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En este trabajo, se presenta un estudio sobre la contribucién de los diferentes mecanismos de agregacién de particulas coloi-
dales modificadas superficialmente. Las caracteristicas de las particulas se modificaron adsorbiendo diferentes cantidades de
Albtimina de Suero Bovino (BSA). Las propiedades electroquimicas del medio se fijaron a concentraciones de electrolito
cercanas y superiores a la c.c.c. y a un pH muy cercano al punto isoeléctrico de la protefna. La dispersion estdtica y dindmica
de luz se utilizaron para determinar la dimension fractal de los agregados, d, asi como la velocidad de agregacidn, k, en
funcién del grado de recubrimiento. Los resultados experimentales muestran que la protefna es responsable de una reorga-
nizacién estructural interna dentro de los agregados. Se encontré estabilidad estérica para altos grados de recubrimiento. Sin
embargo, no se detect6 floculacién débil, convirtiéndose la coagulacién y la floculacién por puenteo en los mecanismos de
agregacion predominantes.
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Colloidal Aggregation in presence of Bovine Serum Albumin: influence of the degree of coverage

In this paper, a study on the contribution of the different aggregation mechanisms of surface modified colloidal particles is
presented. The particle surface characteristics were modified by adsorbing different amounts of Bovine Serum Albumin
(BSA). Ion concentration was set close and higher than to the critical coagulation concentration (c.c.c.) and the working pH
was adapted to the isoelectric point for the protein. Static and dynamic light scattering were employed to determine the
cluster fractal dimension, d,, and the rate of aggregation, k, , as a function of the degree of coverage. Experimental results
show structural rearrangement within the clusters due to the presence of protein on the particle surface. Steric stability was
observed for the highest BSA degree of coverage. Weak flocculation was not present and coagulation and bridging floccula-

tion mechanisms appear to be as clear candidates for explaining the experimental results.
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1. INTRODUCCION

Es bien conocido que las macromoléculas que se adsorben
de forma irreversible en la superficie de las particulas coloida-
les afectan fuertemente la estabilidad de los coloides (1, 2). A
altos recubrimientos superficiales, los efectos estéricos impi-
den la floculacién y conducen a un incremento en la estabili-
dad, mientras que a bajos recubrimientos, se forman puentes
entre las macromoléculas que llevan a la floculacién por
puenteo [1, 2]. Este mecanismo de agregacién ocurre cuando
una parte recubierta de la superficie de una particula colisio-
na con una parte sin recubrir de otra particula. En este caso, la
velocidad de agregacién depende fuertemente del grado de
recubrimiento superficial.

Una forma de estudiar el mecanismo de agregacién es
mediante la velocidad de agregacién. Son varios los modelos
tedricos desarrollados para explicar la dependencia de esta
velocidad con el grado de recubrimiento superficial. Uno de los
modelos mds simples es el propuesto por Healy y La Mer (3)
quienes asumen que la colisién de las particulas estd controlada
tnicamente por la difusién de las mismas y que la probabilidad
de unién entre ellas es la unidad. Estos autores proponen que
la velocidad de floculacién por puenteo pura, k, , es proporcio-
nal al nimero de sitios libres de protefna en una particula, 6, y
al numero de sitios ocupados en la otra, (1-0), y viene dada por:
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k,x0(1-0). Este modelo implica que el maximo de floculacién
por puenteo ocurre a recubrimientos intermedios y no existe
floculacién ni entre particulas totalmente recubiertas ni entre
particulas sin recubrir. Ademds, ellos no consideran otros
mecanismos de agregacion, lo que significa que la formacién de
agregados ocurre tinicamente por puenteo.

Modelos posteriores a éste fueron desarrollados por Hogg
(4), Ash and Clayfield (5), Moudgil (6) and Molski (7). Todos
ellos hacen una extensién del modelo de Healy y La Mer.
Aunque consideran nuevos mecanismos de agregacién man-
tienen la floculacién por puenteo como un mecanismo total-
mente efectivo a recubrimientos intermedios, independiente-
mente de las condiciones experimentales. Schmitt y cols. [8]
proponen un modelo extendido que considera una probabili-
dad de colisién para cada mecanismo de agregacién.

