las particulas. La capa difusa
de iones y contraiones no tiene la misma movilidad que los iones en disolucion.

Las principales diferencias con respecto a la valoracién de disoluciones son:

- Menores pendientes en la variacién de la conductividad de 4dcidos fuertes y débiles.

- Cierta no linealidad en la valoracién de los acidos débiles.
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- Frecuente subjetividad en la eleccion del punto final de valoracién en los dcidos débiles.

Para aumentar la pendiente inicial de la valoracién de los grupos 4cidos fuertes, puede
afladirse una cierta cantidad de electrolito al medio, KBr, por ejemplo. De esta forma, los
protones de la doble capa eléctrica son desplazados al seno de la disolucién por los cationes K".
También puede afiadirse cierta cantidad de 4cido fuerte de concentracion perfectamernte
conocida, HCI, por ejemplo, que se valora conjuntamente con el 4cido fuerte de la muestra.

La utilidad de las retrovaloraciones es fundamental cuando queremos conocer la densidad
superficial de carga de un latex con grupos 4cido débil. Para poder valorar todos los grupos
débiles mediante valoracion directa necesitamos que éstos estén protonados (sin disociar) pero
entonces la particula estd descargada y flocula. Por ello afiadiendo NaOH en exceso
conseguimos que todos los grupos estén cargados y podamos cuantificarlos con la
retrovaloracion.

Los materiales utilizados para le determinacién de la densidad superficial de carga fueron
los siguientes:

- Los electrolitos NaOH, HCI y KBr fueron proporcionados por Merck con la calidad
"reactivos puros para analisis".

- Las valoraciones conductimétricas fueron realizadas con la ayuda de un dosificador de la
casa Metrohm (665 Dosimat y E649)

- Las medidas de conductividad y pH se hicieron con un conductimetro y un micropHmetro,
ambos de Crison Instruments.

- Para calcular la cantidad de grupos valorados asi como la densidad superficial de carga se

han utilizado programas informaticos realizados en el Departamento de Fisica Aplicada (9).

Analisis de los resultados

A continuacién se muestran algunas de las curvas de valoracion realizadas para cada latex.
Puesto que tanto los iniciadores como el comonémero NaSS utilizados proporcionan grupos

acido a la superficie de las particulas, los latex van a ser anidnicos y por tanto las valoraciones
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se hicieron afiadiendo NaOH como agente valorante. Para cuantificar los grupos aldehidos
hacemos uso de una reaccién previa que libera H* por lo que también se valoraron con el mismo
hidréxido sédico.

La cantidad minima de polimero empleada en cada valoracién fue 0.8 gramos y a la mayoria
de ellas se les afiadi6 KBr. Se han realizado un nimero minimo de tres valoraciones (con sus

correspondientes retrovaloraciones) para cada latex.

Latex Sulfato

Para el caso del DBG-0 cuya sintesis se realiz6 utilizando persulfato potisico como iniciador,
cabria esperar que los tnicos grupos iénicos presentes fuerann dcido fuerte. Sin embargo, en la
Figura 3.2 se puede observar como la conductividad presenta tres pendientes bien diferenciadas.
La primera de ellas corresponde a la valoracién de un 4cido fuerte, la segunda a la existencia
de un 4cido débil y la tercera se debe al exceso de NaOH. estos cambios también se pueden
encontrar en la valoracién potenciométrica, pues aparecen puntos de inflexién asociados a cada
cambio de pendiente. S

Hay numerosos autores que han encontrado dcido débil en la homopolimerizacién de estireno
utilizando K,S,0, como iniciador (10-13). Incluso existe una tesis dedicada al estudio de la

transformacién de los grupos -SO°, en hidroxilos y carboxilos (14). La explicacién para este

hecho es la siguiente: los grupos sulfato se producen directamente del iniciador persulfato

S, =" IR0 -
Pero el radical SO, puede reaccionar con el agua mediante la reacciéon de Kolthoff que conduce

a la generacion de grupos hidroxilo (15). Esta reaccién se ve favorecida a pH bajos.

SOF 5 HIO LS HeD G O

Por tanto hay una incorporacién de grupos hidroxilo sobre la superficie de las particulas a

expensas de los grupos sulfato.
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A (uS /cm)

ml NaOH
X pH — Conductividad

Fig. 3.2 Curva de valoracion del ldtex DBG-0

Sin embargo los grupos hidroxilo no son valorables y nosotros tenemos una parte de dcido
débil. Debido a que el persulfato potisico es un potente agente oxidante, los grupos finales
hidroxilo pueden ser oxidados a carboxilos (14), que serian los grupos débiles que estamos

valorando.

R-COH — R-COOH

Ademas no sélo los grupos hidroxilo se convierten en carboxilo sino también los grupos
sulfato presentes en la superficie de las particulas (16). Esta degradacién se ve favorecida por
la temperatura y por el tiempo (12). En otro trabajo (17) con una estrategia de sintesis similar
a la utilizada por nosotros, pero con 6 horas de reaccién, no se detecté la presencia de dcido
débil, por tanto el haber dejado la reaccién 20 horas ha favorecido la generacién de grupos

carboxilo.
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Otros autores sefialan que el método de limpieza es determinante y nos puede conducir a la
deteccién de 4cido débil. Van del Hul y col. (18) s6lo encuentran 4cido fuerte cuando la
limpieza se realiza mediante cambio i6nico. Para comprobarlo una parte del litex limpiado pbr
centrifugacién y Serum lo valoramos directamente y a otra se le hizo ademas un cambio i6nico;
los resultados obtenido en ambos casos fueron muy similares, lo cual nos confirma que el
método de limpieza en nuestro caso no es el responsable de la aparicién de grupos carboxilo en
la superficie de las particulas.

Latex Sulfonato

En las Figuras 3.3 y 3.4 se muestran las curvas de valoracién de los litez DBG-1 y DBG-2.
La existencia de dos tnicas pendientes en la conductividad nos confirma que sélo hay acido
fuerte en ambas muestras. Si recordamos que en la sintesis de estos coloides se empled el
comondémero hidrofilico NaSS que posee un grupo -SO; en posicion para y un iniciador redox
que conduce a la formacién de radicales sulfonato y sulfato, el 4cido fuerte valorado debe ser
mayoritariamante sulfonato y posiblemente una pequefia cantidad de sulfato. En trabajos previos
(1,17) y siguiendo la estrategia propuesta por Kim (19,20), los latex se calentaron a 85° C
durante 72 horas, ya que se indicaba este tiempo como suficiente para hidrolizar los posibles
grupos sulfato que hubiera en la superficie de.las particulas; en los resultados obtenidos no se
encontraron diferencias apreciables en la densidad superficial de carga antes y después del
proceso de calentamiento, por lo que se concluyé que todos los grupos eran sulfonato o la
pequeiia cantidad que pudiera existir de grupos sulfato era inapreciable. En esos casos (1,7) a
los latex se les realiz6 una 2* inyeccion, mediante el método del "shot growth" (21), con una
proporcién elevada de NaSS para obtener altas densidades superficiales de carga. El capitulo V
de esta memoria estudia el comportamiento de los latex cuando son sometidos a temperaturas

elevadas y demostraremos que los grupos superficiales también para estos ldtex son sulfonatos.
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Fig 3.3 Curva de valoracion del ldtex DBG-1
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Fig 3.4 Curva de valoracion del ldatex DBG-2
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Latex Carboxilo

Los latex DJL-5 y DJL-6 se sintetizaron utilizando el iniciador ACPA, por lo que los tnicos
grupos superficiales de las particulas seran carboxilos. Debido a que después del proceso de
limpieza no se consiguié un pH suficientemente 4cido y que estos latex se desestabilizan cuando
se ponen a un pH bajo, la densidad superficial de carga se obtuvo a partir de las curvas de

retrovaloracion. En las Figuras 3.5 y 3.6 se muestran dichas curvas.

320 1

A (uS / cm)

0 0.5 1 1.5 2 25 3
ml HC1
* Conductividad X pH

Fig 3.5 Curva de valoracion del latex DJL-5

De las curvas cabe destacar la falta de linealidad que se observa en la parte correspondiente
al dcido débil, especialmente en el caso del DJL-5, lo cual dificulta el célculo de los ml de HCI
empleados. Esto es debido a que los grupos dcidos mds cercanos a la superficie de la particula
no son valorados instantén.eameme ya que el valorante ha de difundirse hacia el interior de la

misma, lo cual crea cierta dependencia de los datos con el tiempo.
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A (uS / cm)

* Conductividad X pH

Fig 3.6 Curva de valoracion del ldtex DJL-6

Latex Aldehido
Al haber utilizado en la sintesis de los latex AD-1 y AD-fZ acroleina como comondémero y
persulfato potdsico como iniciador, en la superficie de las particulas debe haber grupos aldehido
grupos sulfato. Para poder distinguir entre ambos grupos, ya que los grupos aldehidos no son
valorables, se requiere de una reaccién previa que genera grupos 4cido fuerte, y asi estos latex
se valoraron en dos etapas:
1°) Las muestras se valoraron afiadiendo una cantidad de acido HCI de concentracidén
perfectamente conocida, previamente contrastada con la sosa. De la diferencia entre la cantidad
gastada cuando se valoré HCI solo y HCl+latex se obtuvieron las densidades superficiales de
carga en sulfato de ambos latex. En la Figura 3.7 aparece la curva de valoracion de los grupos

sulfato para el litex AD-2.
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Fig 3.7 Curva de valoracion del ldtex AD-2
2°) Para determinar los grupos aldehido se siguid la sistemadtica propuesta por Yan y col. (22)
por la cual cada grupo aldehido reacciona con una molécula de hidroxilamina hidroclorato
(HO-NH,HC]) liberando una molécula de HCI que es el que vamos a detectar en la valoracion

como dcido fuerte. La reaccién que tiene lugar es:

R-CHO + HO-NH,HCl] — R-CH=N-OH + H,0 + HCI

La metodologia seguida es la siguiente: primero, se valora una cantidad determinada de
hidroxilamina hidroclorato con NaOH (Figura 3.8); debido a que el HCI no est4 libre, la forma
de la curva corresponde a un dcido débil. En segundo lugar, se afiade la misma cantidad de
hidroxilamina al ldtex y se deja un tiempo de residencia en agitacién continua para que se lleve
a cabo la reaccion antes mencionada. Segin pruebas realizadas por Yan y col., un tiempo de 20

minutos de residencia es suficiente para que todos los grupos aldehido superficiales reaccionen.
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La Figura 3.9 muestra la curva obtenida para el ldtex AD-1. Se observan tres pendientes: la
primera corresponde no sélo al HCI liberado por la reaccién hidroxilamina-aldehido, sino
también a los grupos sulfato superficiales; la segunda estd relacionada con el exceso de
hidroxilamina y la tercera con el exceso de sosa. Restando a la primera parte de la curva los
grupos sulfatos calculados previamente, se obtiene la cantidad de grupos aldehido existentes.
Posteriormente se hizo una segunda valoracién dejando un tiempo de residencia de 55 minutos,
tiempo éste indicado por Yan como limite antes de empezar a valorarse grupos internos,
obteniéndose los mismos resultados, con lo cual comprobamos que la reaccion se habia

completado a los 20 minutos.

450
400

A (1S / cm)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
ml NaOH

Fig 3.8 Curva de valoracion de la hidroxilamina hidroclorato
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Fig 3.9 Curva de valoracion del ldtex AD-1

Una vez conocido el volimen de agente valorante empleado y una estimacién de la
superficie de las particulas (a partir del didmetro de las mismas y simples consideraciones
geométricas), se puede calcular la densidad de carga superficial, 6,, mediante la expresion (23):

6,=c f —

S
donde c es la cantidad de valorante utilizada hasta alcanzar la neutralizacién, expresada en
moles; f es el factor del valorante; F es la constante de Faraday expresada en C mol™; y S es
la superficie total de las particulas de litex en cm®. La Tabla 3.2 refleja las densidades de carga

en dcido fuerte, débil y la total, obtenida por la suma de las dos anteriores. La cantidad de

grupos aldehidos se expresa en peg/cm’ ya que no aportan carga a la superficie.
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Litex o, (fuerte) o,(débil) Gr. Aldehidos o, (total)
(uC/cm?®) (uC/cm?) (10* peg/cm?) (uC/cm?)
DBG-0 2.51+0.1 79 +04 --- 104 = 0.3
DBG-1 6.0 0.3 - --- 6.1 £0.3
DBG-2 1:3+ 0.1 --- --- 1.3 0.1
DJL-5 --- 16.3 £ 0.7 --- 16.3 £ 0.7
DJL-6 --- 19.2 £ 0.8 --- 19.2 £ 0.8
AD-1 29+0.2 --- 1.17 = 0.05 29+0.2
AD-2 3.0+0.2 - 1.22 = 0.05 3.0 +0.2

.3 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA.

Tabla 3.2 Densidades superficiales de carga de los ldtex

El espectro infrarrojo es una propiedad altamente caracteristica de un compuesto organico.

Estos espectros se pueden emplear para la identificacién de diversos grupos funcionales, de tal

forma que ayudan a conocer la estructura de una molécula confirmando la presencia o ausencia

de los mismos (24).

Un grupo de atomos determinado da origen a bandas de absorcion caracteristicas; es decir,

un grupo especifico absorbe luz de frecuencias determinadas, que son practicamente las mismas

de un compuesto a otro. La interpretacién, de todas formas, en muchos casos no es sencilla ya

que ciertas bandas pueden estar enmascaradas por el solapamiento con otras. En nuestro estudio

s6lo pretendemos reconocer algunas de las bandas de absorcién mds notorias y completar la

informacién obtenida por esta técnica con la proporcionada por otras. Todos los espectros de

infrarrojo fueron obtenidos en los Servicios Técnicos de la Universidad de Granada



48 LIMPIEZA, CARACTERIZACION SUPERFICIAL...

La espectroscopia infrarroja es, con diferencia, la mejor forma de detectar la presencia de un
grupo carbonilo en uﬁa molécula. La banda intensa por alargamiento C=O, aparece en el
intervalo 1690-1760 cm', donde rara vez se oculta por otras absorciones intensas. Se espera
confirmar la existencia de este grupo en los litex AD-1 y AD-2, sintetizados con el
comondmero acroleina. En el caso del DBG-1 y DBG-2, en la tesis de Kim (18) se confirma
la presencia del NaSS por las bandas que aparecen a 1200 cm™ (tensién S=0O asimétrica) y 1030
cm’ (tensiéon S=O simétrica). Hemos comparado todos los espectros con el DBG-0 ya que
representa un espectro tipico de poliestireno. Las Figuras 3.10-16 muestran los espectros

obtenidos para cada latex.
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Fig. 3.10 Espectro de Infrarrojo del ldtex DBG-0.
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Fig. 3.12 Espectro de Infrarrojo del ldtex DBG-2
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Puede observarse comparando las Figuras 3.10 (DBG-0) y 3.11-12 (DBG-1 y DBG-2) que
no hay diferencias apreciables en los espectros y aunque aparecen las bandas a 1028.7 y 1180.9
cm™ que Kim asigna al NaSS$, estas también aparecen en el latex DBG-0. Si comparamos ahora
las Figuras 3.10 y 3.13-14 (DJL-5 y DJL-6) vemos que los espectros son idénticos y que este
método no es suficientemente sensible como para detectar los grupos carboxilo que provienen
del inciador. Para los litex AD-1 y AD-2 (Figuras 3.15-16), sin embargo, aparecen dos bandas
bien diferenciadas con respecto al espectro del DBG-0, una banda intensa a 1723 cm™ que nos
indica la presencia de grupos carbonilo y otra mas pequefia a 2709.6 cm™ (tensién C-H) que
nos confirma que se trata de grupos aldehido. Puesto que la espectroscopia infrarroja no permite
diferenciar los grupos superficiales que poseen los latex sulfato, sulfonato y carboxilo, nos

planteamos el empleo de otras técnicas de andlisis diponibles en la Universidad de Granada.

.4 ANALISIS ELEMENTAL

Mediante el andlisis elemental de C,-Oy N podemos obtener la composicién de cada uno
de los monémeros en el polimero, en funcién de la relacién C:H. Estas medidas se realizaron
en los Servicios Técnicos de la Universidad.de Granada a partir de muestras sélidas de los
polimeros, secadas a 70°C y posteriormente introducidas en un desecador con pentdxido de
fosforo durante 24 horas. Los porcentajes de nitrégeno en todas las muestras se encuentran
dentro del error experimental.

Los resultados obtenidos expresados en funcién del % en peso se indican en la Tabla 3.3.
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Latex % Estireno % Acroleina
AD-1 859 14.1
AD-2 86.7 13.3

Tabla 3.3 Composicion en peso de los distintos ldtex obtenida

mediante andlisis elemental

III.5 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Los ndcleos de ciertos dtomos, al igual que los electrones poseen un espin nuclear. La
circulacion de la carga en estos nicleos genera un momento magnético a lo largo del eje de
rotacién. Para algunos de estos niicleos como 'H, "*C o "°F el valor del espin nuclear s6lo puede
tomar dos valores (x1/2), cuando esos nicleos se colocan en presencia de un campo magnético,
y que representan la tendencia a alinearse en favor o en contra del campo externo. La diferencia
de energia entre los dos estados (espin +1/2 y -1/2) en un campo magnético es proporcional a
la intensidad de dicho campo y a una constante caracteristica del nicleo.

El procedimiento seguido para obtener el espectro consiste en colocar una disolucién de la
muestra entre los polos de un potente iman e ir variando la intensidad del campo magnético

(manteniendo constante la frecuencia de la radiacion); de esta forma, cierto valor de la
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intensidad del campo, permite, la inversién del valor del espin de un nicleo (mediante la
absorcién de energi'a); Estas absorciones de energia quedan reflejadas como una sefial en el
espectro.

La situacién real no es tan simple como la descrita anteriormente, los nicleos de un mismo
atomo no absorben a igual intensidad puesto que se encuentran influenciados por la posicién del
resto de los dtomos de la molécula.

Los espectros de resonancia magnética nuclear fueron realizados disolviendo previamente

las muestras sélidas en cloroformo deuterado.
IL5.1. ANALISIS MEDIANTE ESPECTROSCOPIA 'HRMN

A partir de un espectro de '"HRMN se puede obtener la siguiente informacién:
a) El nimero de sefiales indica los diferentes tipos de protones que posee una
molécula.
b) La intensidad de cada sefial es proporcional al nimero de protones de ese tipo.
¢) El desdoblamiento de una seifial en varios picos indica el entorno de un protén con
respecto a los protones cercanos
Nuestro interés en la resonancia magnética nuclear de protones se centra en su utilidad para
determinar la composicién de un copolimero, mediante el recuento del tipo de protones del
copolimero y el tipo de protones que poseen los dos mondémeros. Como ejemplo de los

resultados obtenidos se presenta el espectro del litex DBG-0 en la Figura 3.17.
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Fig. 3.17 Espectro de HRMN del ldtex DBG-0.

Las sefiales que aparecen en el espectro entre 6.5 y 7.5 ppm (desplazamiento quimico) son
las debidas a los protones del anillo aromdtico, agrupadas én 2 picos en proporcién 2/3, 'y
representan a los 2 protones en posicién orro (6.6 ppm) y a los 3 en meta'y para (7.1 ppm). La
sefiales que aparecen a menor desplazamiento quimico son debidas al protén bencilico (=2 ppm)
y a los 2 vinilicos (=1.5 ppm).

En los latex copolimeros las proporciones entre estos tipos de protones varian, en funcién
de su composicion, permitiendo el célculo de ésta a partir de aquella. En la figura 3.18
mostramos el espectro correspondiente al litex AD-1. La banda que aparece sobre 9 ppm se
asigna al proton correspondiente al grupo aldehido. Las sefiales sobre 1 ppm corresponden a los

otros tres protones de la acroleina.
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Fig 3.18 Espectro de HNMR del ldtex AD-1

Los resultados obtenidos de la composicion en % en peso de los copolimeros se muestran

en la Tabla 3.4.

Latex % Estireno % Acroleina
AD-1 85.4 14.6
AD-2 83.6 16.4

Tabla 3.4 Composicion en peso de los ldtex AD-1 y AD-2 obtenida

mediante resonancia magnética nuclear
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IIL.5..2 ANALISIS MEDIANTE ESPECTROSCOPIA "*CRMN

Como se menciond anteriormente al igual que el protén uno de los isétopos del carbono,
el °C da origen a espectros de RMN. Debido a la poca presencia de este isétopo en la
naturaleza (sobre 1%) los espectros aparecen muy simples con relacion a los obtenidos por
HRMN, ya que la cercania de dos dtomos de este tipo en una misma molécula es poco frecuente
y rara vez aparecen acoplamientos C-C, y por lo tanto desdoblamientos de las sefales.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear de carbono es una técnica que permite
determinar microestructuras y distribuciones de comonémeros en un polimero (25). En este
trabajo se ha utilizado como un método de andlisis, exclusivamente, para detectar la presencia
de distintos grupos funcionales.

En el siguiente esquema se expresan los valores de desplazamientos quimicos (en partes por

millén) de distintos tipos de carbonos para un latex de poliestireno.
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Fig. 3.19 Espectro de carbono-13 para un ldtex de poliestireno.
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Las Figuras 3.20 representa el espectro correspondiente al litex AD-1 (el espectro del AD-2
es muy similar). En ellos aparecen las bandas correspondientes al poliestireno y cabe destacar
la sefial sobre 204 ppm en ambos espectros que nos confirma una vez mds la existencia de

grupos aldehido ya que se encuentra en la zona caracteristica de estos.

T

#5.3
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g
2.0
it

28¢ 152 Ba tag 122 .ee 58 [ g

Fig.3.20 Espectro CNMR del ldtex AD-1
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Finalmente, mostramos una Tabla que resume las caracteristicas mas relevantes de los latex

obtenidos.
Latex Grupos Didmetro (o
Superficiales (nm) (uC/cm?)

DBG-0 Sulfatos 352 £ 10 104 £0.3
Carboxilos

DBG-1 Sulfonatos 161 =12 6.0 0.3

DBG-2 Sulfonatos 287 £ 12 1.3 +0.1

DJL-5 Carboxilos 276 = 12 16.3 0.7

DJL-6 Carboxilos 281 =13 19.2 £ 0.8

AD-1 Sulfatos 324 = 16 29+0.2
Aldehidos

AD-2 361 + 21 3.0+0.2

Tabla 3.5 Caracteristicas generales de los ldtex

Segin los resultados de la Tabla 3.5 podemos concluir:

- Para los litex DBG-1 y DBG-2 las diferencias obtenidas tanto en tamafio como en densidad

superficial de carga son logicas puesto que en la sintesis del primero se anadi6 mucha mads

cantidad de NaSS, aai como una mayor concentracion de iniciadores.

- En la sintesis del DJL-6 se empleé mds concentracion de iniciador y un medio con mayor

fuerza idnica que en el caso del DJL-5, lo cual se refleja en una densidad superficial de carga

mayor y un ligero incremento en el tamafio para el DJL-6.

