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Resumen

Las peliculas autoensambladas en la superficie liquido/aire compuestas de a-ciclodextrina
(a-CD) + tensoactivos, han sido uno de los temas principales de investigacion en el laborato-
rio de biofisicoquimica de la Facultad de Quimica de la UNAM. La posibilidad de transferir
estas estructuras formadas en la superficie a un sustrato sdlido hacen que estos sistemas
tengan una potencial aplicacion en sensores orgdnicos. El sistema a-ciclodextrina + dodecil
sulfato de sodio (DSS) + HyO ha sido caracterizado parcialmente tanto en el seno de la
disolucion como en la interfase liquido/aire, sin embargo caracteristicas de la estructura y
reoldgicas de esta interfase no han sido completamente dilucidadas. Se ha reportado que a
ciertas concentraciones de a-CD y DSS hay la presencia de cuatro especies, a-CD libre, DSS
libre, complejos a-CD:DSSy y complejos a-CDy:DSS, y a relaciones de concentracion 2:1 (a-
CD /DSS) se forma una pelicula en la interfase liquido/aire con propiedades excepcionales.
En este trabajo se realizo una caracterizacion tanto estructural como reoldgica de la superfi-
cie, usando reflexion de neutrones, gota oscilatoria y calorimetria de titulacion isotérmica,
encontrando una pelicula mayormente eldstica a bajas concentraciones de DSS, mayormente
viscosa a altas concentraciones de DSS y con valores altos de viscoelasticidad en la relacion
de concentracion 2:1 (a-CD /DSS). Se sabe que las ciclodezrtrinas son moléculas orgdnicas
que presentan gran versatilidad, tanto quimica como fisica, lo que las hace una molécula muy
importante para encapsular otras moléculas de tamanos parecidos. En los iltimos anos, se ha
descubierto que también pueden encapsular moléculas mucho mads grandes que ellas mediante

agregados de ciclodextrinas, sin embargo a pesar de que existen varios trabajos donde se es-



INDICE DE TABLAS

tudia este sistema con dispersion dindmica de luz a concentraciones parecidas, no hay datos
a la temperatura usada en este trabajo (283 K), como tampoco ezisten datos que caracterizen
la interfase liquido/aire de este sistema. Asi, para poder entender completamente el sistema
ternario, se caracterizo tanto el seno de la disolucion, como la superficie del sistema binario
a-CD + Hy0 confirmando que existe la formacion de una pelicula en la interfase, cuya for-
macion tiene una cinética lenta y su composicion depende de la evolucion de los agregados

en el seno de la disolucion.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Awutoensamble

El autoensamble o agregacion molecular es uno de los principales mecanismos observados
en la naturaleza mediante el cuél se llevan a cabo procesos tan complejos como i) el trans-
porte de moléculas a través de membranas celulares, ii) el plegamiento o desplegamiento de
proteinas y iii) el encapsulamiento de farmacos, ya sea a nivel molecular o macro molecular,
por mencionar solo tres ejemplos. La importancia de estudiar estos mecanismos de autoaso-
ciacion y las estructuras derivadas de éstos radica en que al variar ciertos parametros a través
de cambios en el medio, se puede obtener una gran variedad de conformaciones y arreglos
moleculares. Bajo este principio funcionan algunos sensores, maquinas e interruptores mole-
culares que pueden accionarse, moverse o activarse debido a variaciones en pH, temperatura,
impulsos eléctricos y hasta cambios en concentracion.

Todos estos procesos se rigen principalmente a través de interacciones moleculares débiles
como los son puentes de hidrogeno y fuerzas de naturaleza electrostatica. En presencia de
agua las interacciones hidrofobicas son tipicamente las mas importantes y en la mayoria
de los casos son debidas a fuerzas de van der Waals que, aunque son relativamente débiles

de manera individual, al sumarse pueden dar lugar a estructuras supra o macromoleculares
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estables. Esta implicito que en estos procesos no existe ni formaciéon ni destruccion de enlaces
covalentes.