El objetivo de este trabajo es separar y cuantificar la contribu-
cién de los diferentes mecanismos de agregacién que se mani-
fiestan en un proceso de agregaciéon coloidal. Mostraremos
como la floculacién por puenteo puede estar presente aunque
no se observe un maximo en la dependencia de la velocidad de
agregacion con el grado de recubrimiento, y como las diferentes
propiedades electroquimicas del medio de suspensién afectan a
la contribucién de los diferentes mecanismos de agregacion.
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2. TEORIA

I. Dependencia de la velocidad inicial de agregacién con el
grado de cobertura superficial

La cinética de los procesos de agregacién en suspensiones
coloidales puede ser descrita mediante la evolucién temporal
de la distribucién en tamafio de los agregados, Nn(t). Para
sistemas coloidales diluidos, donde tinicamente se tienen en
cuenta colisiones binarias, von Smoluchowski propuso el
siguiente sistema de ecuaciones (9):

dN, 1 N
AN = S kiN;N; - N, 2 kN
TR j j 2 k Nk [1]

i+j=n

Los pardmetros k; representan la velocidad a la cual un
i-mero se enlaza con un j-mero. Ellos se interpretan en térmi-
nos de una probabilidad de choque para dos agregados que
difunden uno hacia otro y contienen toda la informacién fisica
del sistema. En la aproximacién de Smoluchowski’s, todas las
colisiones entre dos particulas son efectivas y la agregacién
estd enteramente controlada por la difusién-browniana. Este
es el modo de agregacién més rdapido posible si no se conside-
ran otros mecanismos de transporte adicionales (10, 11).

La probabilidad de unién entre dos particulas coloidales,
depende no solo de las fuerzas que acttian entre las particulas
sino también, de que la parte de superficie que colisiona esté
recubierta de macromoléculas o no. Teniendo esto en cuenta,
se distinguen tres posibles mecanismos de agregacion:

i. Coagulacién. Se produce cuando colisionan dos partes no
recubiertas. Este proceso corresponde a la agregacién de dos
particulas desnudas. La velocidad de reaccién para esta con-
figuracién viene dada por k..

ii. Floculacién débil. En este caso se produce la colisién de dos
partes recubiertas. Este mecanismo de agregacién estd carac-
terizado por la velocidad de reaccién kfd .

iii. Floculacion por puenteo. Colisién entre una parte sin recu-
brir y otra recubierta. En esta configuracién las macromolécu-
las pueden formar puentes entre las particulas. Esta reaccién
vendrd caracterizada por kg,

Teniendo en cuenta los mecanismos anteriores, la velocidad
total de agregacion serd suma de todas y cada una de las apor-
taciones:

ki=k. (1-0)2+ k[d92+ Zkfp9(1—9) [2]

donde el factor 2 considera la probabilidad de choque entre
una parte no recubierta de una particula con una parte cubier-
ta de otra particula y viceversa. La ecuacion [2] permite cuan-
tificar la contribucién de los diferentes mecanismos de agre-
gacion si se conoce la velocidad de reaccién como funcién del
grado de recubrimiento.

II. Determinacién experimental de la velocidad de reaccién

La funcién de autocorrelacién de la intensidad dispersada
se obtiene a partir del producto de la intensidad dispersada
en un tiempo ty un tiempo t+t mads tarde, G(t)=<I(t)I(t+1)>.
Esta se relaciona con la funcién de autocorrelacién del campo
dispersado, g!(t) , mediante la relacién de Siegert:
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go=1+Clgi)] [3]

donde C es una constante que depende de la 6ptica del instru-
mento y g’(t) es la funcién de autocorrelacién de la intensi-
dad normalizada, que viene dada por (12):

 <(B(t)>
§ =i [4]

La informacién sobre la distribucién en tamafio de los agre-
gados se obtiene de los coeficientes del desarrollo en serie del
logaritmo de la funcién de autocorrelacién de campo (13):

B

2 3
In g(t)= -+, (TT) +u, (? + . [5]

Este es el conocido método de los cumulantes y es amplia-
mente utilizado para el andlisis de los datos de dispersiéon
dindmica de luz. El primer cumulante, u,, se relaciona con el
coeficiente de difusién medio de las particulas, <D>, median-
te u1:<D>q2. Conocido el coeficiente de difusién medio, se
calcula el radio hidrodindmico mediante la ecuaciéon de
Einstein-Stokes (12).