- Los latex AD-1 y AD-2 poseen practicamente la misma densidad superficial de grupos

sulfato y aldehido; la diferencia observada en el tamaio se debe, por tanto, a la utilizacién de

metanol en la sintesis del AD-2
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IV.1 LA DOBLE CAPA ELECTRICA

IV.1.1 INTRODUCCION

Cuando dos fases diferentes se ponen en contacto, la region interfacial generalmente adquiere
una carga eléctrica. Si una de las fases es una particula coloidal cargada y la otra una disolucién
de electrolito, los iones de signo contrario a la carga de la particula (contraiones) tenderdn a
orientarse alrededor de esta, de forma que se contrarrestre el exceso de carga y pueda
mantenerse la electroneutralidad de la disolucién. La distribucién de los iones de la disolucién
estd gobernada por un balance de fuerzas térmicas y eléctricas. A la disposicion de la carga
eléctrica en la particula y el balance de cargas en la disolucién se le denomina doble capa
eléctrica (d.c.e.) en la interfase. Una caracteristica importante de estos sistemas es que presentan
ciertas propiedades bajo la influencia de una campo eléctrico,de manera que puede darse un
movimiento relativo de parte de la d.c.e. Estos procesos se conocen como fenomenos
electrocinéricos y se clasifican en cuatro tipos principales:

1. Electro-osmosis, es el movimiento de un liquido con respecto a una superficie cargada
estacionaria bajo la influencia de un campo eléctrico.

2. Electroforesis, es el movimiento de una superficie cargada (generalmente macromoléculas
o particulas coloidales) con respecto a un liquido estacionario cuando aplicamos un campo
eléctrico.

3. Potencial de flujo, es el campo eléctrico generado cuando se hace pasar un liquido a través
de una superficie estacionaria cargada.

4. Potencial de sedimentacion, es el campo eléctrico que se produce cuando particulas
cargadas se mueven en relacién a un liquido estacionario.

Los cuatro fendmenos se ilustran en el siguiente esquema:
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Todos los fenémenos electrocinéticos implican el movimiento tangencial de una fase con
respecto a la otra, lo que da lugar a la aparicién de un plano de cizalladura o deslizamiento entre
la parte del liquido fuertemente adherido a la particula y el resto del liquido mévil. El potencial
en este plano se denomina potencial-{ y es uno de los pardmetros mds caracteristicos de la
doble capa eléctrica. La obtencién del potencial-{ a partir de medidas experimentales ha dado
lugar a numerosas teorfas y la interpretacion de este pardmetro sigue siendo en la actualidad una

de las mayores controversias dentro de la fisica coloidal (1).
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IV.1.2 DOBLE CAPA ELECTRICA ALREDEDOR DE UNA PARTICULA COLOIDAL

Modelo de Helmholtz

El modelo mads simple de d.c.e. se atribuye a Helmholtz (2), quien considera a aquella como
un condensador plano paralelo, cuya capa interna estd formada por las cargas del sélido y la
capa externa por las localizadas en el liquido. Segin este planteamiento el potencial debe
disminuir linealmente con la distancia a la superficie, ser proporcional a la densidad superficial
de carga e independiente de la concentracién iénica de la disolucién, hecho que estd en

contradiccion con los resultados experimentales.
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Fig. 4.1 Modelo de d.c.e. de Helmholtz
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Modelo de Gouy-Chapman

Gouy (3) y Chapman (4) independientemente desarrollaron un modelo, hoy conocido como
doble capa difusa, en el que establecen la distribucién de iones (coiones y contraiones) no sélo
considerando la interaccién electrostitica sino también la agitacion térmica.

A diferencia de los iones determinantes del potencial, cuya caracteristica principal es su
fuerte interaccion especifica con la superficie, los contraiones, incluso cerca de la superficie,
interaccionan en general sélo electrostidticamente. Es mds, como estdn solvatados, incluso en las
posiciones mds cercanas de la superficie se mantienen a bastante distancia de ella, de manera
que su energia de interaccién electrostatica con la superficie no puede exceder apreciablemente
a la energia de agitacion térmica kT. Si la energia de los iones en el campo de atraccién de la
carga superficial es del orden de kT, la agitacién térmica provocard que esta capa sea difusa.
Estas consideraciones indican que el primer modelo de d.c.e. de Helmholtz no es vilido.

La intensidad del campo eléctrico en la doble capa disminuye cuando aumenta la distancia
desde la superficie, ya que la carga superficial estd apantallada por la carga de los contraiones
localizada entre el punto dado y la superficie. La desaparicién del campo eléctrico en el limite
mads exterior de la doble capa ocurre como resultado de la electroneutralidad en ésta, ya que la
capa difusa apantalla a la carga superficial.

Puesto que la intensidad de campo eléctrico que determina la atraccion de los iones de signo
opuesto a la superficie, (contraiones) disminuye conforme la distancia desde la superficie
aumenta, hay una disminucidn similar en la concentracién de contraiones desde el valor méaximo,
que se dara en la superficie, hasta llegar al valor normal que tuviera la disolucién. En el limite
mas exterior de la doble capa, por tanto, no habria exceso de concentracién de contraiones en
comparacién con el seno del electrolito. Los iones que tienen carga del mismo signo que los de
la superficie, denominados coiones y que obviamente son repelidos por ella, se encuentran en
una concentracion mds baja dentro de la doble capa que en el seno del electrolito, puesto que
la fuerza con la que éstos son repelidos disminuye conforme la distancia desde la superficie

aumenta.



CAPITULO IV 69

(a)

Fig. 4.2 Distribucion de iones cerca de la superficie cargada:(a) Potencial superficial

elevado; (b) Potencial superficial bajo. (1) Contraiones; (2) Coiones

Las Figuras 4.2a y 4.2b describen estas distribuciones espaciales para el caso de una particula
con un potencial superficial elevado y otra con un potencial s-uperﬁcial bajo, respectivamente.

El modelo se aplica a una superficie plana con la carga uniformemente repartida y sumergida
en el interior de una disolucién de electrolito. La superficie tiene un potencial electrostdtico ,.
Los iones se consideran como cargas puntuales inmersos en un medio continuo.

Sea n, el nimero de iones de la especie i por cm® en una posicion a distancia x, perpendicular
a la superficie de la particula donde existe un potencial v, y n, el nimero de iones de la especie
i en una posicion suficientemente alejada de la superficie como para que el potencial se anule.

En el equilibrio, el potencial electroquimico p, de los iones debe ser constante en cualquier
sitio, lo que implica que el grad p, = 0, luego la variacién del potencial quimico del ion i, Ay,

= kTIn n/n,, debe ser compensada por la energia de interaccién eléctrica, zewy, asi pues:

s
-z,ey = lennfo [4.1]
1




70 CARACTERIZACION ELECTROCINETICA Y ESTABILIDAD...

(el signo menos se introduce para tener en cuenta el signo de los iones)

z,e¥ z,e¥

b o I 4 3 B - R - s
10 2 - _ Zie¥ i -¢ M o p=npn,e © [4.2]
n;, kT n;,

que corresponde a la distribucién de Boltzmann.

La diferencia entre las Figuras 4.2 "a" y "b" es debida a que en el segundo caso se utilizan
los dos primeros términos del desarrollo en serie de la exponencial de la ecuacién [4.2].

La densidad de carga en cualquier punto serd la suma de las densidades de carga de cada
especie idnica:

_ zsey(x)

p(x) =Y n;z;e = E z;ene [4.3]

La ecuacién de Poisson se escribe para este sistema, utilizando coordenadas cartesianas y en

la que y sea funcién sélo de la coordenada x, Yy = y(x), como:

dé i ix)
dx? gE, [4.4]

con lo que obtenemos la denominada ecuacion de Poisson-Boltzmann:

z;ey (x)

2 o b Aniy
X
deglx) o e n,,z,e KT [4.5]
dX2 €€, 5
Esta es una ecuacion diferencial no lineal y, aunque no se puede resolver analiticamente, lo
vamos a hacer para el caso de potenciales bajos y, < kT/ze. Como trabajamos a 25° C, la
aproximacion serd valida si y < 25.7/z mV; a:f pues, si €* = 1 - x, la ecuacién anterior se

convierte en:

L & - Njip2; (l"’ Zie‘p) [4.6]
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y, como la disolucién es eléctricamente neutra, ¥ n,z, = 0, resulta que:
1

2 2
siendo
e? 2 s
K = (W gniozi ) [4.8]

La solucién de la ecuacion [4.7] es
[4.9]

¥ (x) = g™

admitiendo que dy/dx = y = 0 en el seno de la disolucién (x = o). El signo (-) en [4.9] implica
que cuando y es positivo, el potencial disminuye hasta valor cero en el seno de la disolucién.

A la distancia

i gE kT - Y3
BT — [4.10]

2 2
e Eniazi
b &

a la cual el potencial cae una fraccion 1/e, recibe el nombre de espesor o longitud de la d.c.e.
Por lo tanto un aumento en la concentraciéon de electrolito implica una disminucién de esta
longitud, lo que supone una compresion de la doble capa.

La ecuacion [4.5] para el caso de una superficie esférica la podemos escribir como:

z;ey

1 . d(20¥\_ __€e z.e kT 4.11
I* dr(r dr) EE, 23 Bafie G

1

Esta ecuacion igual que antes se puede resolver haciendo uso de la aproximacion de Debye-

Hiickel para bajos potenciales, transformédndose en:
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i_i 2_@1{ = 2
P dr(r dr) =E [4.12]

Teniendo en cuenta las condiciones limites y siendo a el radio de la particula la solucién es:

e—x(r-a)
P &

v (r) = ya [4.13]

Vamos a determinar ahora la relacion que existe enwre la carga supeificial y el polencial. La

carga por unidad de drea en la superficie la podemos escribir como:

i fompdx [4.14]

puesto que la condicién de electroneutralidad exige que la carga en la superficie debe ser igual

y de signo opuesto a la carga que existe en la capa difusa.

[4.15]
e LV gy - - (_dﬂz)
g, efo T o -
Para electrolitos no simétricos la solucidn es:
2,6¥p 4.16
Oy = .| 288,KT ¥ ng [exp (———k—)-l [4.16]
i 1
y para simétricos:
_4n,ze zey,
9 ==y —sink () [4.17]
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Modelo de Stem

Mientras que con la teoria de Gouy-Chapman la estructura de la doble capa se determina
solamente por la interaccion eléctrica de unos iones con otros y con la carga de la superficie,
y se tiene en cuenta una Unica caracteristica de los iones, su valencia, Stern (5) en 1924
considerd6 el importante papel que desempeiian dentro de la d.c.e., la adsorcién especifica y las
dimensiones de los iones.

La adsorcidn especifica se define generalmente como la adsorcién que tiene lugar a potencial
electrostético cero. El radio de accién de las fuerzas que dan lugar a la adsorcién especifica, al
contrario que las fuerzas electrostéticas, de acuerdo con la suposicién de Stern, es tan pequefio,
que estas fuerzas se deben considerar sélo para distancias desde la pared del orden de
dimensiones i6nicas. En consecuencia, se consideran los efectos de las fuerzas de adsorcién y
las dimensiones finitas de los iones que estuvieran a la distancia minima de la pared.

Stern divide la d.c.e. en dos partes, las denominadas regiones externa e interna. En la region
externa las fuerzas de adsorcién y las dimensiones de los iones son despreciables, esta serfa la
parte difusa de la doble capa y por lo tanto se puede aplicar la teorfa de Gouy-Chapman.

En la region interna, a su vez, se pueden distinguir dc')s-planos. Un primer plano a una
distancia x, (Figura 4.3) que pasa por los centros de los iones especificamente adsorbidos,
llamado plano interior de Helmholtz (IHP) y otro plano a una distancia Xx,, a partir de la cual
comienza la parte difusa de la d.c.e., denominado plano exterior de Helholtz (OHP). La capa
entre la superficie y el OHP se denomina capa de Stern.

Entre x=0 y x=x, el potencial disminuye linealmente con la distancia como en el modelo de

Helmholtz.
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Fig. 4.3 Doble capa eléctrica segin el modelo de Stern en la que se observa el

"plano interior de Helmholtz " (IHP) y "plano exterior de Helmholtz" (OHP).

Vamos a poder distinguir, por tanto, varios potenciales segtin los planos considerados como
podemos observar en la Figura 4.4. El potencial sobre la superficie de la particula y; el
potencial situado sobre el IHP denominado potencial de Stern, y; el potencial sobre el OHP
llamado potencial difuso y,; y por ultimo el potencial situado en el plano de deslizamiento o
potencial .

En general el plano de deslizamiento se puede considerar incluido en la capa difusa, aunque

algunos autores lo toman en el limite de la capa de Stern, con lo que {=y,
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Fig. 4.4 Doble capa eléctrica alrededor de una particula coloidal.

IV.1.3 RELACION ENTRE MOVILIDAD ELECTROFORETICA Y EL POTENCIAL {

Teoria de Helmholtz- Smoluhowski

La primera interpretacion tedrica que se encuentra en la literatura referente a la movilidad
electroforética y a su conversion en datos de potencial { se debe a Helmholtz (2) en 1.879.
Helmholtz, en su intento de justificar teéricamente el fendmeno de la electroforesis, basé su

interpretacion en las siguientes hipotesis:
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"non

1) Las dimensiones de la particula son tales que el radio de curvatura, "a", en cualquier punto
de la superficie es mucho mayor que la extensién de la doble capa eléctrica d.c.e. (x'). Por
tanto, ka>>1. Recordemos que segin este modelo la d.c.e. se puede considerar como un
condensador planc de caras paralelas.

2) La particula coloidal se considera como no conductora y el liquido que lo rodea como
conductor.

3) La particula es indeformable y puede tener cualquier geometria. La capa de moléculas de
liquido adheridas a la superficie s6lida permanece estacionaria durante el movimiento,
mientras que las capas siguientes son méviles. El flujo de liquido en la doble capa es laminar
y se puede describir mediante las ecuaciones de la hidrodindmica.

4) La superficie de la particula tiene un potencial { con respecto al liquido que se encuentra
lejos de ella. Si admitimos que existe una capa molecular adherida a la superficie, {
representa la diferencia de potencial entre esta capa y el liquido mévil.

5) El campo eléctrico externo estd superpuesto al de la d.c.e. Esto significa que dicho campo
no deforma la d.c.e., ni perturba su estructura de equilibrio.

6) La constante dieléctrica € y la viscosidad 7 tienen el mismo valor tanto en la d.c.e. como

en el seno de la disolucién adyacente.

A partir de estas consideraciones tedricas, sin embargo, no se obtuvo una interpretacion
cuantitativa satisfactoria del fendmeno hasta que Smoluchowski (6) en 1.903, propuso la
siguiente ecuacién para la movilidad electroforética de una particula cargada sometida a un

campo eléctrico:
[4.18]

pd €
e
v n
donde v, representa la velocidad de la particula coloidal y E la intensidad de campo resultante.

Posteriormente Debye y Hiickel propusieron la introduccién de un factor correctivo que

tuviera en cuenta la forma geométrica de la particula. Asi, para el caso de una particula esférica,
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este factor tendria un valor de 2/3.

Teoria de Henry

Henry (7) demostré que la discrepancia entre las ecuaciones de Smoluchowski y Hiickel se
debe a la diferente forma de tratar el campo eléctrico en las proximidades de la particula. Hiickel
no considerd la deformacién del campo externo aplicado por la presencia de la particula (Figura
4.5 a) y Smoluchowski admitié que el campo es uniforme y paralelo a la superficie (Figura 4.5

b).

Fig. 4.5 Lineas de campo eléctrico que rodean a una particula coloidal

segun el tratamiento de Hiickel (a) y el de Smoluchowski (b)

A partir de la Figura 4.5 a) y b), es claro que xa<<l en el caso de Hiickel y xka>>1 en el
de Smoluchowski.

Los cdlculos de Henry se refieren a particulas esféricas o cilindricas, con sus ejes paralelos
o perpendiculares a la direccién del campo eléctrico. Considera la validez de la ecuacion de
Navier-Stokes y supone que la viscosidad es constante, el liquido es incompresible y que el
plano en el que el potencial vale { no se mueve respecto a la particula. El campo eléctrico

resultante sobre la particula es la suma del campo externo mds el debido al de la d.c.e.
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Para una particula no conductora esférica de radio a se obtiene:

p'e i % %{ fl(Ka)

para xa<l

£ 2o TSt o)t et L)) on Tt
para xa>1

L09 sl e

[4.19]

[4.20]

[4.21}

En la siguiente Tabla 4.1 (8) se muestran los valores de la funcién f)(xa), y en la Figura 4.6

se puede ver la forma que adopta esta funcién representada frente al log(xa). En esta Figura se

observa como en los casos extremos esta funcién tiende a los valores 3/2 y 1.

Ka f,(xa) Ka f, (xa)
0 1.0 5 1.160
1 1.027 10 1:239
2 1.066 25 1.370
3 1.101 100 1.46

4 1.133 |- 1:5

Tabla 4.1 Valores de f,(Ka) en funcion de Xa.
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Fig. 4.6 Funcion de Henry [f,(Ka)].
En este mismo trabajo, Henry tuvo también en cuenta el efecto de que la particula fuera o

no conductora, obteniendo que:

ok

-2 & /
Be = 3 = F(xa, x’) [4.22]

siendo

F(xa,x/) = 1+21 [f,(xa) - 1]
[4.23]

>
I
N |-
+ |1
x\ x\
> >
o o

x/ = 2B [4.24]

con A, = conductividad de la particula (Q' m*) y A, = conductividad del medio (' m*'). Para
esferas no conductoras, x' =0 y F(xa,x') = f,(xa).

Posteriormente, en 1948, consideré que el efecto de la conductividad superficial A, se podia
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introducir modificando la conductividad A, en la forma:

[4.25]
8 P e ST (- R

o>J| >

Estos célculos son vélidos para bajos potenciales ({<25 mV).
Teoria de la doble capa polarizada

La ecuacién de Henry se basa en que el campo eléctrico externo se superpone con el campo
local de la d.c.e., dado éste por la forma linealizada de la ecuacién de Poisson-Boltzmann. Por
este motivo los resultados son vélidos para potenciales pequefios sélamente, y tampoco se
considera la distorsion de la doble capa inducida por el movimiento de la particula.

Como la particula y parte difusa de la doble capa tienen signo contrario, al aplicar un campo
eléctrico externo se van a mover en sentidos opuestos, con lo que la simetria original de la doble
capa va a verse distorsionada. En el estado estacionario que se alcanza, el centro de la atmdsfera
ionica difusa queda detrds del de la particula, originando una fuerza eléctrica sobre ésta que se
opone a la producida por el campo externo. A este fenémeno es al que se conoce con el nombre
de "efecto de relajacion”. Ademds, el campo externo aplicado actia sobre los iones de la capa
difusa mediante una fuerza que se transfiere a las moléculas de disolvente, provocando un flujo
de éste en sentido opuesto al movimiento de las particulas, que quedan asi frenadas; este es el
llamado "retardo electroforético”.

Ambas perturbaciones provocan la perdida de simetria de la d.c.e. y polarizan a ésta.

El término polarizacién implica que la doble capa eléctrica que rodea la particula se ha de
suponer con una estructura diferente de la que tiene cuando estd en equilibrio estitico debido
al movimiento provocado por el fenémeno de la electroforesis. En este caso, la descripcién de

la estructura espacial de la doble capa eléctrica deformada es esencial para poder deducir las
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expresiones propias de la electroforesis, complicdndose bastante como consecuencia de que no
se puede utilizar a priori la distribucién de Boltzmann para obtener las funciones C:(r) y wy(r),
es decir, la distribucién espacial de cationes y aniones alrededor de la particula y la variacién
del potencial eléctrico conforme nos alejamos de la superficie hacia el interior de la disolucién.
Incluso cuando se alcanza el estado estacionario en el proceso de la electroforesis, los flujos
ionicos en la doble capa parece ser que no desaparecen y que por tanto hasta en este supuesto
la posibilidad de utilizar la ecuacion de distribucién de Boltzmann requiere una consideracion
especial (9).

Overbeek (10) y Booth (11) fueron los primeros en incorporar la polarizacién de la doble
capa eléctrica en la teoria electrocinética. Estos autores, sin embargo, consideraron que los
procesos de transferencia y redistribucién de cargas afectaban dnicamente a la parte mévil de
la doble capa, o sea, a la parte difusa, mientras que la zona mds préxima a la superficie, por
debajo del plano de deslizamiento, no era afectada como consecuencia del movimiento de la

particula en el seno de un campo eléctrico.

-
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Fig. 4.7 Ilustracion esquemdtica del efecto de relajacion (AE) debido a la

aplicacion de un campo eléctrico externo (E).



82 CARACTERIZACION ELECTROCINETICA Y ESTABILIDAD...

Verwey y Overbeek (12) desarrollaron una teoria que tuviera en cuenta todos estos
fenémenos eléctricos, e introdujeron algunas consideraciones para tener en cuenta estos
problemas. Como principio fundamental, partieron de la hipé6tesis de que la movilidad
electroforética debe obtenerse a partir de un balance de fuerzas eléctricas y viscosas. Las demds
hipétesis de partida son:

1.- La particula tiene un radio hidrodindmico (a), dentro del cual se comporta como un

cuerpo rigido.

2.-  Lejos de la particula el electrolito tiene velocidad uniforme -pE.

3.- La distribucién de carga superficial tiene simetria radial con densidad G,, sin campo

eléctrico aplicado.

4.-  El potencial electrostdtico y(r) fuera de la particula cumple la ecuacion de Poisson.

VY (r) = -ﬁeﬂp(r) [4.26]

donde
N
p(r) =Y z;en,(r) [4.27]
1=1

siendo n,(r) la densidad numérica de iones tipo "i" a una distancia r.

Las condiciones limite de esta ecuacion son que el campo eléctrico no se perturba lejos de
la particula (Vy(r),_.=-E); y la otra condicién para y, o para su gradiente en la superficie
dependerd del modelo de d.c.e. usado.

5.- La fuerza neta sobre el liquido es nula:

nV?u - Vp = pVy Vu =0 [4.28]

non

La primera es la ecuacion de Stokes para un fluido newtoniano incompresible, siendo "p
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la presion en el electrolito y "u" la velocidad del fluido.
Las condiciones limite serdn:

u=0 en r=a

u=-pE en r=ee
Las fuerzas que actian sobre una particula esférica con una determinada densidad de carga
superficial, colocada dentro de una disolucién y a la que se aplica un campo eléctrico, son:
1) La fuerza eléctrica:
f,=qE
siendo "q" la carga total de la esfera,
2) La fuerza viscosa de Stokes:
f=-6tmnav,
Como se ha comentado anteriormente hay que introducir la fuerza de retardo electroforético
(f;) y la debida al efecto de relajacién (f,). En el estado estacionario la particula se mueve con

velocidad uniforme, por lo que la suma de todas las fuerzas ejercidas sobre ella debe ser igual

a cero.

1
e = Guna (E L L)

[4.29]
El cdlculo de estas fuerzas se hace por integracion de las tensiones viscosa y eléctrica en la
superficie de la particula, llegandose a un sistema de ecuaciones diferenciales que no tiene

solucién analitica general.
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I~E]

b)

Fig. 4.8 Movilidad electroforética adimensional segiin la expresion de Overbeek.

a) Electrolitos simétricos; b) Electrolitos asimétricos.

