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Este trabajo presenta un estudio experimental de la agregacién de particulas de poliestireno cuyas propiedades superficiales
se alteraron mediante la adsorcion de distintas cantidades de Albtmina del Suero Bovino (BSA). La técnica de deteccién
individualizada de la intensidad de la luz dispersada por una particula (Single Cluster Light Scattering, SCLS) se emple6
para el seguimiento de los procesos de agregacién inducidos a alta concentracién de electrolito. Empleando la teorfa de esca-
lado dindmico, se desarrolla un método para determinar el coeficiente de homogeneidad A a partir de la evolucién temporal
de la distribucién de tamafios y del tamafio medio de los agregados. Se observa que, bajo las condiciones experimentales de
este trabajo, el pardmetro A es aproximadamente cero y prédcticamente independiente del grado de recubrimiento de las par-
ticulas. Esto significa que las muestras estdn agregando en el régimen de agregacién limitada por difusién. Unicamente para
particulas completamente recubiertas se observa un ligero incremento en el valor de A que indica que el proceso de agrega-
cién se estd alejando del régimen de agregacién limitada por difusién.
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Dynamic Scaling in Aggregation of BSA Covered Colloidal Particles

In this work, an experimental study on aggregation processes of surface modified polystyrene particles is present. The par-
ticle surface characteristics were altered by adsorbing different amounts of Bovine Serum Albumin (BSA). Single Cluster
Light Scattering (SCLS) was employed to monitor aggregation processes induced at high salt concentration. Based on dyna-
mic scaling properties, a method is developed which allows the homogeneity exponent A to be obtained directly from the
time evolution of the cluster size distribution and the average mean cluster size. Under the given experimental conditions,
the homogeneity exponent A was observed to be approximately zero and practically independent of the degree of surface
coverage of the particles. This means that the samples aggregate in the diffusion limited aggregation regime. Only for the
completely covered particles, a small increase for A was observed which indicates that the corresponding aggregation process

is drifting away from pure diffusion limited aggregation.

Keywords: colloidal aggregation, dynamic scaling, single cluster light scattering, protein adsorption.

1. INTRODUCCION

La agregacion coloidal se puede considerar como un mode-
lo ideal para el estudio de procesos de crecimiento y forma-
cién de estructuras. En estos procesos, subunidades de menor
tamario se acercan debido al movimiento difusivo para luego
unirse y formar agregados de tamafio mayor.

La velocidad de agregaciéon depende no solo de la probabi-
lidad de colisién entre dos particulas sino también de la pro-
babilidad para la formacién de una unién estable entre ellos.
El régimen de agregacién controlada por difusién (DLCA) se
alcanza cuando todas las colisiones entre dos agregados con-
ducen a la formacién de un enlace. Una muestra coloidal
agrega en el régimen de agregacién controlada por reaccién
(RLCA) cuando la probabilidad de unién es mucho menor
que la unidad. Existe una zona de transicién entre los regime-
nes de DLCA y RLCA que no estd bien delimitada.

Generalmente, la probabilidad de unién entre dos agrega-
dos depende de las caracteristicas superficiales de los mis-
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mos. En suspensiones acuosas, las particulas presentan gru-
pos quimicos en su superficie cuya carga depende del pH de
la fase acuosa. Normalmente, las fuerzas electrostaticas con-
trarrestan las fuerzas atractivas de tipo London-van der Waals
y las particulas se mantienen en suspensién. La agregaciéon
comienza si la carga eléctrica se anula o se apantalla cambian-
do el pH o afiadiendo electrolitos a la fase acuosa, respectiva-
mente.

Otra posibilidad de modificar las caracteristicas superficia-
les de las particulas consiste en la adsorcién de macromolécu-
las. En funcién del grado de recubrimiento y de las propieda-
des electroquimicas de la fase acuosa puede observarse una
amplia gama de fendmenos como la agregacién limitada por
reaccién (RLCA), la agregacién por puenteo y la estabiliza-
cién estérica (1, 2).