Por otra parte, considerando la solucién de escalado dina-
mico de la ecuacién de Smoluchowski y el momento a-ésimo
de la distribucién de tamafios, Olivier y Sorensen (14) obtu-
vieron la siguiente ecuacién para el primer cumulante de la
funcién de autocorrelacién de la intensidad dispersada:

-1/1-»)

L) e l6]

1+—
te

-, (D=u, (0)

donde t =2/ Nk, es el tiempo caracteristico de agregacién
que depende de la concentracién inicial de particulas, N, y
de la constante de velocidad para la formacién de dimeros, ¢,
De la ecuacién (6) se obtiene el tiempo caracteristico de agre-
gacion, t_, si la dimensién fractal de los agregados, df, y el
pardmetro de homogeneidad de van Dongen y Ernst, A, se
conocen.

La dimensién fractal de los agregados se determiné por dis-
persion estética de luz a partir de la dependencia de la intensi-
dad dispersada con el vector de dispersién. Mientras que el
pardmetro A se obtuvo del comportamiento asintético de la
evolucién temporal del tamafio medio de los agregados, medi-
do por dispersién dindmica de luz. Para mds detalles ver (15).

3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Una suspensioén acuosa de particulas monodispersas de polies-
tireno se eligié como sistema coloidal modelo. El radio de las
particulas era de (50+1) nm, con un indice de polidispersidad de
(0.09+0.02). El latex se sintetizé en presencia de un surfactante
(MA80), cuyas moléculas se adhieren a la superficie de las
microesferas de latex y consiguen estabilizar el sistema. La carga
negativa de las particulas proviene de los grupos sulfato superfi-
ciales. La correspondiente densidad superficial de carga (-2.7+0.1)
uC/em?, se determiné por valoraciones conductimétricas y
potenciométricas. La estabilidad se estimé determinando la con-
centracion critica de coagulacién (c.c.c.) a partir de la evolucién
temporal de la intensidad dispersada. El valor obtenido para la
c.c.c. fue (0.495+0.007) M.

Como macromolécula modelo a adsorber en la superficie de
las particulas se eligi6 la Albtiimina de Suero Bovino (BSA)
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comercial. El tnico tratamiento previo antes de la adsorcién
fue la limpieza por didlisis. Diferentes cantidades de BSA se
afladieron a una cantidad fija de suspensién coloidal tampo-
nada. El pH de la suspension se fijé cerca del punto isoeléctri-
co de la BSA, concretamente en pH4.8, para facilitar la adsor-
cién de la protefna en la superficie de las particulas. Tras un
periodo de incubacién, las muestras se centrifugaron y la can-
tidad de protefna no adsorbida se midi6 espectrofotométrica-
mente. La isoterma de adsorcién (Figura 1) muestra la alta
afinidad de la BSA por la superficie de las particulas de latex.
Esta se adsorbe hasta alcanzar un plateau final que indica la
adsorcién de una monocapa completa de protefna. Este méto-
do da la posibilidad de obtener particulas con un grado de
recubrimiento superficial bien conocido controlando, simple-
mente, la cantidad de proteina afiadida. Las particulas cubier-
tas fueron redispersadas y almacenadas a pH7 para evitar la
agregacion espontdnea de los complejos latex-protefna.

Antes de realizar las agregaciones, las muestras fueron
sometidas a ultrasonidos durante 15 min para asegurar condi-
ciones iniciales monodispersas. La agregacién fue inducida
afadiendo un electrolito simple KCl a una muestra estable
con un grado de recubrimiento bien conocido. La mezcla se
realiz6 inyectando en la célula de medida, con un dispositivo
en forma de Y, iguales cantidades de complejos latex-proteina
y de electrolito tamponado. Se estudiaron dos concentracio-
nes de electrolito, una correspondiente a la c.c.c. del latex sin
proteina adsorbida (0.495M) y otra superior a la c.c.c. (0700M).
El pH para la agregacion se fijé en pH4.8 mediante un tampé6n
acético de baja fuerza idnica. La temperatura de trabajo se
mantuvo constante en (25+1)°C.