La primera resolucién numérica aceptable de este sistema se debe a Overbeek (13) en 1.950,
usando para su resoluciéon un método de aproximaciones sucesivas en el que v, se va expresando
en un desarrollo en serie de potencias de {. Para potencias superiores a 3 6 4 la complicacién
matematica es tal que aconseja no continuar el desarrollo.

Los célculos realizados ponen de manifiesto la importancia del efecto de relajacién en la
zona xa = | (Figuras 4.8 a) y b) realizadas por Overbeek) sobre todo para electrolitos de
valencia superior a la unidad. En estas grdficas y en las siguientes se representan valores de la
movilidad electroforética adimensional (j1) y =1 potencial zeta adimensional (£), definidos como:

nep
ek T | [4.30]

&=
I
n|w
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r - &8
xT [4.31]

Mis tarde, Wiersema y col. (14) en 1966 obtuvieron una solucién por ordenador para un
mayor intervalo de valores de {. En la Figura 4.9 podemos ver comparados los resultados de

varios autores.
8

I I [ I
0o-01 o1 1-0 10 100 1000
xa

Fig. 4.9 Movilidad electroforética adimensional en funcion de Xa de acuerdo con:

[-Henry (1931); II-Overbeek (1943); IlI-Booth (1950); IV -Wiersema (1966).

Se puede observar que las soluciones aproximadas son buenas, aunque sobreestiman el efecto
de relajacion para valores intermedios de xa. La correccién de la ecuaciéon de Henry para la
relajacion disminuye notablemente cuando el valor de { es pequefio (Figura 4.10), y esta

correccion depende del valor de la movilidad adimensional de los coiones y contraiones:

eR Tzz
nA° o [4.32]

Ed

m, = 2
3

o
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El método de Wiersema no es simple. Se necesitan grificas de las funciones usadas para
interpolar sus valores. Ademds el valor maximo de { que se puede usar estd limitado,

especialmente para z,>1.

9 T | I e i e S o §=6
8 |— -
tes
Zr— -
6 I g
5 g -~
I t=3
4 pE!
3 {=2
w /—:
=1
ot o bt
1 —
A I et e AR T OO NS (o) M) e
0.01 0.02 005 0.1 02 05 it 2 5 10 20 50 100 200 500 1000

Ka

Fig. 4.10 Movilidad electroforética adimensional en funcion de Xa segiin Wiersema.

En la Figura 4.10 se puede ver el comportamiento de la solucion general. Podemos destacar
que u, se aproxima a la ecuacion de Hiickel para valores pequefios de xa (como obtuvo Henry).

En 1978, O'Brien y White (15) obtuvieron la solucién descomponiendo el problema en dos
casos mas simples (suponiendo pequeifios la velocidad y el campo eléctrico E para mantener la
linealidad):

a) Cilculo de la fuerza F, necesaria para mover la particula a una velocidad v sin la

aplicacién de un campo eléctrico
F=av
b) Cilculo de la fuerza F, que deberiamos aplicar para mantener la particula en reposo

en presencia de un campo eléctrico E.
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F.=BE
Los pardmetros o y B son independientes de v y E. Como en el estado estacionario la fuerza

neta ejercida sobre la particula ha de ser nula, podemos establecer que:

av=-BE
de donde la movilidad electroforética sera:
p=-plo

Para comentar los resultados de estos autores hemos representado en la Figura 4.11 la
movilidad electroforética adimensional en funcién del potencial zeta adimensional para distintos

valores de kxa. A la vista de estas graficas podemos destacar varios aspectos:

1.-  En la Figura 4.11a se observa que la movilidad es una funcién mondétona creciente

de £, cuando xa < 2.7.

2.-  Para valores pequefios de { todas las curvas convergen asintéticamente a la forma de
Hiickel (g, = §).

3.- A valores de xa = 2.75 la [i, presenta una zona plana a un valor de = 3.17.

4.-  EnlaFigura 4.11b observamos la presencia de un maximo en la movilidad para todos

los valores de ka > 3. Este mdximo aumenta con ka. Las curvas tienden a la ecuacion
de Smoluchowski al aumentar xa (i, = 3/2 C ).

Los autores, O'Brien y White, razonan la presencia de este maximo debido al hecho de que
la fuerza de retardo electroforético seria proporcional al potencial { al cuadrado, mientras que
la fuerza eléctrica s6lo es proporcional a . Por tanto, cuando el valor de { aumenta el retardo
electroforético también lo hace de forma mads rdpida que la fuerza eléctrica. Cuando ka es
pequefio (£2.75) no aparece el mdximo pues la distorsion de la doble capa decrece con Ka.

Todos los tratamientos anteriores suponen que no existe conduccién iénica dentro del plano
de deslizamiento. Podemos distinguir dos mecanismos diferentes de conduccién eléctrica
asociados a la doble capa cuando ésta se desplaza en el seno de un campo eléctrico: conduccién
superficial provocada por la transferencia de carga tangencial a través de la parte mévil de la

doble capa, que corresponderia con la conduccién normal ya tenida en cuenta por la teoria de
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Overbeek-Booth-Wiersema, y conduccién superficial anémala, relacionada con los movimientos
de carga tangenciales que se producirian entre el plano de deslizamiento y la superficie de la
particula. Han sido Dukhin y col. (9,16) los que han desarrollado una solucién analitica
alternativa para resolver el problema creado por la existencia de este otro fenémeno superficial.
Para ello han utilizado la afirmacién, cuidadosamente justificada por Dukhin y Derjaguin (9),
de que para grandes valores de xa, cuando el efecto de relajacién aparece, los iones de la doble

capa se mantienen en equilibrio local con el fluido adyacente (eléctricamente neutro).

i 4 3
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Fig. 4.11 Movilidad electroforética adimensional en funcién de { adimensional para
diferentes valores de Xa segun la teoria de O'Brien y W hite.

a) Valores de Xa bajos; 0) Valores de Ka altos.
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De esta forma obtienen para la movilidad electroforética la siguiente expresion:

st jsem 28] [ox-fs - B ) amfifoosn ] pa

Ka + 8(1 + -:;—T) senhz(%z-) —(%f%’) ln(coshZTz)

e

z_

n|w

donde el segundo término representa el efecto causado por la polarizacién suponiendo que el

coeficiente de arrastre viscoso m es igual para contra- y coiones (m*=m=m):
[4.34]

Como consecuencia del movimiento de la particula la distribucién de carga en equilibrio se
ve distorsionada, y esto ocasiona un efecto de polarizacién de la doble capa.

En los casos en los que el plano de cizalladura no coincida con la superficie de la particula,
y la capa estacionaria de la doble capa afecte a la transferencia de iones por difusion y

electromigracidn, la ecuacién [4.33] se transforma en

Z‘4 (1+3m) senhz(%)+2g1]+[2 (1+3m) sen.h(%)—BmZ +2g2]4 ln(cosh%)

xa+8 (1+3m) senh2<%) i 24mln[cosh(%)] +4g,

| w

u;%t-

[4.35]

donde

g, = p[cosh(%)— cosk%%)] [4.36]
9, = p[sen.h(%)— sen.h(%)} [4.37]
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siendo p la razén entre los coeficientes de difusién de los contraiones cerca de la pared y en el
seno de la disolucién, y m el coeficiente idnico de arrastre definido en la ecuacién 4.34.

En un principio, ys £ y p se podrian calcular midiendo la p, de particulas esféricas de
diferentes tamarfios, siempre y cuando esos parametros no dependieran de dicho tamafio.

Por otra parte, los efectos de conductancia superficial ejercen una marcada influencia sobre
la electroforesis. En el caso de la teoria debida a Dukhin y Semenikhin se considera sélo un
caso particular de conduccién anémala relacionada con la presencia de una capa idnica limite.
Para valores elevados de { y ys como es el caso de la mayor parte de los coloides poliméricos,

el valor de la movilidad viene dado por:

o = 3 1-"Rel
He EZ(1+2R91) s
A exp(%) +3m exp(%) [4.39]
R = S -
gl Aa xa

donde A es la conductividad especifica de la disolucidn, A es la conductividad superficial y el
término R, cuantifica el efecto de la conductividad superficial anémala, y donde el potencial
de polarizacién de corto alcance se supone que es despreciable. Si este se incluyera, entonces

la expresién para la movilidad electroforética adimensional seria:

oAy L@l In2 R,
Be "3 1%28,, [4.40]

En consecuencia, cuando R_>1, una correcta interpretacion de la electroforesis debe tener en

cuenta no soélo los efectos debidos a los flujos difusivos, sino que también debe considerar el
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cambio en el potencial de polarizacién a través de la capa difusa delgada (1).

Los flujos idnicos tangenciales inducidos cerca de la superficie y causantes de esta
conduccion superficial se deben, segun la teoria de Dukhin, a procesos de migracién idnica
radial y a flujos de difusién y de conveccion de iones desde la parte externa de la doble capa
eléctrica, donde la concentracion de coiones y contraiones difiere notablemente de la que tienen
cerca de la superficie. Contrariamente a los desarrollos mateméticos empleados por Overbeek,
Booth y Wiersema, la principal ventaja del método utilizado por Dukhin y Semenikhin es la
posibilidad de tener en cuenta el efecto producido por la conduccién anémala superficial en la
polarizacién de la doble capa.

Como resumen de la teoria de Dukhin y Semenikhin podemos decir que ésta supone, al igual
que las teorias anteriores, que los iones situados entre la superficie y el plano interior de
Helmholtz (capa de Stern), no contribuyen a la conduccién eléctrica superficial, y que la
ecuacion de Boltzmann se puede utilizar para la distribucién de iones y de potencial en la parte
difusa de la doble capa siempre que se tengan en cuenta los fendmenos de polarizacion de ésta.
La diferencia con las otras teorias estriba én la suposicién de que los iones situados entre el
plano interior de Helmholtz y el plano de deslizamiento se mueven, y esta conduccién
superficial anémala es la que reduce enormemente la movilidad electroforética de una particula
para un determinado valor del potencial &.

El mecanismo de conduccién anémala en la superficie de las particulas, aumenta conforme
lo hace la densidad de carga superficial de acuerdo con la ecuaciéon de Bikerman (17).

Van der Linde y Bijsterbosch (18) han llegado incluso a sefialar que esta conduccion
andmala superficial es inherente a la estructura de la doble capa que rodea las particulas de
litex, y que es especialmente importante cuando la concentracion de electrolito o el radio

electrocinético son pequenos.
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IV.2 CARACTERIZACION ELECTROCINETICA
IV.2.1 DISPOSITIVO EXPERIMENTAL

El fenémeno de la electroforesis fue descrito por Quincke en 1.861, quien lo definié como
el efecto que provoca un campo eléctrico en una suspensién coloidal. Observé que las particulas
se desplazaban hacia uno de los electrodos, y que la velocidad con que lo hacian era
proporcional al campo eléctrico aplicado. Para el caso de una particula esférica que se desplaza
en el seno de un fluido con una velocidad v,, bajo la influencia de un campo eléctrico de

intensidad E, se define la movilidad electroforétiea p, como el coeficiente de proporcionalidad:
2= Ve
Be = % [4.41]

Parte de la movilidad se midié en el dispositivo comercial Zeta-Sizer IIc, de Malvern
Instruments cuyo esquema se encuentra en Ja Figura 4.12. El sistema esta constituido por varias
subunidades o moédulos, la principal es la unidad 6ptica PC 14 (Figura 4.13) esta subunidad
contiene una fuente de luz laser, una célula de observacién cuyo soporte es un sistema de
termostatizacion Joule-Peltier, un mecanismo para el movimiento de la célula en las tres
direcciones del espacio con el objeto de poder alinear ésta con el haz ldser, y un
fotomultiplicador precedido de un sistema Optico de recepcion de la luz dispersada por la
muestra. Todo este complejo sistema se apoya en un soporte antivibracién, el cual estd formado

por una estructura muy pesada que descansa sobre un sistema neumdtico de amortiguamiento.
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Fig. 4.12 Esquema del sistema Zeta-sizer llc.

Fig. 4.13 Unidad espectrofotométrica PC 14.
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La fuente de alimentacién para la unidad espectrofotométrica estd en el generador eléctrico
PC 16, que proporciona energia para la ldmpara laser, el fotomultiplicador y la célula de
electroforesis. Una fuente de energia adicional, montada en una subunidad aparte (PC 7), es la
responsable de la regulacion de la temperatura ejercida por un sistema Joule-Peltier en la base
de la célula de observacion, con el objeto de termostatizar la muestra.

Existen varios tipos de células de medida en funcién de la conductividad del medio:

-PC 4: Es la célula de electroforesis més general, con un tubo para la recepcién de la muestra
de calibre ancho.

-PC 3: Célula de electroforesis especial para altas conductividades (fuerzas i6nicas superiores
a 0.1 M), en la que la muestra es analizada a través de un capilar de calibre muy estrecho.

-PC 26: Célula especial de baja conductividad, empleada para realizar las medidas en las que
se utiliza como medio de dispersioén disolventes no acuosos de baja constante dieléctrica.

-PC 11: Célula especial utilizada exclusivamente para la determinacién de tamafios de

particula, con un recipiente de caras planas para el andlisis de la muestra.
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PRECISION WIRAOR MOUNT /—-
WA ) witw wosugatin 07 I Icuv. rowen oRwvE
oevice /
SCATTERED LIGNT IMAGED BY
PHOTO MULTIPLIER DETECTOR

saurLe
~
I\IIAH CROSSOVER I
MEASUREMENT CELL PULSES DELINEATING

PARTICLES >.,.
I PHOTON DETECTIONS SENT

TO S1ONAL PROCESSOR
I FOR FREQUENCY ANALYSIS
il

ZETASIZER PC602
PRINCIPLE OPERATING SCHEMATIC

LASES FCCUS 4
Plav SPLITTER

3
%,

orTiCH

PagcIsion
MIRAOR MOUNT

SAMPLE MJIECTION
rRou SYRINGE

Fig. 4.14 Sistema optico de iluminacion de la muestra.
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En la Figura 4.14 se puede ver un esquema del sistema de iluminacién ldser que atraviesa
la muestra. La luz procedente de una ldmpara de He-Ne (con una potencia de S mW y una
longitud de onda de 633 nm), se divide en dos haces mediante un separador de luz, y a través
de una reflexién en espejo se hacen converger en un punto que se sitia en el interior de la
camara de electroforesis. Este punto de cruce, a nivel microscopico, representa una zona de 50
micras aproximadamente de tamafio nominal, definiendo asi un volumen de prueba a partir del
cual se extraerdn los datos para el andlisis.

La luz que se dispersa en este volumen de prueba, como consecuencia del paso de particulas
a través de él, es recogida por el sistema Optico de recepcién de luz, y proyectada en el
fotocdtodo del fotomultiplicador. La luz detectada es procesada entonces por el correlador digital
como pulsos correspondientes a fotones individuales, con una periodicidad aproximada de 50
ns. El correlador puede calcular directamente la funcién de autocorrelacion a partir de los datos
de luz dispersada, y esta funcién es analizada en el ordenador para interpretar la distribucion de
velocidades de las particulas.

Si recordamos la expresion de la funcién de autocorrelacion:

iKR(t)

i fGS(R,r) e dR
()= N [4.42]

donde ahora debemos afadir un término que tenga en cuenta el movimiento de las particulas
debido a la presencia de un campo eléctrico, de tal forma, que la funcién de autocorrelacion
espacio-temporal de van Hove quedara:

(xzv;,t)2+y2+zz)

G,(R, T) = ct:e'e< i [4.43]

El signo en la velocidad de las particulas dependerd de su carga. La funcién de

autocorrelaciéon para este caso es, por lo tanto:
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¥ (1) =, o(PE g AN [4.44]

El espectro de la luz dispersada, lo obtenemos mediante la transformada de Fourier de la

funcién de autocorrelacién (12) y resulta:

I(w) = DK/ [4.45]

2
(w— W, iK'Vd) + (DK?)?

Este espectro, es similar a una distribucién lorentziana con una semianchura de DK?, pero
cuya frecuencia central se ha desplazado una cantidad K-v,. Claramente, la medida de este
desplazamiento suministra un valor de vy y, por lo tanto de la movilidad electroforética ..

Con objeto de determinar tanto la -direccién como la magnitud del movimiento de las
particulas (especialmente cuando la movilidad electroforética esta préxima a cero), a uno de los
haces se le aplica una modulacién. Esta consiste en un desplazamiento del rayo luminoso, lo que
provoca que las bandas de interferencia se muevan en direccién paralela a la del campo
cléctrico. De esta forma, una particula que se encuentre en reposo dard lugar a una funcién de
correlacion cuyo término de frecuencia serd igual al de la frecuencia de modulacién, mientras
que una particula que se desplace en el mismo sentido que el espectro de bandas de interferencia
producira un término de frecuencia en la funcién de autocorrelacién menor que el propio de la
modulacion. Por el contrario, una particula moviéndose en sentido contrario producird un

término de frecuencia mayor que el correspondiente a la modulacién. Mediante esta modulacion,

el espectro de velocidades observado en una muestra puede ser interpretado sin ambigiiedades.

En el Zeta-sizer Ilc, el campo eléctrico aplicado en los electrodos se invierte periédicamente
con una frecuencia aproximada de 1 Hz, evitando de esta manera los posibles efectos de

polarizacién de los electrodos que pudieran producirse. Puesto que al cambiar el sentido de
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aplicacién del campo eléctrico cambia también el sentido del movimiento de las particulas, la
fase del modulador es invertida simultdneamente, de modo que la funcién de correlacién que
se obtiene pueda ser integrada tanto tiempo como sea necesario hasta producir un espectro de
frecuencias estable.

El principal fendmeno perturbador a tener en cuenta en las medidas de movilidad
electroforética es la electro-6smosis. Esta se produce como consecuencia del movimiento de los
iones presentes en la disolucién al aplicar un campo eléctrico. De esta forma se origina un flujo
de electrolito en las proximidades de la pared de la célula. Al estar ésta cerrada, entre los
extremos se produce una diferencia de presién que provoca un contra-flujo de electrolito a través
del centro de la célula, contrarrestindose asi el flujo anterior. Como resultado de estos dos
movimientos en sentido opuesto, en el interior de la célula se establece un flujo total electro-

osmotico cuyo perfil puede verse en la Figura 4.15.

T-@mmmn

=——- Wall of cell

Counter tlow due to end pressure of
j l closed caplllary
i

Profile of Flow
of electrolyte in cell

Flow near cell wall to surtace charge

Stationary level where flows cancel

st —{ : ) Positive g.lggrggg

Fig. 4.15 Perfil del flujo electroosmotico.
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El lugar idéneo para medir es, evidentemente, el anillo circular en el que ambos flujos se
cancelan. A esta zona se la denomina nivel estacionario, y se puede calcular por simples
consideraciones geométricas. La base de este cdlculo reside en que la superficie circular
correspondiente al flujo en un sentido tiene que ser igual a la superficie anular del flujo en

sentido opuesto, o sea:

2
nta?=nR%-ta? = @wR2=27na? = a-= S e
2 o

Si partimos de la pared de la célula, el nivel estacionario se encontrard a una distancia:

[4.46]

deRra =REtis =R(1——-—-1—)=0.293 R

1.414 1.414 [4.47]

Es en este nivel, l6gicamente, es donde se situard el punto de cruce de ambos rayos ldser
para la determinacion de las correspondientes movilidades electroforéticas.

El Zeta-sizer IIc dispone de la posibilidad de calcular directamente este nivel estacionario,
sin mas que introducir las lecturas cofregpondientes a los extremos laterales de la célula,
obtenidas mediante un medidor de distancias incorporado al dispositivo. En el plano de medida,
el nivel estacionario podra encontrarse en dos posiciones diferentes, segin nos situemos cerca
de una u otra pared de la célula. Conocida dicha posicién, la célula se desplazard hasta que el
punto de cruce de los haces de luz se sitie en el mencionado nivel.

La otra parte de las medidas de movilidad que se presentan en esta memcria se llevaron a
cabo en el dispositivo comercial ZetaSizer 4 también de Malvern Instruments. Este dispositivo
se pudo emplar a partir de su adquisicién, gracias a un contrato de colaboracién entr Optilds
Ibérica (reprewsentante espafiol de Malvern Instruments) y nuestro grupo de investigacion. El
fundamento fisico de ambos dispositivos es el mismo y las diferencias fundamentales son:

- El ZetaSizer 4 puede estimar tamaiios de particulas cuyos didmetros estdn comprendidos
en un intervalo de 5 a 5000 nm, mediante el método de espectroscopia de correlacion fotdnica
(PCS). El dispositivo permite medir a distintos dngulos y ademds en paralelo lo cual le confiere

una gran flexibilidad para medidas sobre un amplio intervalo de tamafos de particula.
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- La temperatura se controla por un aparato "Joule-Peltier" y un sensor de temperatura en la
célula. El primero es una "bomba de calor " de estado sélido que puede calentar o enfriar el
material en contacto con €él: el calor sobrante se vierte dentro de la base de la plataforma y
puede ser circulado haciéndole pasar un liquido caliente o frio que mejora la regulacion de
temperatura y extiende el intervalo accesible de la misma. El sensor de temperatura es
independiente y se coloca en el interior de la célula de forma que la medida de la temperatura
de la muestra es més fiable.

- La célula utilizada para electroforesis es la estindar ZET5114, que también puede usarse
para medir tamafios de particulas a dngulos préximos a 90°. Esta célula tiene un capilar de
cuarzo de 4mm de didmetro. Los electrodos son de platino y estdn en compartimientos separados
montados coaxialmente con respecto al capilar de medida y en contacto con la muestra. El nivel
estacionario lo calcula de forma automadtica y este se sitia exactamente a un 14.62% del radio
de la célula con respecto a la pared de la misma.

- El dispositivo permite también medir el pH de las muestras.

IV.2.2 MOVILIDAD ELECTROFORETICA

La caracterizacion electrocinética de los ldtex empleados en este trabajo se ha llevado a cabo
midiendo la movilidad electroforética de las particulas en diferentes medios. Con objeto de hacer
un andlisis amplio del comportamiento electroforético de cada uno de ellos se midié primero
frente al pH y la fuerza i6nica (KBr) y después se estudié el efecto de distintos iones y
contraiones (NaCl, CaCl,, LaCl,, Na,SO, y MgSO,).

Antes de realizar las series de medidas hay que comprobar que éstas son reproducibles. Para
ello hay que colocar la muestra en una concentraciéon y un tiempo de espera adecuados. Los
resultados (19,20) indican que es necesario utilizar concentraciones de 5 10 mgr/ml (masa de
polimero respecto del volumen de disolucién) y esperar 20 minutos antes de realizar la medida.
También hay que verificar que el dispositivo esté midiendo en las mismas condiciones, para ello

se calibra con un litex estindar de movilidad conocida.
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Efecto del pH

El primer efecto que se ha estudiado es la influencia de la movilidad sobre el pH. De esta
forma pretendemos confirmar la presencia en la superficie de las particulas de grupos dcidos
fuertes y débiles, cuya obtencién se describe en el capitulo III.