En este trabajo, se estudia la influencia de las propiedades
superficiales en la agregacién coloidal mediante la técnica de
deteccién individualizada de la intensidad de la luz dispersa-
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da por una particula (Single Cluster Light Scattering, SCLS).
Esta técnica permite el seguimiento de la distribucién de
tamafios y del tamafio medio de los agregados <n _>. A partir
de estos datos, se obtienen las funciones de escalado s(t) y
®(x) mediante un procedimiento de ajuste.

2. TEORIA

En sistemas diluidos, los fenémenos de agregacién se pue-
den esquematizar de la manera siguiente (3):

(i — mero) + (j — mero) - (i+ j)-mero [1]

En este esquema, la expresién “i-mero” representa un agre-
gado formado por un ndmero i de subunidades idénticas. La
constante, kij = kji > 0, cuantifica la velocidad de reaccién entre
los i-meros y j-meros. El conjunto de constantes k;; se denomi-
na kernel de reaccién y contiene toda la informacién fisica
sobre el proceso de agregacion.

La ecuaciéon de Smoluchowski (4):

o

d 1
acn =3 EkijcicJ -c, Ekmc, [2]

it3=n =

describe la evolucién temporal de la distribucién de tamafios,
c,(t), en términos del kernel de reacciéon kij. Esta ecuaciéon
considera tnicamente colisiones binarias que pueden aumen-
tar o disminuir la concentracién ¢, de un agregado de tama-
fio n. El primer término del miembro derecho corresponde a
la formacién de un n-mero a partir de un agregado de tama-
fio iy otro de tamafio (n-i). El segundo término del miembro
derecho representa la pérdida de n-meros cuando estos cho-
can con otros agregados para formar agregados de mayor
tamano.

A pesar de su forma sencilla, no existe una solucién analitica
global de la ecuacién de Smoluchowski. Unicamente en algunos
casos especiales, como el kernel constante (ki. =k, = cte.), el
kernel suma (kij = k;;(i+j)/2) y el kernel producto (kij = kyij)
entre otros, se conoce la solucién analitica explicitamente. Para
el kernel constante y condiciones iniciales monoméricas (c, (t=0)
= ¢,9,,), la distribucién de tamafios viene dada por:

(Cﬂkll t)n_l
N2 )

c,=¢ =
°(1+°o§n t) ‘ 3]

donde ¢ es la concentracién inicial de particulas monoméri-
cas. 8, es el simbolo de Kronecker.

Van Dongen y Ernst introdujeron un esquema para clasifi-
car kernels homogéneos en términos de dos pardmetros, A y
u, segin (5)

A
(s =Ky h=2 "
i<<j ~ ki "j* A-usl

donde la constante a es un nimero positivo grande y k, un
factor de escala.

Para kernels que no dan lugar a la formacién de una fase gel
(M =1), la distribucion de tamafios c_(t) se pude expresar en
términos de dos funciones s(t) y ®(x) segun (3, 5, 6)
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c,(t) ~s7 @d(nss) [5]

La funcién s(t) estd relacionada con el tamafio medio de los
agregados. La funcién ®(x) puede interpretarse como una
distribuciéon de escalado del tamarfio. ®(x) es independiente
del tiempo y, por lo tanto, caracteriza un proceso de agrega-
cién dado. Ha de destacarse que la relacién [5] es estrictamen-
te vdlida sélo para agregados grandes y tiempos largos. No
obstante, en muchos sistemas se encontr6 que las distribucio-
nes de tamafio alcanzan el limite de escalado dindmico, repre-
sentado por la ecuacién [5], también para agregados peque-
fios y a tiempos relativamente cortos (3, 7).