Los experimentos de agregacién se estudiaron mediante un
dispositivo éptico de dispersiéon de luz que permite trabajar
con dos técnicas simultdneamente: dispersién dindmica de
luz y dispersion estdtica de luz (16). La primera mide la fun-
cién de autocorrelacién de la intensidad dispersada en dife-
rentes tiempos durante el proceso de agregacién y para un
dngulo de dispersion de 60°. El andlisis de los datos se realizé
con nuestros propios programas informadticos. De esta forma
se obtuvo el ndmero medio de particulas por agregado en
funcién del tiempo (15). La dispersién estdtica de luz mide la
intensidad media dispersada para diferentes angulos de dis-
persién. En nuestros experimentos el intervalo angular
empleado fue de 10° a 150°. Cuando la estructura final de los
agregados estd totalmente establecida, la intensidad media
I(q) muestra un comportamiento asintético como se predice
teéricamente. La dimensién fractal se determiné de este com-
portamiento asintético de la intensidad dispersada, I(g) « g%,
para tiempos largos, vélida en el intervalo <Rh>'1g qg<R0>‘1,
donde g=(2nn/A)sen(6/2) es el vector de dispersién [16]. En la
dltima expresion, n es el indice de refracciéon del medio, A es
la longitud de onda de la luz incidente y 6 es el dngulo de
dispersion.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 2 muestra los valores de la dimension fractal en
funcién del grado de recubrimiento de las particulas coloida-
les. Las agregaciones se realizaron a pH4.8 y a dos concentra-
ciones de electrolito KCI. En ambos casos se observa como la
dimensioén fractal de los agregados aumenta con el grado de
recubrimiento, obteniéndose estructuras cada vez mas com-
pactas. Esto significa que la distribucién espacial de masa en
el interior de los agregados depende de las caracteristicas
superficiales de los mismos, siendo las moléculas de proteina
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Figura 1: Isoterma de adsorcién con BSA como macromolécula
adsorbida. La adsorcién se realizé a pH4.9.
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Figura 2: Dependencia de la dimensién fractal de los agregados
recubiertos con proteina (0%, 25%, 50%, 75%) para dos concentracio-
nes de electrolito, 0.495 M y 0.700 M.

adsorbidas las responsables de un proceso de reestructura-
ci6én dentro del agregado (17). Cuando no hay proteina adsor-
bida en la superficie de las particulas, son las moléculas de
surfactante las responsables de la reorganizacién interna del
agregado (18). A altos grados de recubrimiento, el sistema se
encuentra estabilizado estéricamente, observandose una ciné-
tica de agregacion muy lenta que no conduce a la formacién
de estructuras fractales.

El radio hidrodindmico medio de los agregados, <R,>, se
midié por dispersién dindmica de luz durante todo el proceso
de agregacion. A partir de aqui y considerando el tamafio de
las particulas monoméricas, <R,> , se obtuvo el ntimero
medio de particulas por agregado, <n>= (<R,>/<R,>)" . Para
tiempos largos de agregacién se observa un comportamiento
asintético en ley potencias, <n>o t//0%) de donde se obtuvo el
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pardmetro A (15). También por dispersién dindmica de luz, se
obtuvo la dependencia temporal del primer cumulante de la
funcién de autocorrelacién de la intensidad dispersada, u, . A
partir de la ecuacién [6] y una vez conocidos los valores de dy
y A, se calcularon las velocidades de reaccién correspondien-
tes a cada uno de los procesos de agregacién estudiados (15).
La figura 3 muestra las velocidades de reaccién en funcién del
grado de recubrimiento para 0.495 M y 0.700 M de KCI, res-
pectivamente. A altas concentraciones de electrolito se obser-
va una curva en forma de campana con un mdximo bien
definido a coberturas superficiales intermedias. Esto indica,
segtn el modelo de Healy y La Mer, que la floculacién por
puenteo podria ser el mecanismo de agregacién predominan-
te. Sin embargo, a bajas concentraciones de electrolito, la
agregacion es mds lenta cuando aumenta el grado de recubri-
miento, lo que sugiere que en este caso no existe floculacién
por puenteo. El modelo de Healy y La Mer no puede explicar
ninguno de los comportamientos aqui mostrados, puesto que
las constantes de velocidad obtenidas son un factor dos mayo-
res que las predichas por este modelo. Los valores experimen-
tales estdin muy cercanos al valor cominmente aceptado para
agregacion controlada por difusién, que es de 6x10 712 cm® 571,
lo que indica que todas las colisiones en coagulacién, puenteo
y floculacién débil deben ser efectivas.