La variacion del pH provocard un cambio en el estado iénico de la superficie del litex, su
comportamiento electrocinético serd, por lo tanto, dependiente de la naturaleza quimica de los
grupos que posea, fundamentalmente de sus constantes de acidez y basicidad, es decir, de su
tendencia a captar o ceder protones. El pH se ajusté mediante el uso de tampones cuya
preparacién queda reflejada en la Tabla 4.2; todos se ajustaron a la fuerza ionica 2 mM. La
influencia de estos tampones ha sido ampliamente estudiada (20,21) y las especies idnicas que
los constituyen se pueden considerar electrolitos indifirentes con lo que no afectan a la tendencia

de la movilidad. En la Figura 4.16 mostramos la tendencia de p, frente al pH para cada uno de

los latex.
Tampones aniénicos

pH Tampdn Concentracion (mM)
4 Acetato | 13.5

5 Acetato 3:15

6 Fosfato 1.79

7 Fosfato =13

8 Borato 15.0

9 Borato 5.14

10 Borato 2.20

Tabla 4.2 Tampones para latex anionicos.
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Fig. 4.16 Movilidad frente al pH

Podemos observar que los litex que -poseen grupos dcidos fuertes (DBG-1, DBG-2, AD-1)
o acido fuerte y débil (DBG-O) presentan una constancia de movilidad en todo el intervalo o
decae ligeramente a pH mads é4cidos. Sin embargo, para los latex carboxilos (DJL-5 , DJL-6) la
movilidad decae a pH 6, resultado 16gico ya que son dcidos débiles y por tanto los grupos se

protonardn a pH mayores.

Efecto de la fuerza idnica

Para estudiar el efecto de la fuerza iénica sobre la movilidad se eligié el KBr por ser un
electrolito indiferente y cominmente utilizado. En la Figuras 4.17-4.19 aparecen las curvas
obtenidas para cada litex. En todas ellas podemos apreciar el mdximo, en valor absoluto, de
movilidad electroforética que aparece a una determinada concentracion. Este comportamiento
contradice el modelo de doble capa clasico, el cual predice un continuo decrecimiento en el

potencial electrocinético y, consiguientemente, la movilidad también deberia disminuir, al

incrementarse la concentracion de electrolito en el medio (36).
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Para explicar este fenomeno (de forma cualitativa) se han desarrollado varias teorias. Las mas
conocidas son los modelos de "hairy layer" (HLM) y de enriquecimiento de coién (CEM) .
Modelo de hairy layer

Este modelo postula que la superficie del latex estd cubierta por una capa de cadenas de
polimero flexibles que poseen grupos idnicos terminales (22-25). Como resultado de la repulsion
entre la superficie y los grupos idnicos, las cadenas se extienden hacia la disolucion, a una
distancia que varia en funcién del pH y la fuerza idnica, como se ilustra en la Figura 4.20. A
bajas concentraciones (Figura 4.20.A), las cadenas extendidas desplazan el plano de
deslizamiento mas lejos que si toda la carga estuviera sobre la superficie. Esto conlleva un
incremento en la conduccién eléctrica (conductancia superficial andmala) dentro del plano de
deslizamiento, reduciendo el potencial en el mismo. Al aumentar la concentracion de electrolito
(Figura 4.20.B), la "hairy layer" colapsa sobre la superficie reduciendo la distancia entre el plano

de deslizamiento y la superficie, con lo que la movilidad aumenta. A concentraciones mayores,
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se observa el comportamiento cldsico, ya que la compresién de la doble capa eléctrica causa el
colapso completo de las cadenas sobre la superficie (Figura 4.20.C). Uno de los mayores
problemas que presenta este modelo es que sélo explica el comportamiento para concentraciones
mayores de 10* M.
Modelos de enriquecimiento del coién

Estos modelos (26,27) atribuyen el médximo de movilidad a un efecto competitivo de
enriquecimiento preferencial cerca de la regién superficial de coiones y la compresién de la
doble capa eléctrica, como se muestra en la Figura 4.21. A muy bajas concentraciones de
electrolito (Figura 4.21.A), la adsorcién de contraiones provoca una bajada en el potencial-{ que
se incrementa al aumentar esta. A medida que se aumenta la concentracién (Figura 4.21.B), la
adsorcién de coiones empieza a ser importante puesto que hay una saturacién de contraiones.
Esto causa un incremento en el potencial-C , el cual sigue aumentando mientras lo haga la
concentracién de sal, hasta llegar a un punto en que hay una saturacién de coiones y contraiones
(Figura 4.21.C) y el efecto de la compresién de la doble capa hace que el potencial -{

disminuya. >

Concentracion de electrolito ——>

s .
@ ----- eConh’alén

.Plano de deslizamien

%% 03 65% 2;*’;:,1‘1'“‘“
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B Superficie

Fig. 4.20 Modelo de "hairy layer”
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Fig. 4.21 Modelo de enriquecimiento del coion

Al contrario que el modelo de "hairy layer", los del enriquecimiento del coidén son capaces
de describir el comportamiento electrocinético sobre todo el intervalo de concentraciones
(28,29). También pueden explicar el incremento de movilidad ‘al aumentar la valencia del coidn
(26).

Las causas del proceso de enriquecimiento de coiones no estdn claras. Algunos autores han
postulado que la adsorcién ocurre por un mecanismo hidrofébico (30,28). Estudios mediante
espectroscopia infrarroja han mostrado que los coiones se enriquecen selectivamente en la
superficie de membranas de poliestireno (31). La estructura que adopta el agua, en la interfase
poliestireno-agua, difiere del agua de la disolucién afectando a sus propiedades de solvencia y
produce asi un aumento en la adsorcién hidrofébica (31).

Los modelos de adsorcidn de coiones tampoco explican, completamente, el comportamiento
de la movilidad del latex, a pesar de haber resuelto alguno de los defectos del modelo de "hairy
layer". Por ejemplo, para la serie de los haluros (coiones) no se han observado diferencias en

la movilidad (32) y es improbable que la serie entera del F~ al I se comporte de forma idéntica.
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Ademds, se carece de evidencias directas que confirmen la coadsorcién de electrolitos
indiferentes (33), aunque medidas de conductividad mds recientes dan una evidencia indirecta
(28,34). El mecanismo de enriquecimiento hidrofébico propuesto no explica la existencia de un
maéximo para litex cargados positivamente, en donde los coiones fuertemente hidratados son los
cationes (35).

Comparando las Figuras 4.17-19 podemos observar por un lado que los maximos son mas
pronunciados para Jos latex que poseen grupos 4cidos fuertes (DBG-0, AD-1, DBG-1 y DBG-2)
que para los latex que solo tienen grupos débiles en su superficie (DJL-5 y DJL-6). Por otra
parte cabe resaltar que las movilidades en el maximo son muy similares para los latex con acido
fuerte aunque sus densidades de carga sean diferentes (DBG-0 ;= 2'5 uC/cm?, 6,= 7'9 uC/cm?,
Opsc. = 6 uClem?, 6,5, = 2'9 uC/em’® y Opgg, = 1'3 pC/ecm?). Este comportamiento también ha
sido encontrado para particulas de poliestireno catiénico (35) con densidades superficiales de
carga muy diferentes (17'9 y 40 uC/cm?). Elimelech y O'Melia (26) hallaron una clara diferencia
en los valores de p, para litex sulfato de poliestireno cuando ¢ variaba en un orden de magnitud
pero cuando las diferencias en G eran rhds pequefias las movilidades de los litex eran
practicamente iguales. En trabajos previios con latex sulfonato de igual tamafio pero diferentes
o (entre 13 y 19 uC/cm?) tampoco se encontraron diferencias apreciables en la movilidad
(39,40). R. Hidalgo Alvarez y col. (35) consideran que la gran diferencia que existe entre el
potencial superficial y el electrocinético, hace a este tltimo muy insensible a los cambios en la
densidad superficial de carga. Esta diferencia entre ambos potenciales podria deberse a que
cuando las particulas se estdn moviendo en una fase liquida existe una capa hidrodindmica que
las rodea y apantalla la carga superficial, reduciendo asi la efectividad de los grupos finales
superficiales. La diferencia en densidad superficial de carga se pondria de manifiesto a fuerzas
idnicas elevadas cuando la doble capa estd mads comprimida y no hay tanta diferencia entre los
potenvciales superficial y electrocinético, por ui: desplazamiento del mdximo en la movilidad
electroforética a concentraciones mds altas de electrolito. En las Figuras 4.17 y 4.18
comprobamos que en los litex AD-1 y DBG-2 con menos carga el maximo aparece en 102 M,

mientras que para el DBG-0 (6; = 104 uC/cm?) y DBG-1 el méaximo estd en 5-107 M. Sin
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embargo los litex con grupos carboxilos presentan maximos menos pronunciados y con
movilidad menor aunque la densidad de carga sea bastante mayor que las anteriores (Gpy s =
163 uC/em?® y oy, ¢ = 19'2 uC/cm®). Esto parece indicar que no solo la carga del latex influye
en el mdximo, sino también el tipo de grupos que haya en la superficie. En este caso tampoco
se observan diferencias entre ambos ldtex aunque su carga sea distinta.

Brouwer y Zsom (37) sugirieron que las particulas con menos de 2 pC/cm* mostraban el
decrecimiento esperado de p, al aumentar la concentracién de electrolito. Este comportamiento
lo explicaron proponiendo que cuando las particulas estdin muy poco cargadas no tienen una
significante "hairy layer". Nuestros resultados muestran que el mdximo de movilidad ocurre
incluso para el litex menos cargado (DBG-2). Elimelech y O'Melia (26) también obtienen el
méximo en movilidad para un litex de 0.68 pC/cm®. De todas formas Brower y Zsom utilizan
surfactantes en la sintesis de sus latex, mientras que los nuestros se han sintetizado en ausencia
de ellos.

Efecto de diferentes contraiones y coiones

Se ha estudiado en primer lugar el efecto de diferentes contraiones (Na”, Ca*, La*), con un
mismo coion (CI'). En las Figuras 4.22-27 aparecen las movilidades obtenidas para cada latex
con los tres electrolitos mencionados. En este caso se presenta la p, con su signo ya que esta

llega a hacerse positiva con el LaCl; para los latex DJL-5 y DJL-6.

p 10" (m? /7 V os)
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log [sal]
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Fig. 4.22 Movilidad del ldtex DBG-0 frente a la concentracion de diferentes electrolitos
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Fig. 4.23 Movilidad del ldtex DBG-1 frente a la concentracion de diferentes electrolitos

1
0
>
~ -2 -
E
oo =3 -
(e)
£ -4
)
-6 ! = 1 1 I 1

-6 - -5,5 -5 —-4,5 =4 =3,5.=3. =2,6 -2 ~1,5 =1 -—-0,5 0
log [sal]

® Cloruro Sédico & Cloruro Célcico # Cloruro de Lantano

Fig. 4.24. Movilidad del ldtex DBG-2 frente a la concentracion de diferentes electrolitos
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Fig. 4.27 Movilidad del ldgtex DJL-6 frente a la concentracion de diferentes electrolitos

En lineas generales se observa que la carga del contraion desempeifia un papel fundamental
en la reduccion de la movilidad, siendo mas efectiva esta cuanto mayor es la valencia del
contraion.

El comportamiento electroforético del NaCl es practicamente igual al observado para el KBr
ya que ambos actiian como electrolitos indiferentes. Para el CaCl,, el comporiamiento de los
distintos latex es también cualitativamente coincidente. Asi en todos los casos la p, se reduce
considerablemente, por lo que se habla de adsorcién especifica del ion Ca*, resultando en un
apantallamiento de la carga mucho mads efectivo, que con el Na* o K*. En estas graificas
podemos distinguir tres zonas en las curvas: en la primera la movilidad se reduce al aumentar
la concentracién de CaCl,, y después se incrementa hasta alcanzar el mdximo a partir del cual
vuelve a decrecer. La explicacién que dan Elimelech y O'Melia (26) para este hecho es la
siguiente: al aumentar la concentracién del CaCl,, algunos de los contraiones Ca** interaccionan

especificamente con los grupos superficiales y reducen la carga negativa, mientras que otros Ca**
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neutralizan la carga de forma no-especifica. Simultdneamente, los coiones entran en la region
interfacial adyacente a la superficie de la particula incrementando la carga negativa de las
particulas. En esta primera zona, el descenso del potencial electrocinético debido a la accién de
los contraiones es el mecanismo dominante. Cuando los procesos son comparables, la movilidad
pasa por un minimo y empieza a incrementarse hasta el médximo a medida que se aumenta la
concentracién de CaCl,. En la parte ascendente de la curva el potencial negativo adquirido por
el aproximamiento de los coiones cerca de la superficie de las particulas es mucho mayor que
la reduccién del potencial electrocinético causado por la accién de los contraiones y el
incremento de la fuerza idnica. En el mdximo la contribucién de estos procesos es comparable
y un incremento en la concentracién de CaCl, provoca una bajada en la movilidad debido a la
compresién de la doble capa difusa y a la neutralizacién de la carga superficial.

Para este electrolito, aunque las diferencias de movilidad (valor maximo y minimo) se
reducen en general con los distintos latex, la diferencia minima sigue estando en los ldtex con
grupos carboxilos DJL-5 y DJL-6.

El efecto de la sal trivalente, LaCl,, es todavia mds pronunciado llegando a desaparecer el
maximo en todos los casos. Los cationes trivalentes son mucho mds efectivos en reducir el
potencial electrocinético de las particulas coloidales que lbs cationes divalentes y, como
resultado, el proceso en la reduccién del potencial electrocinético negativo por los contraiones
es mds efectivo que el proceso de incremento del potencial por los coiones.

En este caso las movilidades de los latex carboxilos llegan a hacerse positivas debida a la
adsorcion especifica de las especies de lantano, hecho que ya ha sido encontrado por otros
autores (21,38,39).

El efecto de los coiones se ha estudiado midiendo la movilidad de los l4tex frente a Na,SO,
y MgSO, . Las Figuras 4.28-33 muestran los resultados obtenidos. En la grafica se ha incluido
también el electrolito NaCl para comparar un coion monovalente como es el CI" con el

divalente SO,*.
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Como se puede deducir comparando las curvas del Na,SO, y MgSO, el efecto del contraion
Mg?* reduce la movilidad de forma muy significativa con lo cual volvemos a comprobar que
el efecto de la carga del contraion es determinante en el comportamiento electroforético, aunque
en este caso la carga del coion sea también divalente. Sin embargo si comparamos los
electrolitos Na,SO, y NaCl la movilidad del primero es superior (mds negativa) a la del NaCl
hasta que este alcanza el maximo, por lo que se deduce que los coiones SO,” incrementan el
potencial negativo electrocinético mds que los coiones CI" ya que cada sulfato contribuye con
dos cargas. Esta tendencia se puede encontrar en todos los litex estudiados, aunque en unos
casos de manera més pronunciada que otros. Cuando se alcanza el maximo (del NaCl) las
movilidades se hacen practicamente iguales, y el efecto que predomina es la compresién de la
doble capa, teniendo en cuenta que cada Na,SO, contribuye con dos Na*. La diferente fuerza
idnica de ambos electrolitos se pone de manifiesto por el desplazamiento del maximo del
Na,SO, a concentraciones menores. Este resultado, similar al obtenido por Elimelech y O'Melia
(26), apoya el mecanismo propuesto por ellos. Sin embargo, se contradice con resultados
obtenidos previamente con litex sulfomato (39) en los que se afiadia una segunda inyeccion
enriquecida en NaSS y con latex catidnicos (41), aunque en estos casos la carga superficial era
mds elevada que la mostrada por las muestras empleadas en esta memoria: También Midmore
y col. (16,32) encontraron movilidades semejantes al emplear distintos coiones. El tipo de litex,
es decir, carga superficial, cardcter de los grupos idnicos, métodos de sintesis (emulsion
convencional, uso de surfactantes, etc...) y purificacion parece influir de manera decisiva sobre

el comportamiento de un latex y sobre la estructura de su d.c.e. en la interfase sélido-liquido.
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IV.2.3. CALCULO DEL POTENCIAL-{: ESTUDIO COMPARATIVO CON DIFERENTES
MODELOS TEORICOS.

Para la transformacién de los datos de movilidad electroforética en potencial-{ se han
utilizado tres teorias. La teoria cldsica de Helmholtz-Smoluchowski (6); la desarrollada por
Verwey y Overbeek (12) que tiene en cuenta el efecto de relajacion y el retardo electroforético,
con la solucién propuesta por O'Brien y White (15); y la teoria de Dukhin-Semenikhin (16) que
incluye el efecto de la conductancia superficial anémala debida al movimiento de los iones
situados entre el plano interior de Helmholtz y el plano de deslizamiento. Esta teoria tiene la
limitacién de ser sé6lo aplicable a electrolitos simétricos.

El cdlculo de los potenciales se ha llevado a cabo mediante programas de ordenador
realizados por Juan Salcedo Salcedo (potenciales de Smoluchowski y O'Brien y White) (42) y
Jose Alberto Moledn Baca (potenciales de Dukhin-Semenikhin y difuso) (43).

En primer lugar se transfomaron los datos de movilidad correspondientes a los electrolitos
de NaCl y KBr. Dada la similitud existente entre los valores de p, de ambas sales para todos
los latex y por tanto de los potenciales-{ calculados, mostramos los resultados correspondientes
al NaCl, aunque incluimos como ejemplo una figura para el litex AD-1 con KBr. Se ha
representado el potencial-{ en milivoltios frente al radio electrocinético (xa, inversa del espesor
de la doble capa por el radio de la particula). En las Figuras 4.34-40 aparecen los resultados

obtenidos, donde también se ha incluido el potencial difuso (\¥,).
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Fig.4.34 Potenciales-C y difuso en funcion del radio electrocinético
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para el latex DBG-2 con KBr
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Fig.4.39 Potenciales-C y difuso en funcion del radio electrocinético

para el ldatex DJL-5 con KBr
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Fig.4.40 Potenciales-C y difuso en funcion del radio electrocinético

para el ldatex DJL-6 con KBr

Con respecto a los potenciales-{ de las Figuras anteriores, podemos observar que los
potenciales mas bajos corresponden a los obtenidos a partir de la ecuacién de Smoluchowski y
sigue manteniéndose el méaximo de igual forma que ocurria en las gréficas de p -log [NaCl]. La
introducccién del efecto de la polarizacién de la doble capa difusa, potencial-{ de O'Brien-
White, produce un incremento de los , pero el maximo se conserva de igual forma que en la
teoria de Smoluchowski. Sin embargo, los { obtenidos a partir de la teoria de Dukhin-
Semenikhin, donde se tiene en cuenta no sélo la polarizaciéon debida a los iones de la capa
difusa sino ademads la de los iones en el interior al plano de deslizamiento, mejora los resultados
considerablemente, llegando a desaparecer practicamente el mdximo en todos los latex (hay que
tener en cuenta que los datos del potencial-{ para ka<20 deben entenderse como
aproximaciones, ya que la teoria utilizada es estrictamente vélida para valores mayores que este
radio electrocinético). Por tanto, los resultados parecen indicar que el efecto de la conductancia

superficial .an6mala es el principal responsable de la aparicion del midximo en la movilidad



CAPITULO IV 121

electroforética. Otros autores han obtenido resultados similares al aplicar la teoria de Dukhin-
Semenikhin tanto para ldtex aniénicos como catiénicos (44-47).
A medida que el radio electrocinético aumenta, y por tanto se produce la compresion de la
doble capa, las tres teorias tienden a coincidir al ir desaparaciendo los efectos de polarizacién.
Con objeto de cuantificar el efecto de la conductividad superficial anémala, se ha

representado el factor Rel (log Rel) frente al radio eletrocinético para los distintos ltex.

log Rel

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Ka

@® DBG-0 ¥ AD-1 ®RDBG-1 B DBG-2 ¥ DJL-5 X DJL-6

Fig.4.41 Log Rel en funcion del radio electrocinético para los distintos ldtex

Puede observarse que el efecto es menor para los ldtex con menores densidades superficiales
de carga, siendo el minimo efecto para el DBG-2 y el mdximo para DJL-5 y DJL-6. Esto
implicaria que las mayores diferencias en movilidad deberian encontrarse para los ldtex
carboxilo. Pero como comentamos en la parte de movilidad electroforética, estos latex son los
que presentan menores variaciones en la p, en todo el intervalo de concentraciones. Por tanto,

a pesar de que la teoria de Dukhin-Semenikhin da los mejores resultados en la transformacion
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de p, en potencial-{, la conductancia superficial anémala puede que afecte de distintas formas
dependiendo del tipo de grupos superficiales que tengan las particulas.

Otro resultado destacable es el comportamiento del potencial difuso (‘¥,), segtin los distintos
litex. Tedricamente ¥, también deberia converger a altos valores de xa con el potencial-{. Sin
embargo esto s6lo se cumple para los litex con bajas densidades superficiales de carga (AD-1,
DBG-1 y DBG-2), mientras que para los litex con 6210 uC/cm* (DBG-0, DJL-5 y DJL-6) las
diferencias son apreciables y aumentan cuanto mayor es la carga del liatex. Resultados con
tendencia similar, aunque las variaciones de carga fueron superiores, se han encontrado con
anterioridad en nuestro grupo de investigacion (46). Sin embargo, no hay explicacién clara para
este comportamiento, algunos autores (48) sefialan que podria deberse a la formacién de una
capa de liquido en la superficie de la particula del latex con poca movilidad hidrodindmica, en
la que sin embargo los iones mantendrian cierta movilidad. La capa seria mayor al aumentar la
densidad superficial de carga del litex, con lo cual se haria mas patente la diferencia entre el
potencial electrocinético y el difuso.

A continuacién mostramos en la Figuras 4.42-47 los potenciales-{ calculados para el

electrolito MgSO,. En estas graficas también incluimos el potencial difuso
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Fig.4.42 Potenciales-C y difuso en funcion del radio electrocinético

para el ldtex DBG-0 con MgSO,
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Fig.4.47 Potenciales-C y difuso en funcion del radio electrocinético
para el ldtex DJL-6 con MgSO,

Los resultados son comparables a los obtenidos con el NaCl. El mejor de ellos corresponde
al potencial-{ de Dukhin-Semenikhin, aunque para los litex DJL-5 y DJL-6 el potencial-{
calculado a través de O'Brien y White también elimina el maximo, dando un decrecimiento
continuo en todo el intervalo de concentraciones.

Los latex con baja carga en general siguen manteniendo la convergencia del potencial difuso
con el potencial-{, mientras que en los latex de mayor carga esta diferencia se reduce a la mitad
con respecto al NaCl.

Dado que la teoria de Dukhin-Semenikhin sélo es aplicable a electrolitos simétricos, la
transformacion de p, en { para el el Na,SO, y CaCl, se ha realizado a través de las teorfas de
Smoluchowski (SMOL) y O'Brien-White (O-W). La representacién del potencial- la hacemos
ahora en funcién del log x', lo que implica que las menores concentraciones o radios
electrocinéticos tienen un valor elevado de log x'. En las Figuras 4.48-50 presentamos los

resultados obtenidos de { con el Na,SO,.
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Fig. 4.50 Potencial-( en funcion de log X' para los ldtex DJL-5 y DJL-6 con Na,SO,

De forma general observamos en las tres Figuras que los potenciales de Smoluchowski
(Iineas discontinuas) son menores que los de O'Brien-White, como ya comentamos para los
electrolitos simétricos y tienden a converger a bajos k', es decir, cuando se ha superado el
maximo de p, y la doble capa estd bastante comprimida.