Para kernels homogéneos, la solucién analitica para la fun-
cién s(t) viene dada por [8]

/0.
1) = [c,+(-r)c,t]™ n<1 [6]
C 3exp(C2 t) A=1

donde C; C, y C, son constantes que dependen de las condi-
ciones iniciales. Obsérvese que a tiempos largos, la funcién s(t)
crece como una potencia del tiempo para kernels con A <1,

S~ tll‘A 7]

De la distribuciéon de escalado del tamafio, ®(x), se conoce
Gnicamente el comportamiento limite para argumentos gréi-
des y pequertios (8)

O(x >> 1) ~x "exp(-C,x) 0=s(h-u)<l

o [9]
x"exp(—Csx' " +) T depende del kernel u<0
D(x << 1) ~x7" T<(h+1) u=0
x " T=A+1 u>0

En estas ecuaciones, C, y C; son constantes. T es un expo-
nente desconocido cuyo valor depende de la forma concreta
del kernel.

En algunos casos especiales, se conoce la relacién exacta
entre la funcién s(t) y el tamafio medio <n_> de los agregados

(8).

{n,) <) 6 (n<0)
S(t)~ /e
{n,,; l<t<2 [10]

Para procesos de agregacién controlados por difusién la
funcién s(t) es directamente proporcional al tamafio medio
<n, >. Para otros procesos de agregacién, no se conoce a priori
la relacién entre s(t) y <n, >.

No obstante, la ecuacién [10] sugiere que la funcién s(t)
viene generalmente dada como potencia del tamafio medio
<n, >, es decir como

AR
S(t) \n,/ [11]

donde a = 1. El exponente a se puede determinar experimen-
talmente dado que la distribucién de tamafios c,(t) alcanza su
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ESCALADO TEMPORAL EN AGREGACION DE PARTICULAS COLOIDALES RECUBIERTAS CON BSA

limite de escalado dindmico tinicamente con la funcién s(t)
correctamente elegida (9). Para ello, se calcula la distribucién
de escalado, ®(x), segtin la ecuacién (5) para distintos valores
de a. Unicamente con el valor correcto de a, la distribucién
de tamarios colapsa en una sola curva maestra y define la
funcién ®(x).

Una vez conocido el valor del exponente o, se puede proce-
der al calculo del pardmetro de homogeneidad a. Combinando
la ecuacién [7] con la ecuacién [11], se obtiene

)
(n,,)~/‘“”‘> ~t" [12]

de donde se obtiene el exponente A

Aol [13]

aw

3.PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En este trabajo, se emple6 como sistema coloidal modelo la
muestra AS8 formada por una suspensién acuosa de particulas
esféricas y monodispersas de poliestireno. El didmetro de las
particulas fue de (580 + 27) nm con un indice de polidispersi-
dad de 1.005. La carga superficial de las particulas, proveniente
de grupos sulfato, fue de (-2.4 £ 0.1) uC/cm?. Estas caracteristi-
cas se encuentran resumidas en la tabla L.

Las propiedades superficiales de las particulas AS8 se modi-
ficaron mediante la adsorcién de distintas cantidades de la
Albtimina del Suero Bovino (BSA). Afiadiendo una cantidad
dada de BSA a una muestra estable de ASS, se prepararon par-
ticulas con distintos grados de recubrimiento con esta macro-
molécula.

La temperatura y la concentracién iénica de la fase acuosa
durante los experimentos de agregacién fueron de 21+1)°Cy
1.0 M de KCl, respectivamente. La concentracién inicial de
particulas fue de 1.0x10® cm™. El pH de la fase acuosa se fijo en
5.0 mediante un tampdn de acetato.

Para el seguimiento de los distintos proceso de agregacién se
empleé un dispositivo 6ptico de deteccién individualizada de
particulas (SCLS, Single Cluster Light Scattering). Estd técnica
se basa en la medicion de la intensidad de la luz dispersada por
una particula a bajo dngulo que, por lo tanto, permite contar y
clasificar las particulas segtin su tamafio. El dispositivo experi-
mental registra la distribucién de tamafios hasta heptdmeros y
el ntimero total de particulas como funcién del tiempo. Para
mads detalles véase (7, 10, 11).