Fijando los datos experimentales a la ecuacién [2] podemos
separar y cuantificar la aportacién de cada mecanismo de agrega-
cién. Como condicién de contorno, se identifica la constante de
velocidad experimental para 6= 0 con la velocidad de reaccién
para el mecanismo de coagulacion, k. . El mejor ajuste experimen-
tal de la ecuacion [3] para 0.495 M y 0.700 M se muestra en la
figura 3. Los valores obtenidos para las velocidades de reaccién
correspondientes a floculacién débil, k,, y a floculacién por puen-
teo, kfp, se muestran en la tabla I. Se encontr6 que, independiente-
mente de la concentracion electrolito, el mecanismo de flocula-
cién débil no se detecta, siendo predominante la floculacién por
puenteo en ambos casos. Esto significa que la probabilidad de
choque y unién entre una parte recubierta de una particula y una
parte sin recubrir de otra particula es mas elevada que entre dos
partes recubiertas, y del mismo orden de magnitud que entre dos
partes sin recubrir. Este comportamiento se esperaba a altas con-
centraciones de electrolito, donde la forma de campana que mos-
traba la dependencia de k, con el grado de recubrimiento, indica-
ba un claro predominio de la floculacién por puenteo sobre los
otros mecanismos de agregacién. Sin embargo, el valor de k
obtenido para 0.495 M contradice la idea intuitiva formada al
principio de que este mecanismo no estaba presente. A pH4.8 las
moléculas de BSA estdn muy cercanas a su punto isoeléctrico y
por tanto no alteran la carga neta de las particulas coloidales. Por
esto no es sorprendente que las constantes de velocidad que
caracterizan la floculacién por puenteo sean — dentro de los erro-
res experimentales — muy cercanas a las de coagulacién.

5. CONCLUSIONES

Se estudi¢ el efecto que las moléculas de proteina adsorbi-
das en la superficie de las microesferas de poliestireno tienen
tanto en la estructura de los agregados como en el mecanismo
de agregacion. Para ello se determiné la dimensién fractal de
los agregados, df, y las velocidades de reaccién, k., como una
funcién del recubrimiento superficial y para diferentes pro-
piedades electroquimicas del medio de suspensién.

Las dimensiones fractales se midieron por SLS. Se observé
que la dimensién fractal de los agregados aumenta con el
grado de recubrimiento, lo que significa que la distribucién
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TABLA 1. VELOCIDADES DE AGREGACION

[KCI] k k k

c fd fr
(M) (cm?® 1) (cm®s?) (cm?® 1)
0.495 (5.9 + 0.5)1012 (0.6 + 0.8)1012 (6.5 +1.3)1012

0.700 (6.0 £ 0.4)1012 (0.6 £ 0.9)1012 (7.6 £ 1.5)1012

o 0.700 M
® 0495M

00 02 04 06 08 10
recubrimiento / %

Figura 3: Dependencia de la velocidad de agregacion con el grado de
cobertura superficial a 0.495 M y 0.700 M de concentracién iénica.

espacial de masa en el interior de los agregados depende de
las caracteristicas superficiales de los mismos. Los valores
obtenidos indican la existencia de un proceso de reestructura-
cién en el interior de los agregados, dando lugar a estructuras
mds compactas de las que se esperan para un proceso contro-
lado tinicamente por la difusién de los agregados.
Finalmente, se determinaron las velocidades de agregacion,
k., como una funcién de la cobertura superficial. Esto permi-
ti6 separar y cuantificar las constantes de velocidad para los
diferentes mecanismos de agregacién (coagulacién, flocula-
cién débil y floculacién por puenteo) presentes en el proceso
de agregacién. Se observé que bajo las condiciones experi-
mentales aqui estudiadas, los mecanismos de coagulacién y
floculacién por puenteo estdn controlados por la difusién de
los agregados mientras que la floculacién débil no se detecta.
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