En las Figuras 4.48 y 4.49 vemos que cuando la doble capa estd muy expandida (altos
valores de log k', los potenciales de los ldtex DBG-0 y AD-1, y DBG-1 y DBG-2 son muy
similares tanto para el potencial de SMOL como para el de O-W y las diferencias de
comportamiento de cada pareja de litex se ponen de manifiesto a partir del maximo debido a
la diferente densidad superficial de carga que presentan.

El comportamiento de los latex DJL-5 y DJL-6 (Figura 4.50) es practicamente igual en todo
el intervalo de x' y el méximo desaparece al aplicar la solucién de O-W.

Las Figuras 4.51-53 muestran los resultados con el electrolito CaCl,. Las lineas discontinuas

corresponden a los potenciales de SMOL.
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Fig. 4.53 Potencial- en funcion de log X' para los ldtex DJL-5 y DJL-6 con CaCl,

Centrandonos en los potenciales de O-W podemos destacar que aunque a muy bajas
concentraciones de electrolito (alta k'), los £ de las parejaé de latex de cada Figura tienden
a coincidir; a medida que disminuye el espesor de la doble capa, se observa como los latex
mds cargados (DBG-0, DBG-1 y DJL-6) tienen potenciales menores que los menos cargados
(AD-1, DBG-2 Y DJL-5). Esta diferencia que no se pone de manifiesto cuando la carga del
contraién es +1, nos lleva a concluir que la adsorcién de iones Ca** es mayor cuanto mayor
es la carga del latex.

Una vez mdas el maximo desaparece para los latex carboxilos (Figura 4.53) al aplicar la
solucién de O-W y los valores de los potenciales de ambos litex vuelven a converger cuando
la doble capa estd muy comprimida.

Por tltimo representamos los potenciales-{ frente a xa para el AD-1, DBG-1 y DJL-5

(Figuras 4.54-56) con el electrolito LaCl,.
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120

En estos casos el maximo de { desaparece, como ya ocurria con los valores de p, frente

a este electrolito para todos los latex, y el potencial calculado por Smoluchowski y O'Brien-

White decrece mondétonamente hacia cero, o incluso cambia de signo para los latex DJL-5

y DIL-6.
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IV.3 ESTABILIDAD COLOIDAL

IV.3.1 INTRODUCCION

Uno de los pardmetros fundamentales a estudiar en la caracterizacién de un sistema coloidal
es su resistencia a la agregacidn, esto es, la capacidad de las particulas para permanecer de
forma independiente en el medio que las rodea durante largos periodos de tiempo. Si esto ocurre
se dice que las particulas coloidales son estables, si por el contrario la agregacién se da
facilmente el sistema se considera inestable.

Cuando se habla, en lineas generales, de estabilidad coloidal se suele distinguir entre dos
clases de materiales, los cuales en sistemas acuosos, se conocen como coloides hidrofilicos e
hidrofébicos. Los primeros son macromoléculas solubles en agua tales como proteinas,
almidones, etc.., que aunque deberian estar en verdadera disolucién, el gran tamafio de las
moléculas les confiere alguna de las propiedades de particulas dispersas. Debido a su
solubilidad, los coloides hidrofilicos en agua son termodindmicamente estables y pueden ser
inducidos a la agregacion s6lo si cambiamos las condiciones de solvencia, por ejemplo, variando
la temperatura o por adicién de grandes cantidades de sales inorgénicas.

Los coloides hidrofébicos, por el contrario, contienen materiales de muy baja solubilidad,
que hace que se encuentren en un estado muy dividido. En este caso, las particulas no son
estables en un sentido termodindmico, pero son estables cinéticamente debido a la repulsién
entre ellas, que evita el que formen agregados permanentes. En la mayoria de los casos, la
repulsion es de naturaleza eléctrica ya que la gran mayoria de los coloides en disolucién acuosa
estdn cargados.

Las dos clases de interacciones coloidales mds importantes son la atraccién de van der Waals
y la repulsién eléctrica. Estas interacciones forman la base de la conocida teoria DLV O,
desarrollada independientemente por Deryaguin y Landau (49) y Verwey y Overbeek (50).
Aunque gran cantidad de resultados experimentales se pueden explicar a partir de esta teoria,

por lo menos de forma semicuantitativa, hay muchos casos donde estidn envueltos otros tipos

SN I N 9 N & o= aw
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de interacciones a las cuales se les conoce como fuerzas extra o no-DLVO. Estas estin a
menudo asociadas con la hidratacién de iones en la superficie de las particulas y generalmente
dan una repulsién extra. También se conocen efectos hidrofébicos que pueden llegar a ser
importantes a distancias muy cortas dando una atraccion extra entre las particulas. Otros efectos
relevantes se dan por la presencia de polimeros adsorbidos sobre las particulas, dando repulsion
(interaccion estérica) o atraccion (puenteo). El problema para determinar estas fuerzas, es que
no existe ninguna base tedrica rigurosa que permita su cuantificacién y aunque existen en la
literatura (51-57) métodos para calcularlas, todos conllevan una serie de pardmetros ajustables

de dificil interpretacion.

IV.3.2 FUERZAS DE INTERA CCION ENTRE COLOIDES

IV.3.2.a TEORIA DLVO

De acuerdo con la teoria DLVO, la estabilidad de suspensiones coloidales en un medio
dieléctrico se determina por la energia repulsiva de interaccion electrostdtica (Vi) y la energia
atractiva (fuerzas de dispersién) de London-van der Waals (V,). La energia de interaccion total
vendrd dada por la suma algebraica de ambas:

Vp= Ve vV, [4.48]

La energia de repulsion electrostatica debida al solapamiento de las dobles capas eléctricas

para particulas esféricas idénticas, viene dada por:

64nKT i ke
Vs =S—==(atdinoem™ il [4.49]

donde n es el nimero de particulas por unidad de volumen, a es el radio de la particula, A el
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espesor de la capa de Stern y

ZF llld
= tagh 4.50
s ( 4KT) 13501

La energia de atraccién para dos particulas iguales de radio a separadas a una distancia H

de sus superficies fue dada por Hamaker (58):

Sy _A( Dt 2ae +1nw_t;’i)_) [4.51]

A~ 6 \H(aa+H) (2a H) 2 (2a+H)?

para distancias pequefias (H «a) la ecuacién [ 4.51] puede escribirse como:

Viomile <auliE 210 & = [4.52]
12\ 5 i
donde
4 3
o R T [4.53]

y A es la denominada constante de Hamaker caracteristica de cada material.

Combinando las ecuaciones [ 4.49] y [4.52] obtenemos la energia total de interaccién

4.54
V.. = ———64zKT(a+A)Y§e"‘ pakyE S A E o zlnﬁ) Sinte

z 12\ H L

En la Figura 4.57 aparecen las energias atractivas y repulsivas, asi como la energia total de
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interaccion en funcién de la distancia. En el caso elegido la repulsién vale mas que la atracciéon
sobre un amplio intervalo de separacién, dando una barrera de energia potencial y estabilidad
coloidal. Dos particulas coloidales necesitarian poseer una energia suficiente para superar esta
barrera y formar un agregado. En el caso de particulas sometidas al movimiento Browniano, su
energia cinética media es 3/2 KT, y para una barrera con una altura de varias unidades de KT,
muy pocas colisiones serian eficientes. Una vez que se ha logrado superar esta barrera, las
particulas se mantendrian en un profundo minimo primario, del cual es muy improbable que
puedan salir. En principio la atraccién de van der Waals es infinitamente fuerte si las particulas
se ponen en contacto y el minimo primario tendria una profundidad infinita. De todas formas
hay efectos que limitan el grado de aproximamiento y la profundidad del minimo primario puede

hacerse en algunos casos menos profunda.
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Fig. 4.57 Diagrama de energia potencial en funcion de la distancia
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Otra caracteristica importante de la Figura 4.57 es el minimo secundario que aparece en la
curva de energia potencial. Este es una consecuencia matemadtica de las diferentes dependencias
que presentan las interacciones eléctricas y de van der Waals con la distancia. Mientras que la
primera decae exponencialmente, la segunda sigue "power law", la cual le da un decrecimiento
mads lento a distancias mayores. En otras palabras, la atraccién vale més que la repulsién a una
cierta distancia, por lo que, en principio, la agregacién podria ocurrir sin que las particulas
lleguen a ponerse en contacto. En la prictica este efecto serd mds significativo con particulas
no demasiado pequeiias y en soluciones de moderada fuerza i6énica. Con particulas pequeiias,
la profundidad del minimo estara limitada por la relativa debilidad de la atraccién de van der
Waals. A baja fuerza i6nica, la repulsién entre las dobles capas es tan grande como para que
la atraccidn sea relevante en relacién a la energfa térmica de las particulas.

Para reducir la altura de la barrera y asi producir la agregacién de las particulas mediante el
minimo primario, habrd que disminuir la repulsién eléctrica. Esto se consigue aumentando la
fuerza idnica del medio, que como ya hemos comentado, produce la compresion de la doble
capa eléctrica. Al aiiadir la sal, habrd un-punto en el que dicha barrera desaparezca, y en este

punto se cumplird:

dv, _ _
I5 g wp Ve=0 [4.55]
aplicando estas condiciones a la ecuacién [4.54] llegamos a una expresién que nos relaciona la
concentracion critica de coagulacion con la constante de Hamaker y el potencial difuso de las

particulas:

" ’Y4 ¥ 3 _4_ 24A 4Ax
c.c.c. = cte (1 2Ka+Kaana)(l+—a e [4.56]
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donde la constante depende sélo de las propiedades del medio de dispersion y viene dada por

la expresién:

3227 ¢72 (4mee,) 3 (RT) S
cte = 76 [4.57]
n

que para c.c.c. en mol/cm® y A en Julios toma el valor de 3.6 10,

Cuando las particulas han sido totalmente desestabilizadas por la adicién de una cantidad
suficiente de sal, la coagulacién ocurre a una velocidad que depende de la frecuencia de colisién
de las particulas. Esta es conocida como coagulacion rdpida (K;), un término que aunque no
implica nada acerca de la velocidad absoluta de floculacién, indica que la velocidad no puede
ser incrementada por futuras adiciones de sal. A bajas concentraciones de sal (por debajo de la
c.c.c.) ocurre la coagulacion lenta (K, ) a una velocidad que depende de la altura de la barrera
de energia potencial . La relacién entre la velocidad de floculacién lenta y rdpida se denomina
factor de eficiencia de colision, o, y representa la fraccién de colisiones que dan lugar a la
formacién de un agregado. El pardmetro normalmente utilizado en sistemas coloidales es la

inversa del factor de eficiencia y se conoce como factor de estabilidad, W:

o i g Bip
W = e 71 [4.58]
Este dependerd de la forma de la barrera de energia potencial; cuanto mayor sea la barrera,
menor serd el nimero de colisiones efectivas. Este problema fue tratado por Fuchs (59) en
términos de difusion en un campo de fuerzas, llegando a la siguiente expresién para el factor

de estabilidad:
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exp(Vy /KT)

W=2
(H+2)?2 [4.59]

0'\

donde V; es la energia de interaccion entre dos esferas de radio a, separadas una distancia d,
y H=d/a.

El efecto del aumento de la concentracién de electrolito se puede calcular a partir de la
ecuacion [4.59] usando las expresiones apropiadas de las energias atractiva y repulsiva que dan

V. Reerink y Overbeek (60) obtuvieron una expresién que relaciona log W con log C:

dlogW _ _ of ay?
—dlogC 2157 140 ( 22 [4.60]

La ecuacién [4.60] aplicada a concentraciones por debajo de la c.c.c. predice una
dependencia lineal de log W con log C (asumiendo un valor constante de 7Y). Para
concentraciones mayores, el factor de estabilidad permanece constante (W=1) ya que la
agregacion ocurre a la mdxima velocidad. P;)r esta razdn, los datos de estabilidad generalmente
se representan en la forma logW-log,C y el valor de la c.c.c. se obtiene de la intersecciéon de

ambas lineas.
1V.3.2.b FUERZAS NO-DLVO
Efectos de Hidratacién
La naturaleza del agua que rodea a las particulas a distancias muy cortas de éstas puede ser
muy diferente del agua de la disolucién por varias razones. Como ya hemos visto, las particulas

coloidales se pueden estabilizar por la carga superficial, lo que implica la existencia de grupos

iénicos en la superficie, o iones adsorbidos, junto con algunos contraiones intimamente
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asociados (en la capa de Stern). Ya que los iones en disolucién tienden a estar hidratados,
podemos suponer que los iones superficiales estdn también asociados con una cierta cantidad
de "agua ligada". Se ha postulado (61) que el efecto "estructura” de una superficie sobre el agua
adyacente puede extenderse a largas distancias, pero solamente se apreciard un efecto
significante sobre la estabilidad coloidal cuando estén envueltas pocas capas moleculares. La
principal consecuencia de la hidratacién de la superficie de las particulas es un incremento en
la repulsién al aproximarse entre ellas, debido a la necesidad de los iones de perder esa agua
de hidratacion si se quiere alcanzar el "contacto" entre las particulas (56,57). Esto implica la
realizacién de un trabajo y por tanto un aumento de la energia libre del sistema .

El alcance de estas fuerzas de hidratacién es muy apreciable en relacién al alcance de la
repulsién de la doble capa, y tiene su efecto mds significante en la estabilidad coloidal a altas

fuerzas iénicas (62).

Interaccion hidrofobica

En la Introduccién, la distincion entre coloides hidrofébicos e hidrofilicos la hicimos en
términos referidos a la solubilidad de los materiales en el agua. Para el caso de polimeros de
litex, la superficie de las particulas poseerd regiones hidrofilicas, por el hecho de tener carga,
y porciones hidrofébicas. Cuanto menor sea la densidad de grupos i6énicos superficiales habra
mayores dreas hidrofobicas y aumentard la posibilidad de otro tipo de interaccion la cual puede
dar lugar a una atraccién apreciable, denominada interaccion hidrofébica. Los primeros en
cuantificar este tipo de fuerzas fueron Israelachvili y Pashley (51) midiendo superficies de mica
cubiertas de surfactantes. Ellos y otros investigadores (51-54) mostraron que esta fuerza no-
DLVO es atractiva y puede ser de 10 a 100 veces mayor que la fuerza de dispersion.
Israelachvily y Pashley indicaron que las fucrzas hidrofébicas varfan exponencialmente en el

intervalo de 0 a 10 nm (51):
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F/R = - Cexp(——H)

D, [4.61]

donde R es la curvatura de la superficie de mica, D, un pardmetro referido a la longitud de
decaimiento y C un parametro pre-exponencial. Segin los autores, para superficies muy
hidrofébicas con dngulos dc contacto mayores de 90°, la fuerza hidrofébica puede ser descrita

mejor por una funcién doble exponencial.
Interaccion estérica

Capas adsorbidas sobre las particulas, sobre todo de polimeros, pueden desempefiar un gran
papel en la estabilidad coloidal. En algunos casos, pequefias cantidades de polimero adsorbido
pueden provocar la floculacién por un mecanismo de puenteo. Por el contrario, si las cantidades
adsorbidas son mayores, los polimeros pueden aumentar considerablemente su estabilidad por
un efecto que generalmente se conoce como estabilizacion estérica (55). Los polfrheros mas
efectivos para producir estabilizacién estérica son aquellos que presentan alguna afinidad por
la superficie de la particula, de forma que puedan adsorberse sobre ésta, pero que la adsorcién
se produzca de tal forma que las cadenas del polimero se extiendan hacia la fase acuosa. El
mejor ejemplo es la adsorcién de copolimeros en blogue , los cuales tienen una parte que se
adsorbe fuertemente sobre las particulas (por fuerzas hidréfobas) y otra de tipo hidrofilico que
se proyecta hacia la fase acuosa. Cuando las particulas estin muy préximas las capas adsorbidas
se ponen en contacto y se solapan las cadenas hidrofilicas. Estas cadenas estdn hidratadas y su
solapamiento deberia causar la deshidratacién y por tanto un incremento de la energia libre por
lo que el proceso no ocurriria de forma espontdnea.

Un parametro influyente en la estabilizacion estérica es la longitud de las capas adsorbidas
ya que si éstas son muy delgadas, las particulas podrdn aproximarse mucho y la atraccion de

van der Waals entre ellas serd suficiente como para que la adhesién se produzca. Si las capas
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son mdas largas, el solapamiento de las cadenas comenzard cuando las particulas estén
suficientemente separadas y la atraccién de van der Waals serd muy débil.

El otro parimetro importante es el tamafio de las particulas, como se desprende de la
ecuacion [4.51]. Las particulas grandes se atraerdn con mds fuerza que las pequefias a una

distancia dada, por lo que necesitardn capas estabilizantes mds largas para prevenir la cohesion.

1V.4 METODO Y RESULTADOS EXPERIMENTALES

Un método conveniente para obtener el factor de estabilidad (W= K/K,) es medir la

velocidad de coagulacion de una dispersién mediante la variacién de la absorbancia con el

tiempo (60) de tal forma que:

= <ic£)RAPIDA (%)mﬂm_ ; [4.62]
(5 (3%)
0t/ enra 8t/ enra

En la Figura 4.58 se presenta un ejemplo de la variacién de la absorbancia con el tiempo,
el primer efecto que se observa es una disminucién de la absorbancia debida al efecto de la
dilucién, después un aumento de forma lineal con el tiempo, debido a la produccién de dobletes
a partir de particulas primarias, y por ultimo se alcanza un valor limite una vez que se han
formado ya la mayor parte de los agregados posibles.

Para provocar la floculacién afiadiremos un electrolito, a una dispersion de litex en un pH
determinado y calcularemos el valor de la pendiente mediante la utilizacién de un programa de
ordenador (64).

Si queremos que los registros de los estadios iniciales del proceso de coagulacion rapida sean

correctos, hemos de conseguir una adicién y homogeneizacién del electrolito que sean rdpidas.
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Para ello el Dr. Miguel Cabrerizo Vilchez ha disefiado el dispositivo que aparece en la Figura
4.59. Este disposiﬁvo de mezcla y adiciéon (DMA) disminuye los tiempos de adicién y
estandariza el proceso de mezcla al disminuir los errores inherentes al método de subida y
bajada normal de la cépsula de electrolito. Esencialmente, el DMA consta de un tubo cilindrico
metilico inerte con una plataforma cilindrica en su interior. La plataforma puede moverse a lo
largo de la direcci6n longitudinal del tubo. Sobre la plataforma una jeringa con una larga aguja
montada, contiene el electrolito. Comprimiendo el muelle ligado a la plataforma, el DMA se
lleva a la posicién de disparo. Posteriormente la jeringa serd introducida en la dispersion y el
muelle quedard relajado, por lo que la disolucién de electrolito se diluird en la muestra,
inicidndose el proceso de coagulacién.

A continuacion en las Figuras 4.60-65 mostramos las curvas de estabilidad log W en funcién

del log [KBr] obtenidas experimentalmente para cada latex a diferentes pH.
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Fig. 4.58 Variacion de la absorbancia con el tiempo al inyectar un electrolito
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Fig. 4.59 Dispositivo de mezcla y adicion (DMA)
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Fig 4.60 Dependencia de log W con log [KBr] para el ldtex DBG-0
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Fig 4.65 Dependencia de log W con log [KBr] para el ldtex DJL-6

En la siguiente péagina (Tabla 4.3) aparecen las concentraciones criticas de coagulacién
obtenidas a partir de las Figuras anteriores y que coinciden con el punto donde la pendiente se
reduce a cero.

De la Tabla 4.3 se desprende que los ltex que tienen en su superficie grupos dcidos fuertes
(DBG-0, DBG-1, DBG-2, AD-1 y AD-2) presentan c.c.c. independientes del pH; sin embargo,
para los latex con 4cido débil (DJL-5 y DJL-6) la c.c.c disminuye notablemente a pH 5, ya que
los grupos se encuentrdn mdas protonados. Este resultado corrobora tanto las valoraciones
realizadas como las medidas de movilidad electroférética frente al pH.

Otro resultado destacable es que la c.c.c. de todos los litex estd por encima de 150 mM
(concentracién del suero sanguineo) y por tanto son potencialmente aplicables para su uso en

test de inmunodiagndstico.
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Latex pH c.c.c. (mM)

pH= 437

DBG-0
pH=7 474
pH=5 268

DBG-1
pH=7 267
pH=5 246

DBG-2
pH= - 234
pH=5 350

DJL-5
pH=7 592
pH=5 253

DJL-6
pH= 453
pH=6 345

AD-1
pH=9 371
pH=6 385

AD-2
pH=9 368

Tabla 4.3 Concentraciones criticas de coagulacion

El valor de la c.c.c. para el litex DBG-0 parece ligeramente elevada, pues se trata de un
latex sulfato convencional, sin emulsificante, con particulas de 352 nm y carga superficial no
muy alta (10.4 uC/cm® entre grupos édcido fuerte y débil). En la Tabla 4.3 se observa que dos

latex como DBG-1 y DBG-2, con cargas y tamafios diferentes, muestran valores de c.c.c. que
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pueden considerarse semejantes. Esta c.c.c. es especialmente alta para el DBG-2 dada su poca
carga y su tamafio. En cambio, para el ldtex DBG-1 el resultado parece aceptable, pues siendo
de menor tamafio, su carga es mayor (6 pnC/cm®). A la vista de estas discrepancias, podria
pensarse en un error en la estimacion de la c.c.c. por métodos dindmicos (cambio de la turbidez
con el tiempo), pero dentro de las diferencias que siempre aparecen al comparar con un método
estdtico (midiendo la turbidez después de 24 h), las variaciones de ccc de la Tabla 4.3 han sido
confirmadas. Incluso, en cada caso, se ha optimizado la longitud de onda del espectrofotémetro
y el ndmero de particulas en célula. Del andlisis de los resultados para estos tres primeros latex,
estd claro que no siempre aparece una correspondencia entre la estabilidad, carga superficial y
tamafio de particula de un liatex. Esto pone de manifiesto la necesidad de realizar una
caracterizacién completa, superficial e interfacial, cada vez que se sintetiza un nuevo latex.

Para los latex DJL-5 y DJL-6, la c.c.c. del litex algo menos cargado (16.3 uC/cm? para el
DJL-5) es superior a la del méds cargado (19.2 uC/cm? DJL-6), puesto que sus tamafios son
semejantes no se puede dar una explicacion para este comportamiento.

Finalmente, los dos litex aldehido “muestran una gran estabilidad para su baja carga
superficial (2.9 6 3.0 pC/cm®), debida a los grupos sulfato proporcionados por el iniciador. Sin
embargo, en este caso tenemos otros grupos grupos funcionales sobre la superficie, como son
los aldehido, de bidos a la acroleina. Estos grupos no le confieren carga al latex, por lo que su
contribucién a la estabilidad no puede ser de tipo electrostatico. No obstante, su presencia parece
influir, confiriéndole a la superficie de las particulas un cardcter mas hidrofilico que produce una
estabilizacién adicional de tipo estérico.

Los otros pardmetros de interés que se pueden calcular a partir de las curvas logW-logC y
las ecuaciones [4.56] y [4.60] son la constante de Hamaker caracteristica de la interacciéon
London-van der Waals y el potencial difuso de las particulas.