Este tipo de sistemas autoensamblados son el principal objeto de estudio de los investiga-
dores del laboratorio de Biofisicoquimica de la Facultad de Quimica de la UNAM desde hace
algunos anos. Entre las diversas lineas de investigacion en desarrollo se han estado estudian-
do diferentes mezclas de ciclodextrinas con tensoactivos. Especificamente el proyecto en el
que se enmarca este trabajo estd dedicado a la caracterizacion de mezclas de a-ciclodextrina

(a-CD) + Dodecil Sulfato de Sodio (DSS) en disolucion acuosa.

1.2. Ciclodextrinas y Dodecil sulfato de sodio.

Las ciclodextrinas (CD’s) son oligosacé-
ridos ciclicos provenientes de la degradacion
del almidon formadas por 6 (a-CD ), 7 (6-
CD) y 8 (7-CD) unidades de glucopiranosas.
Su estructura ha sido descrita comtinmen-
te como la de cono truncado donde en su
parte mas ancha tiene el doble grupos hi-

droxilos que en la parte mas angosta (figura

1.1); estos grupos hidroxilos le confieren a la
molécula propiedades hidrofilicas, mientras
que los carbonos dentro del anillo de gluco- Figura 1.1: Esquema de una molécula de a-CD.

piranosa le proporcionan un caracter hidro- En Rojo se muestran los dtomos de ozigeno, en

fobico. Este comportamiento dual hace que amarillo los de carbono y en blanco los hidrégenos.
al pensar en encapsular moléculas o grupos
pequenos con alta hidrofobicidad, estas mo-

léculas sean la primera opciéon a considerar. Ademas de esta versatilidad, las ciclodextrinas
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presentan otras caracteristicas que las hacen ain més interesantes en muy diversas aplica-
ciones, como lo es su baja toxicidad, su biocompatibilidad, su estabilidad quimical®" y
la facilidad con la que es posible modificarlas quimicamente. La modificacion quimica es
importante ya que permite incrementar alguna de las caracteristicas antes mencionadas 191,
E1 DSS es un tensoactivo anionico en cuyo extremo polar se encuentra el anion sulfato que
en su forma de sal se encuentra formando un enlace i6nico con el Na™. Su cadena hidrofilica
estd formada por 12 atomos de carbono. Algunas de las ventajas de este tensoactivo molécula
es su alta solubilidad (100 g/L @ 293 K), su poca toxicidad en concentraciones bajas (se
encuentra en articulos de uso diario del ser humano) y el hecho de que puede adquirirse en su
forma deuterada, haciendo posible el estudio de la intercara liquido aire mediante reflexion

de neutrones (ver seccion 2.2.7).

Figura 1.2: Esquema de una molécula de DSS. Se muestran los dtomos de carbono (verde), dtomos

de oxigeno (rojo) y un dtomo de azufre (amarillo). Por claridad se omite el contraion de sodio.
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1.3. Antecedentes del proyecto

El presente trabajo forma parte de una investigacion que comenzé en el 2005 con la tesis

de licenciatura del sustentante de este trabajol?!! en donde se estudi6é una gran cantidad

de mezclas del sistema a-CD + DSS + HyO en un amplio intervalo de concentraciones

de sus dos componentes principales, a-CD de 0 a 60 mM y DSS de 0 hasta 21 mM, a 5

diferentes temperaturas entre 283 y 323 K midiendo tnicamente tension superficial con el

método de volumen méaximo de gota. El descubrimiento de valores de tension superficial

significativamente superiores a los del agua pura (hasta de 20 mN/m mostrados en la figura

1.3) fue el principal hallazgo de este trabajo. Este incremento de tension se present6 a una

80
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Concentracién de DSS / (mM)

S ——es—p

Figura 1.3: Tensidn superficial para mezclas de
a-CD =[12 mM] en funcion de la concentracion de
DSS a 5 diferentes temperaturas: 283 (A), 293 (o),
303 M), 313 (A), 323 (o) K. Cada punto repre-
senta el promedio tres mediciones independientes

con un total de 49 gotas medidas.

temperatura de 283 K con una concentracion
de DSS entre 2 y 4 mM y la concentracion
de la a-CD en 12 mM.

La principal motivacion para seguir estu-
diando este sistema fue dar una explicacion a
este valor de tension por encima del valor del
agua pura, ya que para sustancias puras en
estado liquido a condiciones estandar, solo
el mercurio tiene mayor tension superficial.
Para sistemas acuosos, unos pocos sistemas
ibnicos presentan 2 dinas de incremento en
el valor de la tension superficial.