4. RESULTADOS EXPERIMENTALES

En este trabajo, se estudiaron los procesos de agregacién
para la muestra AS8 con un 0 %, 25 %, 50 %, 75 % y 100 % de
la superficie de las particulas recubiertas con BSA. La agre-
gacion se indujo mezclando voltimenes iguales de muestra y
electrolito al doble de la concentracién final deseada. Las
medidas de la distribucién de tamafio de los agregados y del
numero total de agregados se realizaron mediante SCLS. El
tamafio medio <n > de los agregados se calculé como
cociente entre el ntimero inicial de particulas monoméricas y
el namero total de agregados.

En primer lugar se determinaron las constantes de veloci-
dad de agregacién para los cinco recubrimientos estudiados.
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TABLA I: CARACTERISTICAS DE LAS PARTICULAS DE POLIESTIRENO.

forma didmetro indice grupos densidad de
(nm) | polidispersidad superficiales | carga superficial
(i.d.p.) (uC/cm?)
esférica | 580 + 27 1.005 sulfato -24+0.1

TaABLA II: CONSTANTE DE VELOCIDAD K11 Y EXPONENTES CARACTERISTICOS
DEL ESCALADO DINAMICO COMO FUNCION DEL RECUBRIMIENTO.

recubrimiento (%) 0 25 50 75 100
ky (1012 cm?3/s) 73+18 62+15 58+14 3.6+09 1.6+04
w 1.1+0.1 09+0.1 0.8+0.1 0.7+0.1 0.55 + 0.05
o 1.0+£0.1 1.2+0.1 1.3+0.1 1.5+0.2 23+02
A 0.09 £0.18|0.07 +0.19 | 0.04 £ 0.19 | 0.05+0.19 | 0.21 +0.16
100 1+
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Tamaiio medio en numero, <n >, como funcién del tiempo en escala
logaritmica. Los simbolos (+) y (*) corresponden a los grados de recu-
brimiento de 25 % y 100 %, respectivamente. Las lineas continuas
representan el comportamiento limite <n > ~ t" para tiempos largos.

Para ello, se represent6 la inversa de la raiz cuadrada de la
concentracién de monémeros como funcién del tiempo. Para
este tipo de representacién, se espera un comportamiento
lineal si las muestras agregan segtin el modelo del kernel
constante (ver ecuacion [3]). En todos los casos, se observo
una dependencia lineal por lo menos durante los primeros
instantes de agregacién. A partir de las pendientes de las
rectas ajustadas se calcul6 la constante de velocidad k.

La tabla II recoge los resultados obtenidos para todos los
grados de recubrimiento estudiados. Se observa que la velo-
cidad decrece conforme aumenta el grado de recubrimiento.
Bajo las condiciones experimentales descritas anteriormente,
se espera que las particulas sin proteina adherida en su
superficie, agreguen en el régimen de agregacién limitada
por difusién. El valor experimental de la constante de velo-
cidad, k;;, obtenido para este caso es de aproximadamente
7x10712 ¢m3/s. Este valor concuerda perfectamente con el
valor medio de (6 + 3)x107'2 cm3/s calculado por Sonntag y
Strenge para muestras que agregan bajo condiciones de
DLCA (12).
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Para las particulas con un grado de recubrimiento bajo e
intermedio, se espera una aportacién del mecanismo del
puenteo al proceso de agregacién. Las constantes experi-
mentales de velocidad observadas en este caso no difieren
significativamente de las constantes observadas para las
particulas no recubiertas. Esto demuestra que también en
este caso, la agregacién estd limitada tinicamente por la difu-
sién de los agregados y todas las colisiones entre dos agre-
gados en configuracién de puenteo deben conducir a la for-
macién de un enlace estable.

El descenso dréstico en la constante de velocidad para
recubrimientos por encima del 50 % se puede explicar en
términos de efectos estéricos que impiden que dos particulas
totalmente recubiertas con proteinas formen una unién esta-
ble entre si. En este caso, la agregacion se aleja del régimen
de agregacién limitada por difusién.