En la Tabla 4.4 mostramos las constantes de Hamaker (A) obtenidas a partir de 4. y
utilizando un valor de A= 0.363 nm tomado de la bibliografia (65) como el radio de hidrataciéon

medio de los iones empleados.
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Litex A (107 )
DBG-0 0.3
DBG-1 1.2
DBG-2 0.4
DIL-5 0.5
DIL-6 0.4
AD-1 0.3

Tabla 4.4 Constantes de Hamaker obtenidas para cada ldtex

Si comparamos los resultados experimentales obtenidos en la Tabla 4.4 con el valor tedrico

de 1.37 10% J calculado por Prieve y Rl-lSS-ell (63) a partir de la teoria de Lifsthiz, vemos que

estos son significativamente menores, excepto para el ladtex DBG-1. Sin embargo, puede verse

en la Tabla 4.5 donde aparecen valores de la constante de Hamaker para litex de poliestireno

obtenidos experimentalmente por distintos autores, que

resultados segun los autores.

hay una gran dispersién en los
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ALIO" D Referencia
0.103-1.1 (67)
0.05-0.50 (68)

0.20-1.1 (69)
0:5-1.5 (70)
0.13-0.61 (71)
1.3 (72)
0.3-0.8 (73)
0.35 (74)
- (75)
0.31-0.81 (76)
010045 - ° )

Tabla 4.5 Valores experimentales de A obtenidos por diversos autores

Por tltimo en la Tabla 4.6 aparecen los potenciales difusos calculados para cada latex a partir

de los datos experimentales.
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Latex ¥,
DBG-0 4.1
DBG-1 8.7
DBG-2 5.1
DIL-5 4.5
DJL-6 5.4
AD-1 4.8

Fig. 4.6 Potenciales difusos obtenidos para cada ldtex
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V.1 INTRODUCCION

Como hemos comentado en el capitulo anterior, una de las hipdtesis para explicar las
discrepancias entre las medidas de movilidad electroforética y la teoria electrocinética es la
existencia de una "hairy layer" en la superficie de las particulas. Esta "hairy" se deberia a la
presencia de cadenas terminales de polimero cargadas que interaccionan electrostiticamente a
bajas o moderadas fuerzas iénicas (1). Podria ocurrir que tales cadenas sobresalieran del plano
de Stern o de la capa difusa interna y alteraran el comportamiento electrocinético de distintas
maneras. El desplazamiento de la superficie de la carga unida covalentemente implica que la
distribucién de carga diferird de la supuesta por la teoria clasica, la cual asume que la carga se
localiza en una regién de espesor infinitesimal en la superficie de la particula. Es decir, estas
cadenas extendidas desplazarian el plano de deslizamiento hacia el seno de la disolucién, y por
consiguiente tendria lugar una disminucién del valor del potencial-{ con respecto al valor
estimado para el caso de que toda la carga estuviera fija en la superficie. Esta expansién de la
doble capa interna podria acentuar la importancia de los efectos en la capa de Stern (2,3) y que
no se tienen en cuenta en la teoria cldsica electrocinética. Asi el transporte idnico interfacial
seria impedido por los pelos de las cadenas de la superficie y las movilidades i6nicas serfan mas
bajas que sus correspondientes valores en la disolucién.

Si adoptamos esta hipdtesis como cierta, la superficie de las particulas de ldiex, en este caso,
deberia ser susceptible a un tratamiento térmico por encima de su temperatura de transicion
vitrea (T,) (4), temperatura a la cual tiene lugar el "reblandecimiento” del polimero. Bajo estas
condiciones, las cadenas extendidas adquirirdn movilidad y podran colapsar sobre la superficie
de la particula (5). Tales alteraciones en la estructura del litex deberian reflejarse en el
comportamiento electrocinético por las razones descritas anteriormente.

Por esta razén nos propusimos someter nuestras muestras de ldtex a un tratamiento térmico

y hacer un estudio comparativo con los latex originales.
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V.2 METODOS

El tratamiento térmico de los litex se llevé a cabo en tubos de cristal Pyrex de 15 ml de
capacidad provistos de un tapén con rosca que permite su cierre hermético. Estos fueron
introducidos en una estufa P-Selecta a una temperatura de 115 + 1° C (la temperatura de
transicién vitrea del poliestireno es de 100° C (6)) durante 17 horas (4). Al final del
tratamiento, la suspension se dejé enfriar lentamente dentro de la estufa. Antes de introducir los
latex en el tubo se diluyeron con agua DDI hasta un 1% en contenido en sélidos para minimizar
la agregacién durante el tratamiento térmico de los mismos.

Una vez frias las muestras y debido a un ligero aumento en la conductividad de las mismas

se volvieron a limpiar mediante Serum Replacement durante varios dfas.
V.3 RESULTADOS EXPERIMENTALES
V.3.1 DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULA

Para determinar el tamafio de las particulas se ha empleado el método de dispersion
cuasieldstica de luz ldser utilizando el dispositivo comercial Malvern II 4700, (Figura 5.1), que
consta de:

- Una fuente de luz laser He-Ne, cuya longitud de onda es de 633 nm, y 5 mW de potencia.
- Un fotomultiplicador montado sobre un soporte giratorio con un gonidmetro que permite su
colocacién en un dngulo comprendido entre 10° y 150° respecto del rayo incidente. El dngulo
se puede fijar con una precisién de 0.1°. El fotomultiplicador lleva acoplado un amplificador
y es capaz de detectar un fotén cada 50 ns.

- Una cdmara termostatizada, (con un sistema de filtracion), dentro de la cual se coloca la
muestra en una cubeta de cuarzo redonda para medir a cualquier 4ngulo, o cuadrada para medir
a 90°.

- Un correlador conectado a un ordenador personal para el andlisis y presentacion de los
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resultados.

- Una mesa antivibratoria sobre la que descansa todo el dispositivo.

X7832-88 CONPUTING OOBAELATOR

U"'“ ;e L'J LI’ . PCSMARUAL u-u.-u (AUTOWATIC).
t $ d SONIONETER SYOTEM
ACCESSORES

Fig. 5.1 Esquema del sistema Malvern 4700.

Mediante la dispersion cuasieldstica de luz laser (también denominada dispersion dindmica
de luz o espectroscopia de correlacién de fotones) se trata de analizar las fluctuaciones en la
intensidad de luz dispersada (segin un determinado d4ngulo) por una disoluciéon de

macromoléculas y en funcién de éstas, podemos obtener el tamafio de dichas macromoléculas

(1)

1) Fundamento fisico de la dispersion:

Antes de estudiar la dispersién producida por un conjunto de particulas, consideremos en
primer lugar el caso mds simple, cuando sélo existen dos particulas. Imaginemos dos centros
de dispersion idénticos fijos en el espacio y sometidos a la accién de una fuente comin. Si

observamos la dispersion en un punto alejado de ambos, encontraremos una diferencia de fase



162 ESTUDIO COMPARATIVO DE LATEX...

entre las ondas dispersadas, y la intensidad del campo eléctrico Ej, total en ese punto, dependera
de la diferencia de fase. Si cambiamos la posicién relativa de las particulas E, se modificar4,
al igual que la intensidad de la luz dispersada. Para el caso de N particulas idénticas situadas
al azar E estarfa distribuido como una gausiana centrada en 0 y media cuadratica NE* siendo
E la intensidad del campo dispersado por cada particula y la intensidad media serd N veces la
intensidad difundida por una particula.

La luz incidente se caracteriza por un vector de onda k, cuyo médulo es igual a 2nn/A,,
siendo n el indice de refraccién de la solucién y A, la longitud de onda de la radiacién
incidente. Andlogamente, la luz dispersada segiin un dngulo © se caracteriza por un vector de
onda kp, con médulo 2nn/A,,.

Podemos entonces representar al campo incidente como

%l e [5.1]

o

donde r es el vector de posicién respecto” de algiin origen fijo, pero arbitrario, en el que la fase

¢ =k, - res cero.

Para el caso de que los centros dispersantes se puedan mover unos con respecto de otros, se
puede calcular el valor de Ep. La intensidad del campo observado en el punto P proveniente de
cada centro de dispersién j, vendrd dada por:
E; = A; ™%

L) [5.2]

donde la amplitud A; puede depender de la orientacion y movimiento interno del centro
dispersor.

La fase ¢, que aparece en la expresién anterior es:
d)j:k‘I-—kS'Ij=(ko‘kS]'rﬂ=K‘Ij [5.3]

g

siendo K el-vector de dispersién o de scattering. Como k.= | kg, el médulo de K sera:

Gl G G O = B e
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ATn 0
K = sen |—
i (2) [5.4]
luego:
i(k -z,
E;=A;e ( ) [5.5]
El campo producido por N centros de dispersién sera:
N N i(;(- EJ)
Ey(t) =Y E;(t)=) A;(t) e [5.6]
=1 j=1
y para un tiempo posterior t + T:
N N ik r
E,(t+7) =E Ej(t+1:)=2‘Aj(t+t) e( j) (5.7]
Jj=1 Jj=1
Se denomina funcién de autocorrelacién a:
* [5.8]
G(t) = (E3(t) Ey(t+1))
La media temporal se define como:
to+T/2 [5.9]
(EOP) =2 [ EOF dt
T Jey-1/2
i | to+T/2
(E(e)E(t+) )y = ¢ [ E(t) E(t+1) dt (5.10]

o-T/2
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La funcidén de autocorrelacién normalizada es:

(Ee(t) E (t+1))

([E<(O)))

yit)

y desarrollando obtenemos:

iK(ry(t+s)-I4(8))

<A (L) EE*s) & )

'l"]z

7
y (v)= 2 ——
N N iK(r;(t)-r;(t))
3 ) Ay (e)a(e) e Lot
i=1 j=

Para N particulas idénticas y simétricas:

A(E) = A(t+T)

con lo que:
N N iK(rg(E+s) -14(8))
>y (e )
Y (T) = -la=l g21 — .
N N iK(Ii(t)'Ij(t))
Y3 lie )
i=1 j=1

Para interpretar esta ecuacién separaremos los términos que se refieren a la misma

particula de los que corresponden a distintas particulas:

[5.11]

[5.12]

[5:131]

[5.14]
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N iK(rg(tst)-1y(8)) 1K(£4(6)-14(8))

Y (e )ii(e )

(
o - [5.15]
=1

y (1) =

(e

- 1=1 7=1
N o k(o) -r (e F . iK(rg(t)-ry(e))
) DICEERE) 30 2= )

1 i=1 j=1

El primer término del denominador tiene exponente 0 y se reduce a N. En cuanto al segundo
término, si suponemos que los centros de dispersion son estadisticamente independientes, todos
los términos cruzados son cero.

En el caso del numerador el primer término expresa la correlacién entre la posicién de una
particula en un tiempo t y su posicién en un tiempo t + T. El segundo término establece la
correlacién entre la posicién de una particula en un tiempo t y la posicién de otra en un tiempo
t + 7T, de tal forma que si no hay interacciones este término también es cero.

Para particulas no interaccionantes la funcién de autocorrelacién serd, por lo tanto:

N iK(rg(e+n)-ry(t))

Y (e )

1=1

y (t) =
N [5.16]

Si llamamos:

R (1) = (£i<t+r)—£j(t))
[5.17]

donde el promedio temporal resulta:

iK R (% iKR(t) [5.18]

(e e f G,(R, 1) e dR
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siendo G,(R,T) la funcién de autocorrelacion espacio-temporal de van Hove y representa la
probabilidad de que una particula que se encontraba en el origen t=0, esté en un volumen undad

en la posicién R, en el tiempo t = T, y es de la forma:

3R? )

G;(R,T) = cte'e(- afes) [5.19]

sustituyendo la ecuacién [5.19] en [5.18], integrando y a partir de [5.16], obtenemos la funcién

de autocorrelacién:
N.e(_ k2 2}22») [5.20]
N

Yy (t) =

para un proceso difusivo el valor del desplazamiento cuadratico medio (<R*>) es 6D, siendo

D el coeficiente de difusién, por lo que la funcién de autocorrelacién quedara:
Y (‘L') = e(-Dkzr) ol = [521]

si conocemos la viscosidad del liquido a la temperatura T, mediante la ecuacién de Stokes-
Einstein, determinando la funcién de autocorrelacién, podemos conocer el tamafio de las

particulas.

2) Dispositivo experimental.
El correlador utiliza M canales en los que registra n; fotocuentas y asf obtiene la funcién de

correlacion de las fotocuentas como:
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| i nznz-m
_(@(t)n(t+t)y _ =2 N
([a(e)]?)

y<{*)

siendo N el nimero total de cuentas. Mediante la relacién de Mandel se obtiene la funcién de

correlacion de la intensidad:

. _ (n(t)n(t+t)) _ (T(E)I(t+T)) _ o1

v N moepn  men T (523)
y aplicando la relacién de Siggert:

yI(t) =1 + y(1) [5.24]

por lo tanto podemos obtener, conocida la funcién de correlacién de las fotocuentas, el

coeficiente de difusion.

YC(1) = 1 + e(-20K%) [5.25]

El correlador opera en intewalo§ de tiempo discretos, denominados tiempos de muestreo
("sample times", S. T.), midiendo el nimero de fotones que se detectan. Nuestro dispositivo
opera simultineamente con muchos valores de S. T.

La representacién de 1/2 In ( ¥'(t) -1) frente a T, debe dar una linea recta cuya pendiente

es igual a DK®. En la prictica se utiliza el método de los cumulantes y el ajuste se realiza:
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1 [5.26]
Eln(y‘(t) ~1) = ga+br+crd+...

donde b y ¢ son respectivamente el primer y

segundo cumulante, y a partir de ellos se determina el tamafio de las particulas y la

polidispersidad:

= 2 Ly - e ai ol .
b = DK 52 Polidispersidad (5.27]
3) Resultados experimentales

Se realizaron 30 medidas para cada latex , colocando el fotomultiplicador en un dngulo de
60° respecto al rayo incidente. En primer lugar, mostramos en la Figura 5.2 medidas
comparativas de los latex originales medidos mediante microscopia electrénica de transmisién

yPCS.:

450

W »
a o
O o
T I
X
ES

Diametro PCS (nm)
w
o
o
T

. X‘ -
0O
250 -
200 -
A. | L 1
150" 5 :
150 200 250 300 350 400 450

Didmetro TEM (nm)

% DBG-0 4 DBG-1 ® DBG-2 X DJL-5 © DJL-6 X AD-1

Fig. 5.2 Comparacion de los diametros obtenidos mediante TEM y PCS
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Se puede observar que los tamafos obtenidos por ambos métodos son bastante coincidentes,
sobre todo para particulas de pequefio tamafio. La principal ventaja de esta técnica es que
perturba poco al sistema, al obtener la medida del tamafio de particula en el propio medio en
que se encuentran, a diferencia de microscopia electrénica, donde las particulas son secadas

previamente y ademds examina una muestra estadistica muy amplia en cada medida (del orden

de 107 particulas).

Latex Didmetro (nm) Polidispersidad
DBG-0 399 + 10 0.058
DBG-0TT 385+ 8 0.076
DBG-1 164 =5 0.045
DBG-ITT -162 +4 0.037
DBG-2 315+ 6 0.025
DBG-2TT 3335 0.029
DIL-5 278 £5 0.027
DIJL-5TT 285+ 6 0.038
DJL-6 260 =7 0.031
DIJL-6TT 264 =5 0.036
AD-1 349 = 7 0.055
AD-1TT 361 £ 6 0.069

Tabla 5.1 Medidas de tamarios mediante PCS
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En la Tabla 5.1 presentamos las medidas realizadas mediante PCS para los latex con y sin
tratamiento térmico. A los latex tratados térmicamente se les ha denominado igual que a los
originales afiadiéndoles TT al final. Se puede observar que, pricticamente, ni el didmetro medio
de las particulas ni la polidispersidad se ven afectados por el tratamiento térmico. También se
comprob6 mediante microscopia electrénica de transmision que seguian manteniendo su
esfericidad después del tratamiento. En la Figura 5.3 mostramos una fotografia del latex AD-
ITT como ejemplo. Rosen y Saville (8,9) obtuvieron resultados similares para litex, con
didmetros andlogos a los nuestros, catiénicos y aniénicos (sulfato) y posteriormente con un latex
preparado con metil metacrilato y acroleina no observando en ningin caso diferencias
significativas en el tamafio antes y después del tratamiento térmico. Sin embargo, Chow y
Takamura (4) utlizando un litex carboxilatado (copolimero de estireno y acrilamida) pasan de
un didmetro inicial de 805 nm a uno de 675 nm después del tratamiento, pero no justifican esta
importante reduccién. Por consiguiente, a la vista de estos resultados, parece que el efecto del
tratamiento térmico sobre el tamafio de las particulas se pone de manifiesto en caso de que este

supere un determinado valor.

Fig. 5.3 Fotografia de transmision del ldatex AD-ITT
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V.3.2 ANALISIS MEDIANTE ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Con objeto de comprobar si se habfa producido algiin cambio relevante en la composicién
de los polimeros después de someterlos al tratamiento térmico, se analizaron las muestras
mediante espectroscopia infrarroja. En las Figuras 5.4-5.9 aparecen los espectros de cada uno

de los latex.
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Comparando estos espectros con los obtenidos para los ldtex sin tratar, Figuras 3.10-3.15 del

capitulo III, vemos que no hay ninguna diferencia apreciable entre ellos y por tanto podemos

concluir que el tratamiento térmico no afecta a la composicién del polimero. Esta afirmacién

no implica, sin embargo, que no puedan haberse producido cambios estructurales o quimicos que

afecten a la superficie de la particula incapaces de detectarse mediante microscopia IR.

V.3.3 MOVILIDAD ELECTROFORETICA

Como comentamos en la introduccién los cambios estructurales que se hayan producido en

la superficie de las particulas deben reflejarse en el comportamiento electrocinético de las

mismas. Segin el mecanismo de "hairy layer", la aparicién del méximo se debe a las cadenas

flexibles de polimero extendidas hacia la fase acuosa que actian desplazando el plano de

deslizamiento y reducen por tanto el potencial electrocinético. Si estas cadenas han colapsado
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' -

sobre la superficie después del tratamiento térmico, deberia reflejarse en un aumento de la
movilidad a bajas concentraciones y un continuo decrecimiento (valor absoluto) en todo el
intervalo, tal y como predice la teoria cldsica electrocinética.

Con objeto de comprobar tales predicciones pensamos en primer lugar medir la movilidad
frente a la fuerza i6nica. Para poder comparar los resultados siempre se siguié la misma
sistemdtica, en cada punto se realizaron seis medidas del latex original y seguidamente, en las
mismas condiciones de concentracién y tiempo de espera, el litex tratado térmicamente. En las

Figuras 5.10-15 mostramos las medidas de movilidad frente al KBr obtenidas para cada latex.
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Fig. 5.10 Movilidad frente al KBr de los ldtex DBG-0 y DBG-0TT



176 ESTUDIO COMPARATIVO DE LATEX...
6
5  —
)
> 4=
el
E s
©
T 2
=
i+
O 1 1 1 X 1 1  Z i 1 1 1
26 =515, LS edeb S < cBIBE R 2006 e sl B s i 20,5550
log [KBr]
®AD-1 RAD-1TT
Fig.5. 11 Movilidad frente al KBr de los ldtex AD-1 y AD-ITT
6
5 pa—
2
> 4 —
S
E 34
=
W o
=
1 —
1
3 O T T T T T T T T

=TT . TR ETRsc Lo o Tt et (TR S R (0 1 ST B
log [KBr]
® DBG-1 ®"DBG-1TT

Fig.5. 12 Movilidad frente al KBr de los ldtex DBG-1 'y DBG-ITT



CAPITULO V 177

p 10 (m?/ V s)

p 10" (m?/ V)

T T T MR T T

6 55 -5 45 -4 35 -3 -25 -2 -15 -1 -05 O
log [KBr]
@ DBG-2 R DBG-2TT

Fig.5. 13 Movilidad frente al KBr de los ldtex DBG-2 y DBG-2TT
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Fig.5. 15 Movilidad frente al KBr de los ldtex DJL-6 y DJL-6TT

A la vista de las graficas anteriores, el primer resultado destacable es que las movilidades
antes del maximo son practicamente idénticas para los latex con y sin tratamiento térmico y las
diferencias cuando se observan se ponen de manifiesto a partir del maximo de movilidad. Estas
diferencias son pequeiias para el laitex DBG-1TT que aumenta ligeramente su movilidad respecto
al DBG-1 y para el DJL-5TT que disminuye en comparacién con el DJL-5. Ni para el DJL-6TT
ni el DBG-2TT se observan diferencias respecto a los latex originales. En los litex DBG-0TT
y AD-1TT, sin embargo, hay un desplazamiento del maximo en ambos casos a concentraciones
menores y una pérdida de movilidad muy acusada a partir del mismo con respecto al DBG-0
y AD-1. Esto podria ser debido a que el laitex DBG-0 tiene en su superficie grupos sulfatos y
carboxilos, estos dltimos provienen de la degradacion de los sulfatos e hidroxilos (10,11,12) y
como explicamos en el Capitulo III, tal transformacién se ve favorecida por la temperatura y el
tiempo. Por tanto, es muy probable que el largo periodo de tiempo (17 horas) y la alta

temperatura (115°C) hayan degradado los grupos sulfatos existentes a carboxilos y el litex
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presente ahora solo dcido débil. El caso del AD-1 es similar puesto que también tiene grupos
sulfato en superﬁcié y los grupos aldehido se oxidan con facilidad a carboxilos al calentarlos
(12), por lo que también es posible que parte o toda su carga se haya transformado en icido
débil.

La siguiente serie de medidas se hizo frente al pH para verificar el tipo de grupos que hay

en superficie. En las Figuras 5.16-21 aparecen las curvas de movilidad frente al pH.
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Fig. 5.16 Movilidad frente al pH para los ldtex DBG-0 y DBG-0TT
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Fig. 5.17 Movilidad frente al pH para los ldtex AD-1 'y AD-ITT
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Fig. 5.18 Movilidad frente al pH para los ldtex DBG-1 'y DBG-ITT
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Como puede observarse, los dos unicos litex que presentan diferencias en la movilidad con
respecto a los originales son el DBG-0TT y el AD-1TT, con un comportamiento tipico de acido
débil, es decir una bajada de movilidad a pH 4cidos. En los litex DBG-1TT y DBG-2TT que
presentan grupos sulfonatos en su superficie, no se observan diferencias, lo cual nos confirma
que estos grupos son édcidos fuertes y resistentes a la hidrélisis como habiamos indicado en el
Capitulo III de esta memoria. El comportamiento de los latex carboxilos, DJL-5TT y DJL-6TT
es idéntico al de los originales, ya que estos grupos no sufren cambios.

Chow y Takamura (4), por el contrario, con un latex copolimero carboxilatado de estireno-
acrilamida, observan después del tratamiento térmico un desplazamiento de la curva de
movilidad hacia valores superiores cuando miden esta frente al pH a distintas fuerzas idnicas.
Ellos justifican este incremento de la movilidad con un cambio en la superficie de las particulas
que pasarian de "hairs" a lisas. Estos mismos autores para confirmar la existencia de la "hairy

layer" miden la movilidad frente al NaCl, CaCl, y La(NO,), obteniendo un decrecimiento
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continuo en la misma y con unos valores en la movilidad superiores a los madximos supuestos
a partir de la soluciones de O'Brien y White con lo cual concluyen que el efecto de relajacion
estd sobreestimado para ka { 100 y que el efecto del tratamiento térmico en los litex mejora
el entendimiento de los fenémenos electrocinéticos.