La segunda parte de este trabajo consiste en la obtencién
del pardmetro de homogeneidad A que caracteriza los regime-
nes de agregacion de una forma mds directa. Para ello se
represent6 el tamafio medio de los agregados como funcién
del tiempo en escala logaritmica. La figura 1 muestra esta
representacion para los grados de recubrimiento de 25 % y
100 %. Se observa claramente, que el tamafio medio <n >
alcanza un comportamiento limite en forma de ley de poten-
cia en ambos casos. Para los demds grados de recubrimiento,
se obtuvo un comportamiento similar. La tabla 2 recoge los
exponentes w ajustados segun la ecuacién [12]. Los valores
obtenidos decrecen desde la unidad hasta aproximadamente
un medio conforme aumenta el grado de recubrimiento de los
agregados.

Como siguiente paso para la obtencién del pardmetro de
homogeneidad 3, se calculf la distribucién de escalado ®(x) a
partir de la distribucién de tamafios ¢ (t) y el tamafio medio
<n_>(t) mediante las ecuaciones [5] y [11]. El exponente a se
empled como pardmetro de ajuste y se variaba hasta que
todas las curvas de la distribucién definfan una tnica curva
maestra. La tabla II recoge los resultados obtenidos para el
exponente o. Se puede observar que o. aumenta gradualmente
con el grado de recubrimiento. Para las particulas no recubier-
tas, se obtiene el valor esperado de o = (1.0 + 0.1) mientras que
en el caso de las particulas totalmente recubiertas, el valor
obtenido es de (2.3 £ 0.2). Broide y cols. observan s(t) ~ <n >,
es decir a = 1, en el caso de DLCA y s(t) ~ <nn>2, es decir a =
2, en el caso de la agregacién lenta [8]. Esta observacion pare-
ce indicar que se estd produciendo una transicién de agrega-
cién limitada por difusién a agregaciéon lenta conforme
aumenta el grado de recubrimiento de las particulas.

Finalmente, se procedi6 al célculo del pardmetro de homo-
geneidad A mediante la ecuacién [13]. Los valores obtenidos
estdn resumidos en la tabla II. Como se puede observar, el
valor de A se mantiene précticamente en cero para todos los
recubrimientos. Unicamente para las particulas totalmente
recubiertas, se detecta un ligero incremento. El pardmetro A
caracteriza el régimen de agregaciéon dado que relaciona la
velocidad de agregacién entre dos particulas pequefias con la
velocidad de agregacién entre particulas de mayor tamafio
(ver ecuacion (4)). Por lo tanto, los resultados obtenidos para
A indican que el régimen de agregacién se mantiene practica-
mente inalterado aunque la velocidad del proceso se reduzca
sustancialmente conforme se incrementa el grado de recubri-
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miento de las particulas. También se pone de manifiesto que
el exponente a no es suficiente para caracterizar completa-
mente un régimen de agregacién y inicamente el parametro
A permite identificar los distintos regimenes de agregacién.

5. CONCLUSIONES

Este trabajo presenta un estudio de la agregacién de particulas
coloidales cuya superficie se modificé adsorbiendo distintas can-
tidades de proteina. Las medidas de la velocidad de agregacién
demuestran que la velocidad de agregacién decrece conforme
aumenta el grado de recubrimiento con proteina.

Ademads se desarrollé6 un procedimiento para obtener el
pardmetro de homogeneidad » a partir de la evolucién tempo-
ral de la distribucién de tamafio y del tamafio medio de los
agregados. Se observé que, bajo las condiciones experimenta-
les mencionadas anteriormente, el pardmetro A es practica-
mente independiente de las propiedades superficiales de las
particulas. Por lo tanto, se concluye que el régimen de agrega-
cién no se ve afectado por la presencia de la protefna en la
superficie de las particulas. Unicamente para particulas total-
mente recubiertas, se observa un ligero incremento en i que
puede interpretarse como el comienzo de un cambio en el
régimen de agregacion.
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