Con objeto de ampliar el estudio electrocinético y sobre todo ver el efecto que producen los
contraiones se midi6 la movilidad de todos los latex frente al NaCl, CaCl, y LaCl,.

Las Figuras 5.22-27 muestran los resultados obtenidos de la movilidad frente al NaCl
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Fig. 5.22 Movilidad frente al NaCl para los ldatex DBG-0 y DBG-OTT
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Fig. 5.27 Movilidad frente al NaCl para los ldtex DJL-6 y DJL-6TT

Los comportamientos de los latex en la movilidad con el NaCl son muy similares a los
obtenidos para el KBr. El resultado mds destacable, sigue siendo una atenuacién con
desplazamiento del maximo a concentraciones menores para los litex DBG-OTT y AD-1TT con
respecto de los DBG-0 y AD-1. Rosen y Saville (9) trabajando con particulas de poli (metil
metacrilato/acroleina) utilizando persulfato potdsico como iniciador obtienen resultados similares
a los nuestros midiendo la movilidad frente a KCl, pero en su caso la desaparicion del maximo
para las particulas tratadas térmicamente es completa, aunque para su ldtex original el mdximo
estd muy atenuado, siendo el incremento de la movilidad desde 10* M hasta 10° M (punto del
méaximo) de sélo 0.25 pcm? V s).

A continuacién presentamos las medidas de movilidad frente al CaCl, que aparecen en las

Figuras 5.28-33.
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Los resultados para el cloruro célcico ponen de manifiesto que las tinicas diferencias
en el comportamiento electroforético que siguen manteniéndose son las de los litex DBG-OTT
y AD-1TT, atenudndose aun mds el mdximo en la movilidad (con respecto al NaCl o KBr) en
ambos casos. Para el resto de los latex que podian presentar alguna ambigiiedad con los
electrolitos indiferentes una vez superado el mdximo se observa que presentan idéntico
comportamiento en todo el intervalo de concentraciones.

Por tltimo se midieron las movilidades frente a la concentracion de LaCl,. Las Figuras 5.34-

39 muestran los resultados obtenidos.
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Fig. 5.39 Movilidad frente al LaCl, para los ldtex DJL-6 y DJL-6TT

Los resultados para el LaCl, vuelven a confirmar los cambios superficiales que se han
producido para los ldtex DBG-0TT y AD-1TT , el aumento que se produce en la adsorcién de
iones La®* con respecto al DBG-0 y AD-1 y que se refleja en una disminucién de la movilidad
hasta hacerse positiva, nos indica que esos grupos deben ser carboxilos, aunque para los latex
DJL-5 y DJL-6 los cambios son mucho mas significativos. El resto de Jos litex con y sin
tratamiento térmico muestran el mismo comportamiento frente al cloruro de lantano, como
como ocurria con anteriores electrolitos.

Para finalizar este apartado mostramos (Figuras 5.40 y 5.41) las curvas de movilidad de los

litex DBG-OTT y AD-1TT frente al NaCl, CaCl, y LaCl..
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V.3.4 DENSIDAD SUPERFICIAL DE CARGA

Para cuantificar el cambio en la densidad superficial de carga de los latex DBG-0TT y AD-
ITT se hicieron valoraciones conductimétricas y potenciométricas de los mismos. La
cuantificacién de los grupos aldehidos se llevé a cabo siguiendo la misma sistemdtica que
explicamos en el Capitulo III de esta memoria. En las Figuras 5.42-44 mostramos las
valoraciones realizadas y en la Tabla 5.2 aparecen las 6, obtenidas comparadas con las de los

latex originales.
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Fig. 5.42 Curva de valoracion del ldtex DBG-0TT
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Litex - o (uC/cm?) o, (uC/cm?) Gr. Aldehidos
(10* peg/cm?)

DBG-0 2.5 7.9
DBG-0TT 18.4

AD-1 2.9 1.17
AD-1TT 13.4 0.67

Tabla 5.2 Densidades superficiales de carga

El primer resultado destacable de las Figuras 5.40 y 5.41 es que la forma de las curvas de
valoracién tanto conductimétrica como potenciométrica indican que sélo hay 4cido débil en
ambas muestras. Por tanto, como ya hapfamos supuesto de las curvas de movilidad, la
transformacién de los grupos sulfato superficiales a carboxilo ha sido completa. De la Figura
5.42 se desprende que sigue habiendo grupos aldehido en la superficie de las particulas del ldtex
AD-1TT. En la tabla 5.2 aparecen cuantificadas las densidades superficiales de carga en grupos
carboxilo obtenidas a partir de las curvas de valoracién conductimétrica, asi como la cantidad
de grupos aldehido existentes. El resultado mds llamativo es que la densidad de carga total de
los latex tratados térmicamente es superior a la de los ldtex originales. Para el litex DBG-0TT
este incremento en la carga es mas del doble con respecto al ldtex original mientras que para
el AD-1TT el aumento es de aproximadamente un tercio compardndolo con el AD-1 (teniendo
en cuenta que podemos expresar la cantidad de grupos aldehidos como carga, multiplicando por
la constante de Faraday, para el AD-1 obtenemos 11.3 pC/cm?® y para el AD-1TT 6.6 pC/cm?).
Rosen y Saville (9) con latex sintetizados con persulfato como iniciador también obtienen un
aumento de la densidad superficial de carga (toda 4cido débil) después de realizar el tratamiento
térmico. Una justificacion para este hecho podria ser que parte de los grupos superficiales de

los latex originales fueran hidroxilo, generados a partir de la reccién de Kolthoff (14), y por
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tanto no detectables en las valoraciones, y que por el efecto del tratamiento térmico se hayan
oxidado a carboxilo. En el caso de los grupos aldehido ha habido una disminucién de
aproximadamente la mitad para el litex AD-1TT con respecto al AD-1, que como ya

comentamos anteriormente, se puede justificar por la oxidacion de estos a carboxilo (13).
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6.1 INTRODUCCION.

La comprensién de los fendmenos de interaccion de protefnas con superficies sélidas posee
un indudable interés en diversos campos de la medicina o farmacia, fundamentalmente los
relacionados con aplicaciones biomédicas, como el desarrollo de 6rganos o tejidos internos
artificiales, disefio de transportadores y dosificadores de proteinas terapéuticas y en
inmunoensayos clinicos (1). La superficie sélida utilizada en la investigacién bdsica de la
mayoria de estas aplicaciones suele estar constituida por microesferas sintéticas de poliestireno.

Dentro del campo de los reactivos de diagndstico, las primeras experiencias en las que se
utilizaban particulas de liatex como substrato sélido para poner de manifiesto la reaccion
antigeno anticuerpo fueron realizadas por Singer y Plotz en 1956 (2). Desde esa fecha hasta
nuestros dias han aparecido més de 200 articulos de investigacién donde se describe el uso de
estos sistemas en inmunoensayos. De todos ellos no llegan a un centenar los kits comerciales
que se han desarrollado. Se hace pues imprescindible un estudio de los factores fisico-quimicos
que gobiernan las interacciones polimero-proteina.

La méxima informacion sobre los mecanismos de adsorcién se obtiene cuando se conocen:

a) La estructura de la superficie sobre la que se adsorberd la proteina. Esto requiere una
caracterizacién previa, en la que se estudie, fundamentalmente el estado eléctrico de
la misma y su naturaleza hidrofébica/hidrofilica.

b) La estructura de la proteina. El hecho de que las proteinas sean macromoléculas
implica, que el proceso de adsorcién es el resultado de un complejo nimero de
contribuciones. El uso de sistemas biolégicos con mezclas de varios tipos de
proteinas, aunque sea de gran interés industrial, s6lo conduce a la obtencién de
resultados ambiguos. La utilizacion de proteinas suficientemente caracterizadas
(fundamentalmente en lo que se refiere a su estructura tridimensional, estabilidad
conformacional y estado eléctrico) y bien purificadas (con objeto de eliminar
impurezas de alto peso molecular, o las propias agrupaciones protéicas como dimeros

u oligémeros) representa el primer paso para la comprension del fendmeno de
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adsorcion.

c) Las caracteristicas del medio de adsorcién. El pH, la fuerza i6nica y la temperatura
deben de encontrarse perfectamente definidos. La existencia de una d.c.e. alrededor
de las particulas y principalmente, la participacién de los iones, serd determinante en
el proceso de adsorcidn.

Se ha elegido para realizar este trabajo una proteina muy estudiada, que se puede considerar
como modelo, la albimina de suero bovino (BSA) y como soportes sélidos se utilizardn cinco
latex de caracteristicas superficiales diferentes, estudiadas en los capitulos anteriores, prestando
especial interés al yipo de grupos superficiales.

Una vez obtenidos los complejos latex-proteina es necesaria su caracterizacién superficial,
determinando el efecto que sobre sus propiedades ejercen las distintas condiciones del medio
de resuspension y, por dltimo, también se estudiara su estabilidad coloidal, pues estos complejos
son los principales componentes del test de diagndstico, cuya utilidad depende de su estabilidad

antes y durante el inmunoensayo.

V1.2 FACTORES QUE DETERMINAN LA ESTRUCTURA DE UNA PROTEINA

Las proteinas son macromoléculas biolégicas constituidas por una secuencia especifica y
tnica de aminodcidos, unidos mediante un enlace covalente denominado peptidico. La secuencia
de aminodcidos constituye la denominada estructura primaria, y debido a la posibilidad de giro
que presentan algunos de los enlaces que forman esta cadena (Figura 6.1) adoptan en el espacio
una determinada orientacion, conocida como a-hélice, hoja-P o distribucién al azar ("random
coil").

Podemos clasificar las fuerzas o interacciones responsables del mantenimiento de la

estructura de las proteinas en cuatro tipos:

1) Interacciones electrostiticas o idnicas. En funcién de las condiciones de pH en las que se

encuentre la proteina, los radicales de algunos de sus aminoécidos se pueden encontrar en forma
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i6nica. Asi por ejemplo, los grupos carboxilo de los aminoacidos glutimico y aspértico poseen
un pK de 3.9 y 4.3 respectivamente, por lo que se encontrardn cargados negativamente a pH
fisiol6gico. Los grupos amino de la lisina y arginina, por el contrario, se encontrardn cargados
positivamente en esas condiciones, puesto que su pK es de 10.5 y 12.5 respectivamente. Estos
aminodcidos se encuentran localizados, normalmente en la superficie de la proteina y pueden

estar completamente hidratados.

Estos enlaces C—N no pueden girar
A

Extremo Extremo
amino carboxilo
terminal terminal

Estos enlaces pueden girar

Enlaces péptidos planos

Fig. 6.1 Posibilidad de giro en los enlaces de una cadena polipeptidica.

2) Enlaces de hidrogeno. Se trata de interacciones a corta distancia, producidas como
consecuencia del pequefio tamafio del hidrégeno y de su cardcter electropositivo. Pueden existir
intra e intermoleculares. Es una interaccion muy comin en las proteinas, y se considera la
principal responsable de la estabilizaciéon de las estructuras en a-hélice o en hoja-fB. Se
producen, normalmente, mediante el oxigeno del grupo carbonilo y el nitrégeno del amino.

3) Interacciones hidrofébicas. Representan la componente mds importante tanto en el

mantenimiento de la estructura de la proteina como en los procesos de interaccién de ésta, y
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particularmente en la adsorcién. Las interacciones hidrofébicas basicamente se deben a efectos
entrépicos. Los radicales apolares tienden a ser excluidos de la superficie de la proteina y a
colocarse en las zonas mads internas. Tanford (3) cuantifico estas tendencias mediante la medida
de la energia libre de la transferencia de los aminodcidos desde etanol a dioxano (disolvente
polar y apolar respectivamente). Los resultados obtenidos indican que la interaccién hidrofébica,
como cabria esperar, depende del radical presente en el aminodcido, de esta forma la energia
libre de la transferencia es muy elevada (en valor absoluto) para los aminodcidos triptéfano,
fenilalanina y tirosina, y con valores intermedios destacan leucina, valina y metionina. Estos
aminodcidos serdn, por lo tanto, los principales responsables de la interaccién hidrofébica. A
diferencia de aquellos aminoacidos que poseen radicales i6nicos, los apolares se encuentran
localizados en las regiones mas internas de la proteina, lo mds alejado posible de las moléculas
de agua.

4) Uni6n mediante puentes disulfuro. Encuadrados dentro de los enlaées covalentes, se
producen por mediaciéon de dos aminodcidos de cisteina, mediante eliminacién de sus dos
atomos de hidrégeno. Este tipo de unidn, al ser mds fuerte y localizada que las anteriores,
restringe el nimero de posibles conformaciones tridimensionales que la cadena polipeptidica
puede adoptar en el espacio.

Todas estas interacciones conducen a una tunica estructura tridimensional denominada
estructura terciaria. Por dltimo dos o mds cadenas polipeptidicas (con estructura primaria,
secundaria y terciaria) pueden asociarse y formar una estructura cuaternaria. La estructura de
una proteina, en su estado natural, que permite realizar su funcién biolégica se denomina
estructura o estado nativo.

Una de las propiedades mas destacables de las proteinas es la existencia en su molécula de
una serie de dominios o regiones, cuya naturaleza puede tener muy diversas propiedades (pueden
poseer dominios con carga neta positiva o negativa, o con cardcter muy polar o muy

hidrofébico, como esquematicamente se representa en la Figura 6.2).
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DOMINIO HIDROFOBICO

DOMINIO POLAR

Fig. 6.2 Representacion esquemdtica de una proteina en disolucion.

Ademis de la estructura tridimensional de la proteina (relacionada con su forma, tamafio y
peso molecular) la otra propiedad esencial de este tipo de moléculas es la que se relaciona con
su estado eléctrico.

El valor y el signo de la carga de una proteina es funcién del pH en el que se encuentre, y
es de especial interés conocer cudl es el valor de pH en el que la carga neta de la proteina es
cero, es decir, el punto isoeléctrico (i.e.p.) de esa proteina. Por encima del i.e.p. la proteina tiene

carga neta negativa y por debajo se encuentra cargada positivamente.

v
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VL3 ESTRUCTURA DE LA ALBUMINA

La albimina es una proteina globular cuya secuencia de aminoacidos se considera constituida
por 9 lazos y 3 dominios (Figura 6.4). En cuanto a su composicion, el dato mds destacable es
el bajo contenido en triptéfano y metionina y la gran cantidad de cisteina, y aminodcidos
cargados (dcido aspdrtico y glutdmico, lisina y arginina). El desarrollo de técnicas mediante las
cuales se determina la secuencia de aminodcidos de una proteina, permite determinar el peso
molecular de aquella. Estos resultados pueden ser comparados con los calculados a partir de
medidas basadas en propiedades fisicas, fundamentalmente por procedimientos hidrodindmicos.
Mediante estudios de equilibrios de sedimentacién, Squire y col. (4) obtuvieron un valor de
66700 + 400 g/mol, mientras que a partir de su composicion, el valor obtenido es 66267 g/mol
(5). Ademas de la determinacién del peso molecular Squire y col. obtuvieron un valor del
tamafio de la molécula y de su forma, a partir de la determinacién de distintas propiedades
fisicas y con la revision de los datos existentes, llegando a la conclusién de que puede asimilarse
a un elipsoide de revolucién del tipo prolato. Los ejes mayor y menor del elipsoide son 140 y
40 A.

Los dltimos resultados (6) indican que el elipsoide no estaria completamente constituido por

la proteina, sino que existe una capa de hidratacién, tal y como se indica en la Figura 6.3.

ol- eloN edre)
)

-1

.
ol
<

Fig. 6.3 Modelo de albumina basado en sus propiedades fisicas.



CAPITULO VI

209

eeeftle

A BEO00e0e0seBRneeROOUN
PCOBLCLECOOBABIDOEGOBOIIOE

BosseaecteoltetdedOROOCODN

oy

oL TSeRees

SR
@e@@eegae@@@&«@@@e@@
AR R RE R RERERTEE
FOC D200 C00MNINNROTOOOD

®@@eé@@e®@@e@qs
CRERORIDRS

O EEEREERIEIEIERIEIET®,
BO5020E000RLONEBEAIICHOSD

N 00 CoTEoEPOREREEEE:
e oeenenne

€00 000OOE P

()

-

f—

o

| FEEOSEEREEERDTEOOD
FOP0LOTCOVCLROLLLROLCOD
BOVNINONPOTOANONOOANRINE
CSISEIBOEDEBON
SEEEEDDDBIE)

FO20000020600RLCRCOTRR

@@@@@@@@@9@@@@@@@@@@@&@@@@@Q

Q@@e@ee@@@@@@@@@@@@@@@@@@@

ORI

D000,
L0 HreoecEateEaee”
A BN EO@RR
FROOLLLN0NNO0INNOANT000EL
Sefesceatrteaa

CCERDDS”

] L

2

Fig. 6.4 Secuencia de aminodcidos y puentes disulfuro en la molécula de BSA.



210 ADSORCION DE BSA-M...

Bloomfield (7) propuso un modelo con 3 dominios de forma aproximadamente esférica (con
didmetros de 38, 53 y 38 A) a partir de estudios hidrodinimicos. Anderson y Weher (8)
utilizando ligandos marcados por fluorescencia obtuvieron un modelo similar, cuyos dominios
tienen la misma masa, de acuerdo con la estructura primaria.

La BSA presenta una estabilidad estructural baja. Esta propiedad puede resultar de gran
importancia en la interpretacién del fenémeno de la adsorcién, sobre todo cuando se modifiquen
las caracteristicas del medio tales como el pH o la fuerza i6nica. La baja estabilidad estructural
puede permitir que los cambios en su estructura durante el proceso de adsorcién resulten mas

faciles, permitiendo una unién a la superficie més fuerte y estable.

VL4 CARACTERISTICAS DE LA ADSORCION DE PROTEINAS

En una disolucion de proteina globular estable en medio acuoso, en la que sus moléculas no
se agregan espontidneamente, debe de ser el exterior de dicha proteina predominantemente
hidrofilico o, si es hidrofébico, debe tener un nimero suficiente de cargas eléctricas en su
superficie para impedir el acercamiento de otra molécula. Como se menciond anteriormente, la
carga debida a la ionizacién de las cadenas laterales de los aminodcidos dcidos y bdsicos estd
situada principalmente en la superficie de la molécula de proteina, en contacto con la disolucién
acuosa. La carga neta en esta superficie se encuentra neutralizada por los contraiones de la
disolucién, de los cuales una parte estin especificamente unidos a la interfase proteina-
disolucién y los demds estin distribuidos en forma difusa. Esta estructura idnica es,
evidentemente, una doble capa eléctrica alrededor de la molécula de proteina similar a la que
rodea a las particulas de litex, con la salvedad de que al no ser la molécula esférica, la doble
capa que la rodea no tiene forma geométrica definida, y en consecuencia la distribucion de iones
y de potencial variard en cada punto de la superficie. Como se puede ver en la Figura 6.5, los
contraiones situados en el interior del plano de deslizamiento pueden residir en huecos de la
molécula de proteina o entre partes protuberantes, por lo que no tiene mucho sentido hablar en

este caso de capa de Stern.
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Fig. 6.5 Proteina globular en disolucion.

La entrada o fijacién de la molécula sobre la superficie de la particula se puede preducir con
multiples orientaciones. Esto estard controlado por la distribucién de carga y la localizacion de
las zonas hidrofébicas de la proteina.

Basdndose en una gran variedad de datos experimentales obtenidos mediante diferentes
técnicas, algunos autores (9,10) han llegado a la conclusién de que el grosor de la capa de
proteina que puede adsorberse sobre una superficie sélida es comparable al tamafio que la
proteina nativa tiene en disolucién. Recientemente, Nakamura y col. (11) han llegado a la misma
conclusion a partir de consideraciones tedricas de tipo electrocinético. Esta observacion sugiere
que el proceso de adsorcion de una proteina trae consigo pocos cambios conformacionales. De

modo mds general, se podria concluir que aunque ocurran ciertos cambios conformacionales en
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la estructura de una proteina al adsorberse en una superficie sélida, la fuerte coherencia interna
de ésta previene que el proceso de adsorcién se convierta en un proceso de desnaturalizacion.

En la Figura 6.6 se puede ver esquematicamente como quedaria una superficie sélida sobre
la que se ha adsorbido una proteina, y donde las dreas sombreadas representan regiones

hidrofébicas.

Fig. 6.6 Esquema de una superficie con proteina adsorbida.

Regiones hidrofébicas sombreadas

Norde y Lyklema (12) han concluido, a la vista de numerosos experimentos, que los factores

principales que determinan la adsorcién de una proteina sobre una superficie s6lida son:

a) Deshidratacion de parte de la superficie adsorbente y de las moléculas de
proteina.
b) Superposicion de las dobles capas eléctricas que rodean tanto a la superficie

sélida como a la proteina, dando lugar a una redistribucién de los grupos

cargados.

c) Variaciones estructurales en la molécula de proteina adsorbida.
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La importancia relativa de estas contribuciones dependerd, evidentemente, de la naturaleza
de la superficie sélida y de la proteina. Los puentes de hidrégeno y las interacciones dipolares
entre grupos de la molécula de proteina y de la superficie adsorbente contribuyen en mucho
menor grado, ya que este mismo tipo de interaccién también se produce en el interior de las
moléculas de proteina, entre la proteina y el agua de hidratacién o entre la superficie adsorbente

y el agua.

a) Deshidratacién de la superficie adsorbente y de la molécula de proteina

Como regla general, la deshidratacion de zonas hidrofébicas disminuye la energia libre de
Gibbs de un sistema, y favorece por tanto la adsorcién. Esta energia libre de Gibbs involucrada
en el cambio del estado de hidratacién de una sustancia, puede ser estimada a partir del reparto
de esa sustancia (o de un modelo semejante) entre una fase acuosa y otra no-acuosa. Para una
superficie hidrofébica de poliestireno, por ejemplo, se ha obtenido (mediante calorimetria) un
valor a 25°C de AG = -16.8 mJ m?, siendo este resultado una consecuencia de un gran aumento
de entropia, TAS = +15.4 mJ m? y un pequefio efecto de la entalpia, AH = -1.4 mJ m? (12).
Esta variacion tan grande de energia libre es la que explica porqué pricticamente todas las
proteinas se adsorben sobre cualquier superficie que tenga regiones hidrofébicas, incluso en los
casos en los que las condiciones electrostiticas o de otro tipo no sean favorables.

Es de esperar también que la afinidad en el proceso de adsorcién de una proteina esté
relacionada con el nimero, o mejor ain, con el tamafio, de las zonas hidrofébicas situadas en
el exterior de la molécula de proteina. Este argumento es precisamente el utilizado por Horsley
y col. (13) para explicar las diferencias encontradas en los experimentos de adsorcién sobre
superficies de silica entre distintos tipos de proteinas, relacionando la hidrofobicidad de la
molécula de proteina con el comportamiento de ésta en el proceso de adsorcidn.

Recientemente Lu y col (14) han determinado la energia de deshidratacién en el proceso de
adsorcion de distintas proteinas sobre distintos polimeros. Para realizar el cdlculo utilizaron los

de valores de AG obtenidos a partir de los coeficientes de reparto de los aminodcidos
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constituyentes de las proteinas utilizadas (Lisozima, Hemoglobina, IgG (F,) y Tripsina) y
simularon las distintas orientaciones de las mismas en el proceso de adsorcién. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 6.1. Los valores obtenidos son el resultado de la media de

los calculados en funcién de las posibles orientaciones de las cuatro proteinas sobre las distintas

superficies.
Lisozima Tripsina IgG Hemoglobina
Poliestireno - 816 - 720 - 1007 - 785
Polipropileno - 441 - 403 - 546 - 433
Polietileno - 293 - 275 - 359 - 291
PolyHEMA 11 10 -5 4
Polivinil alcohol 11 - 19 4 12

Tabla 6.1 AG debido a la deshidratacion en el proceso de adsorcion expresado en kJ/mol.

El resultado mdas interesante de los obtenidos por Lu y col. es el que relaciona la
hidrofobicidad del polimero con el valor de la energia de solvatacién, comprobéndose, tal y
como se esperaba, que esta interaccion es de gran importancia cuando la adsorcién de proteinas

se produce sobre superficies hidrofébicas.
b) Redistribuciéon de grupos cargados
El cambio en la energia libre de Gibbs electrostatica, A,,G, que resulta cuando se produce

el solapamiento de dos campos eléctricos es igual, en nuestro caso, a la diferencia entre la parte

eléctrica de la energia libre de Gibbs de las dobles capas eléctricas antes y después de la
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adsorcién. Por otro lado, la parte eléctrica de la energia libre de Gibbs de una doble capa

eléctrica es igual al trabajo reversible, isotermo e isobdrico necesario para cargarla (9):

G = [¥,do, [6.1]
0

donde v, y o, son, respectivamente, el potencial superficial y la densidad de carga superficial,
variables durante el proceso de carga. La ecuacién [6.lj tendria que aplicarse tres veces, es
decir, calcular la energia libre de Gibbs eléctrica de la superficie adsorbente, de la proteina en
disolucién y de la superficie recubierta de proteina, sustrayéndole a este tiltimo a continuacién
la suma de los otros dos. De esta forma se obtendria la variacién de energia libre de Gibbs
eléctrica, A,,G, asociada al proceso de adsorcion.

Para obtener el potencial superficial, y,, en funcién de la densidad superficial de carga, G,
y poder asi integrar la ecuacién [6.1], es necesario hacer algunas suposiciones con respecto a
la distribucién de carga en las dobles capas de estos tres sistemas. Para la molécula de proteina
en disolucién y la superficie adsorbente se puede utilizar el modelo simple de doble capa
eléctrica de Gouy-Stern, en el que la distribucién de potencial, y(x), a lo largo de la doble capa
estd relacionada con la densidad superficial de carga, o(x), mediante la ley de Gauss para
superficies planas:

%I{{ . OT(eXg)_ [6.2]
siendo eg, la permitividad dieléctrica; para la superficie cubierta de proteina la aproximacion
mas razonable es el modelo de triple capa propuesto por Norde y Lyklema (15).

La redistribucién de grupos cargados al solaparse las dobles capas eléctricas de la superficie
sélida y de la proteina, implica una transferencia de iones desde la disolucion hacia la capa de
proteina adsorbida. Puesto que estos iones transferidos experimentan un cambio de medio, la
energia libre de Gibbs molar de transferencia, A, g;, de un ion i desde la solucién “s” hasta la

capa de proteina "p" no sélo contiene un término eléctrico, sino también uno quimico:
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Atzgi - Aquimgi 2 Aelgi = (Pf—pf) ¥ ZiF(‘llp“lfs)

[6.3]
donde y; es el potencial quimico del ion i en la fase correspondiente, z; es la valencia del ion
(con su signo incluido) y F la constante de Faraday. El segundo término representa la
contribucién electrostitica, y el primero la contribucién quimica. Esta puede ser estimada a partir
de estudios bdsicos sobre la transferencia de iones desde una disolucién acuosa a un medio no
s; son negativos. Para iones

acuoso (16-18). De modo general, tanto A

'quim
=A,,,, h - TA

'quim

h; como A

quim

pequeiios, sin embargo, A s; resulta generalmente positivo, al ser superior

quim 8i quim

en valor absoluto el término entrépico. Esto implica por tanto que la contribucién quimica al
efecto de incorporacién de iones a la capa adsorbida se opone al proceso espontineo de
adsorcién de la proteina. Sin embargo como veremos posteriormente, bajo ciertas condiciones
la co-adsorcién de iones es favorable electrostiticamente, debemos de concluir que en este
efecto de transferencia de iones desde la solucién hasta la capa adsorbida existe competitividad

entre los términos quimico y eléctrico. .
¢) Variaciones estructurales en la molécula de proteina

Como se comentd anteriormente, al estudiar la estructura de las proteinas en disolucidn, la
estructura tridimensional que una molécula de proteina adopta es el resultado neto de una serie
de interacciones en el interior de dicha molécula y entre la proteina y el medio acuoso que la
rodea. Ademds, se ha demostrado que la conformacién que presenta una molécula de proteina
en su estado nativo es generalmente mds estable que la que presenta en otras situaciones
diferentes.

El proceso de transferencia de una molécula de proteina desde la disolucion acuosa hasta una
interfase sélido-liquido trae consigo un cambio en el medio, y pueden producirse por tanto
cambios conformacionales. Zonas hidrofébicas de la proteina que en el estado nativo en
disolucién se encuentran enterradas en el interior apolar de la proteina pueden, en el proceso de

adsorcion, ser expuestas a la superficie adsorbente de modo que atin mantienen su situacién de
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alejamiento del agua, o ser expuestas directamente a la disolucién acuosa.

Puesto que las interacciones entre cadenas laterales hidrofébicas favorecen la existencia de
estructuras helicoidales ordenadas, una pérdida de interaccion hidrofébica intramolecular puede
dar lugar a una reduccidn en el contenido de estas estructuras y, por tanto, aumentar la libertad
rotacional a lo largo de la cadena polipeptidica. Ya se coment6 anteriormente que las moléculas
de proteina globulares no suelen desnaturalizarse en el proceso de adsorcién en una superficie
s6lida, pero incluso una pequeiia transformacién de, por ejemplo, 50 residuos de aminodcidos
desde una estructura ordenada de o-hélice u hoja-B a una disposicién al azar, causaria un

aumento de entropfa de AS_,. = R In 4 JK' mol”, que corresponderia a unos 69 RT por mol

conf

de proteina. Este aumento de entropia puede ser, por tanto, otra de las causas por la que ocurre

la adsorcién espontinea de proteinas sobre superficies sélidas.
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VL5 MATERIALES Y METODOS

La proteina empleada en este estudio ha sido la BSA-monomérica (BSA-m). La BSA
utilizada fue de la casa comercial Miles-Martin. Este preparado comercial fue sometido a una
cromatografia de exclusién molecular; concretamente en Superose 12 obteniendo los resultados

que se observan en la Figura 6.7

Abs. a 280 nm

0.2

Fig. 6.7 Cromatografia en Superose 12.

Una vez separados los tubos correspondientes a los dos picos observados en la Figura 6.7,
se pudo comprobar que el primero de ellos corresponde a la BSA-agregada y el segundo a la
BSA-monomérica. Las muestras fueron congeladas y, posteriormente, la correspondiente a la
BSA-m fue sometida de nuevo a una cromatografia de exclusién molecular, dando un tnico pico

que se pude observar en la Figura 6.8 y que corresponde a un PM de unos 64.000 g/mol. Esto
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nos indica que esta BSA-m no polimerizé durante un tiempo relativamente largo, y que, por

tanto, permanecié en ese estado durante el tiempo que duraron los experimentos.

His

Fig. 6.8 Cromatografia en Superose 12 por separado de la BSA -m.

El punto isoeléctrico se determiné mediante isoelectroenfoque (IEF) en un equipo Phast-
System de Pharmacia, utilizando un Phast Gel-1 de poliacrilamida (Pharmacia), que cubre un
intervalo de pH entre 3 y 9. Los geles son posteriormente tintados mediante el método del
Coomasie Blue o con plata mediante una modificacién del método de Heukeshoven y Dernick
(19). De esta forma el punto isoeléctrico dio un valor entre 4.7 y 4.9. Estos valores coinciden
con los calculados recientemente por Elgersma y col. (20) que obtienen un i.e.p. entre 4.7 y 5.

Toda la proteina fue suministrada por Biokit S.A., purificada y conservada en presencia de
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azida s6dica. Antes de su utilizacién se sometieron durante 24 horas a un proceso de didlisis
frente a agua bidestilada.

Las concentraciones de proteina anteriores o posteriores al proceso de adsorcidén se
determinaron mediante lectura directa de la absorbancia a 280 nm con una cubeta de paso éptico
igual a un centimetro y utilizando como coeficiente de extincion el valor de 0.667. Las medidas
se realizaron en un espectrofotometro Spectronic 601, de Milton-Roy (U.S.A.).

Para obtener las isotermas de adsorcién, 8 ml de 5-200 ugml” de proteina en una disolucién
de tampdn (a un pH dado) se mezclaron en tubos de policarbonato con una cantidad de latex
suficientecomo para que el drea superficial fuera de 0.2 m®. El tiempo de incubacién fue de 4
horas a una temperatura de 25°C. Se incluyé un blanco de litex en cada isoterma para detectar
la interferencia del mismo. Tras la incubacién, las particulas sensibilizadas fueron centrifugadas
durante 30 minutos a 16000 r.p.m. (Centrifuga Centrikon T-124, Kontron Instruments, Suiza).

Se retiraron entonces 5 ml del sobrenadante y se filtraron utilizando un filtro de Millipore de
200 nm de tamafio de poro (100 nm para el laitex DBG-1), despreciando el primer mililitro (para
conseguir el equilibrio con el filtro) y se midi6 la absorbancia a 280nm. Mediante este
procedimiento calculamos la cantidad de proteina no adsorbida. Por diferencia entre la cantidad
total afiadida (que también se determina espectrofotométricamente) y la cantidad no adsorbida,
obtenemos la cantidad adsorbida.

Tanto las medidas de movilidad electroforética como el cdlculo de la concentracion critica

de coagulacion se llevaron a cabo con los dispositivos y métodos indicados en el Capitulo IV.
VL6 RESULTADOS EXPERIMENTALES
VL6.1 ISOTERMAS DE ADSORCION

La adsorciéon de proteinas sobre superficies hidrofébicas es generalmente un proceso

irreversible y ocurre de forma muy rdpida; sin embargo, las condiciones experimentales

(temperatura, fuerza iénica y pH, principalmente) pueden alterar tanto la velocidad del proceso
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como la cantidad de p;otel’na (21). En un estudio reciente (21) se ha realizado la adsorcién de
BSA-m a diferentes tiempos de incubacion, no encontrando variacién alguna en la cantidad
adsorbida a partir de los tres minutos, resultado coincidente con otro estudio previo (23) con la
proteina IgG. Por ello el tiempo de incubacion escogido fue de cuatro horas, periodo suficiente
para dar tiempo a una interaccion superficie-proteina estable y por otro lado no excesivo como
para que se desnaturalice la proteina.

En las Figuras 6.9-13 mostramos las curvas correspondientes a la adsorcién de BSA-m a baja
fuerza i6nica y diferentes pH (4, 5, 6 y 7) sobre los litex DBG-1, AD-1, AD-1TT, DJL-5 y
DJL-6. Se representa la cantidad adsorbida de proteina (Jads) frente a la concentracién de
proteina en el equilibrio (que no se ha adsorbido) (Ceq). La pendiente inicial de las isotermas
de adsorcién nos da informacion acerca de la afinidad entre la proteina y la superficie del latex.
Cuanto mds se asemeje esta a la linea de adsorcion total (sobre el eje y) , mejor serd la afinidad

entre ambas.
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Fig.6.9 Isotermas de adsorcion de BSA-m sobre el ldtex DBG-1
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De forma general de las grificas anteriores podemos destacar:

1°) Todas las curvas muestran un "plateau” bien definido a altas concentraciones de BSA-m.
Este resultado coincide con el de otros autores que han estudiado esta misma proteina
(20,22,24)

2°) La adsorcién méxima de albtiimina en todos los litex se produce a pH 5, o sea, cerca del
punto isoeléctrico de la proteina donde las fuerzas son predominantemente de tipo hidrofébico,
mostrando ademads una buena afinidad (excepto en el AD-1TT). Esto indica que la naturaleza
de nuestros liatex es fundamentalmente hidrofébica.

3°) La adsorcién se produce de forma espontinea incluso para los pH 6 y 7 en los cuales la
carga del litex tiene el mismo signo que la proteina. El pH 7 muestra la minima adsorcién en
todos los casos y una mala afinidad.

4°) La diferencias en la cantidad adsorbida cuando modificamos el pH (y nos alejamos del
i.e.p.) se explican mediante la existencia de dos efectos no excluyentes:
a) Cuando la carga neta de una proteina aumenta, la estabilidad de la proteina disminuye
(20,25). Esto implica que la proteina tiene una mayor tendencia a sufrir variaciones estructurales,
que conducen a aumentar el drea superficial por molécula de la misma, y por lo tanto, a
disminuir la cantidad adsorbida.
b) La disminucién en la cantidad de proteina adsorbida se puede deber al aumento de la

repulsién electrostdtica lateral de las moléculas adsorbidas (26).

Latex DBG-1 (Figura 6.9)

Este latex con grupos sulfonato en su superficie y una 6, = 6.0 uC/cm? presenta la adsorcién
méixima (2.3 mg/m?) a pH 5 con respecto al resto de los latex.. Estudios recientes (24) con latex
sulfonato con densidades superficiales de carga de 13.3 y 19.3 uC/cm?* mostraron una adsorcién
a pH 5 de 2.8 y 3.4 mg/m® respectivamente. Estos autores concluyen que aunque estemos
alrededor del i.e.p la carga del litex influye en la.cantidad adsorbida, siendo esta mayor cuanto
mayor es la carga de los mismos. Nuestros resultados son coincidentes con los suyos, ya que

el DBG-1lestd menos cargado y presenta una menor adsorcién que los otros.
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Latex AD-1 y AD-1TT (Figuras 6.10 y 6.11)

A pH 4 la cantidad méxima adsorbida para el AD-1 con una o, = 2.9 pC/cm’* es de 0.9
mg/m? y para el AD-1TT con una 6, = 12.4 pC/cm* es 1.2 mg/m* . Como a este pH la proteina
tiene carga positiva y el latex negativa, es 16gico que se produzca una mayor adsorcién sobre
el litex con mayor carga. A pH 5 la cantidad adsorbida para el AD-1 es 1.8 mg/m? , menor
que la del DBG-1 que posee una carga mayor, lo que nos indica que la existencia de grupos
aldehido, aunque no aporten carga, le confiere un caricter mds hidrofilico al latex. El AD-1TT
adsorbe a este pH 1.5 mg/m? , por tanto el aumento de carga producido al realizar el tratamiento
témico incrementa el caracter hidrofilico de este dltimo con respecto al AD-1 que se traduce en
una disminucién de la cantidad adsorbida en el i.e.p. Tanto a pH 6 como pH 7, donde la carga
de los latex y la proteina tienen el mismo signo, los resultados siguen siendo coincidentes con
la magnitud de la carga de cada litex, o sea, la repulsién es mayor para el litex mds cargado
(AD-1TT) y la BSA-m se adsorbe en menor cantidad.

Latex DJL-5 y DJL-6 (Figuras 6.12 y 6.13)

En este caso la diferencia de carga en ambos litex (Opy; s = 16.3 pClem® y Opy 6 = 19.2
uC/cm?) no se pone de manifiesto en la cantidad adsorbida a pH 5 y pH 6 que es pricticamente
la misma, sin embargo, a pH 4 el DJL-5 adsorbe menos proteina que el DJL-6, mientras que a

pH 7 el que mds adsorbe es el DJL-5 que es el que presenta una carga menor.

Con objeto de comprobar el efecto que ejerce la fuerza iénica del medio sobre la cantidad
de proteina adsorbida, se han realizado adsorciones a 2 y 50 mM a distintos pH en diferentes
litex. El efecto mds relevante al incrementar la fuerza idnica es que las interacciones
electrostdticas entre la proteina y la superficie adsorbente disminuyen. Se esperarfa., por tanto,
un descenso en la cantidad adsorbida en los casos en que las interacciones entre el litex y la
proteina sean de tipo atractivo y un aumento cuando estas tengan cardcter repulsivo. Las Figuras

6.14-17 muestran los resultados obtenidos.
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Fig.6.16 Efecto de la fuerza idnica a diferentes pH para el ldtex DJL-5
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En la Figura 6.14 (latex DBG-1) podemos observar una disminucién en la cantidad adsorbida
a pH 4 y 5, siendo el efecto mas relevante a pH 5, lo que pone de manifiesto, que parte de la
adsorcién a baja fuerza idnica se ha producido por interaccién electrostatica. En los pH 7, 8 y
9 hay un incremento en la cantidad adsorbida a I=50 mM respecto a I=2 mM que indica una
disminucién de la repulsién entre la proteina y la superficie del litex.

El litex AD-1 (Figura 6.15) muestra una ligera disminucién a pH 4 al aumentar la fuerza
ibnica, sin embargo a pH 5 la cantidad de proteina adsorbida a 2 mM y 50 mM es practicamente
la misma, lo que significa que las fuerzas predominantes (2 mM) eran de tipo hidrofébico y no
electrostaticas. A los pH 7, 8 y 9 hay un aumento en la adsorcién como en el caso del DBG-1.

Los liatex DJL-5 y DJL-6 muestran un comportamiento similar no observiandose ninguna
diferencia en las adsorciones realizadas a pH 4 y 5 para el latex DJL-6 y una ligera disminucién
a pH 5 al aumentar la fuerza i6nica en el DJL-5. Para explicar estos resultados hay que tener
en cuenta que la densidad superficial de carga de los latex es dependiente del pH (por tratarse
de dcidos débiles) y que a pH 4 y 5 se encuentran bastante descargados (27) con lo que la
cantidad adsorbida a baja fuerza i6nica puede depender mds de la interaccién hidrofébica que
de la electrostatica y no tener un efecto apreciable, por tanto, el aumento de la fuerza iénica del
medio. A pH 7, 8 y 9 la tendencia seguida es la misma que en los litex DBG-1 y AD-1, es
decir, un aumento en la cantidad de proteina adsorbida al incrementarse la fuerza iénica debida
a la disminucién de la repulsién entre la sueprficie del latex y la proteina.

Con los tdltimos resultados obtenidos, se pone de manifiesto que la contribucidn electrostética
es importante a baja fuerza iénica. Es de suponer que una vez realizada la adsorcion, la parte
de proteina unida electrostiticamente puede ser desorbida de las particulas si el complejo es
resuspendido en un medio de alta fuerza iénica. La cantidad de proteina desorbida la podremos
utilizar, por tanto, como una medida del tipo de interaccién que une la proteina a la superficie
del latex (28).

La fuerza idnica del medio de desorcién la fijamos a 150 mM y al mismo pH al que se
adsorbi6 la proteina. En las Figuras 6.18-21 aparecen los las cantidades adsorbidas antes y

después del proceso de desorcion.
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Los resultados de desorcién muestran para el DBG-1 (Figura 6.18), que esta es relevante para
los pH 4 y 5, poniendo de manifiesto que hay una contribucién electrostitica importante, incluso
cuando la adsorcion se ha realizado cerca del i.e.p. (pH 5) y las fuerzas de interaccién son
predominantemente de tipo hidrofébico. Para el litex AD-1 (Figura 6.19) la desorcién es
significante a pH 4, pero a pH 5 no se detecta lo que indica que la adsorcion de proteina a baja
fuerza idnica y a este pH se produjo por un mecanismo predominantemente hidrofébico. En los
latex DJL-5 y DJL-6 no se observa desorcién a pH 4 y 5 (dentro del error experimental). Un
resultado llamativo es que a pH 6 y 7 hay una ligera desorcién en todos los litex a pesar de
que la proteina y el ldtex tienen la misma carga, y la adsorcién deberia deberse a fuerzas
hidrofébicas, sin embargo, debido a la estructura de las proteinas (Figura 6.) es probable que
parte de la carga pueda ser positiva en algunas regiones y se adsorba por esas zonas sobre el
litex. A pH 8 y 9 la carga neta de la proteina es mds negativa y la adsorcién espontinea que
tiene lugar se lleva a cabo por interacciones hidrofébicas, no observdndose en los latex

desorcién para estos pH.
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VL6.2 COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICO DE LOS COMPLEJOS LATEX-
PROTEINA

Con objeto de obtener informacién acerca del estado eléctrico de los complejos latex-BSA-m
se llevaron a cabo distintas experiencias electroforéticas.

En primer lugar se estudi6 el efecto del grado de recubrimiento de proteina resuspendida al
mismo pH al que se realiz6 la adsorcién. Las Figuras 6.22-26 muestran los resultados obtenidos.
Se representa la movilidad electroforética del complejo latex-albimina en funcién de la cantidad

adsorbida.
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Fig.6.22 u, del complejo DBG-1/BSA-m en funcion de la cantidad adsorbida
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En general se observa un comportamiento electroforético similar de todos los liatex en
funcién del grado de recubrimiento a los distintos pH estudiados, alcanzdndose un "plateau” en
la movilidad cunado las cantidades de proteina adsobidas son similares. A pH 4 la movilidad
aumenta hasta hacerse positiva en todos los casos a medida que la cantidad de proteina
adsorbida es mayor. Este es un resultado l6gico ya que la proteina, en este pH se encuentra
cargada positivamente por lo que su adsorcion produce una disminucién de la carga del latex,
que serd mayor cuanto mayor sea la cantidad de proteina adsorbida. Este mismo comportamiento
se observa a pH 5, a medida que aumenta el grado de recubrimiento la carga del litex se
apantalla y por tanto la movilidad disminuye aunque no tanto como para el pH 4 ya que estamos
en el i.e.p. de la albimina. Los resultados obtenidos a pH 6 y 7, sin embargo no se pueden
explicar en base al grado de recubrimiento de la superficie de las particulas, ya que la proteina
estd cargada negativamente y por tanto se esperaria que la movilidad decreciera continuamente
a medida que se incrementa el recubrimiento, pero a pH 6 la movilidad aumenta respecto del
laitex sin nada de recubrimiento y a pH 7 se mantiene pricticamente constante en todo el
intervalo independientemente de la proteina adsorbida. Peula y de las Nieves (29) obtienen estas
mismas tendencias cuando miden la movilidad a pH 5 y 7 para dos ldtex sulfonatos y
comprueban que este comportamiento es independiente de la cantidad adsorbida sobre el litex
y depende de las condiciones de la redispersion, es decir, del estado eléctrico de la proteina.

Se midi6 a continuacién la movilidad de los complejos latex-proteina en funcién del pH en
el maximo grado de recubrimiento cuando la adsorcidn se realizé a pH 6. En las Figuras 6.27-30
aparecen los resultados obtenidos, y también se muestran las movilidades de los latex originales.
En este caso los resultados también son dificilmente explicables para los pH por encima del
i.e.p., puesto que aunque el complejo latex- proteina tenga una carga mayor que el litex solo,

las movilidades que presentan son menores para el primero.
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