En el subsecuente trabajo se usaron dife-
rentes técnicas para caracterizar el seno de
la disolucion. La primera fue calorimetria de
titulacion isotérmica (CTI), que es la técni-

ca de referencia para determinar la presencia
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de especies en el seno de la disolucion. En el modelo para ajustar datos del CTT se tomaron en
cuenta las siguientes especies: complejos a-CD1:DSS (complejos 1:1), complejos a-CD4:DSS;
(complejos 2:1), a-CD libre y DSS libre y se midi6 a 283 y 298 K. Al comparar la distri-
bucién obtenida con el CTI (figura 1.4) y los resultados de tension superficial (figura 1.3)
se intuy6 que los complejos 2:1 podrian ser los responsables de estos incrementos en tension
superficial. Dado que el CTI da informacion solamente del seno de la disolucion y no de
la superficie, se propuso realizar mediciones de microscopia de dngulo de Brewster (MAB),
donde para las concentraciones de 10 mM a-CD y 3.4 mM de DSS se encontr6 una pelicula
rigida, poco rugosa y no fluida. La falta de informacién de MAB acerca de la estructura de
esta pelicula en la interfase liquido/aire nos dirigi6 hacia las simulaciones computacionales
de dindmica molecular (SCDM) en donde se sugiri6 la presencia de una estructura tubular
formada por complejos 2:1 en la interfase, la cual fue comparada con microscopia de fuerza
atomica (MFA). Sin embargo MFA no es una técnica donde se estudie la interfase liqui-
do/aire, sino la interfase transferida a un sustrato solido. Por su lado, las SCDM iniciaron
desde la estructura tubular ya formada en la superficie y aunque esta estructura fue estable
durante el tiempo estudiado (20 ns) su formacion esponténea es debatible.

De este trabajo publicado en el 200822 se concluyé que los valores de tension superficial
encontrados coinciden con la zona en la que existe mayor poblacién de complejos 2:1 en el seno
de la disolucion (CTT). En esta misma relacion de concentraciones, se observo mediante MAB
una superficie rigida, poco rugosa y no fluida. Los resultados de CTI y T'S, sugirieron que los
complejos 2:1 podrian ser los principales constituyentes de la pelicula observada por MAB,
por lo que se propuso una estructura tubular y al estudiar la pelicula transferida a un sustrato
solido se logré encontrar una estructura parecida con MFA. Se logré un gran avance en la
caracterizacion del sistema en este trabajo, sin embargo no se pudo encontrar una respuesta

concreta a la pregunta inicial de ;por qué la aparicion del méximo de tensioén superficial?
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Figura 1.4: Distribucion de especies en funcién de la relacion de [DSS]/[a-CD], la linea negra
representa la a-CD libre, la roja el DSS libre, la naranja los complejos 2:1 y la azul los complejos

1:1.

Aunado a la falta de pruebas para contestar
esta pregunta, al realizar los experimentos o
control de MAB de las disoluciones binarias
(a-CD + HyO y DSS + Hy0) se encontro 658 s 80.3s

la presencia de material en la superficie de 0s 18.5s 368s
la disolucion de a-CD contrario a lo que se

espera al analizar la estructura de esta mo- Figura 1.5: Imdgenes de gotas pendientes en fun-

lecula y a lo reportado en la literatura. La cion del tiempo obtenidas con el tensiometro de

a-CD no deberia tener actividad superficial imagen. Imagen obtenida de/*.
sin embargo se encontré en la interfase liqui-
do/aire. Otro hallazgo importante fue la evolucion de una gota pendiente al medir tension
superficial con el método de imagen. Se observa en la figura 1.5 coémo después de detener la

inyeccion del liquido a la gota (0 s), ésta comienza a reducir su tamano (18.5 a 80 s), cuando

el comportamiento del agua pura a ese mismo volumen es desprenderse del capilar. Esta fue
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un prueba contundente de que la pelicula tenia propiedades elasticas.
Asi se obtuvo una explicacion parcial al maximo de tensién superficial, y surgio otra
pregunta: ;Por qué esta la a-CD en la superficie? ;Tiene alguna relacion la presencia de la

a-CD en superficie con la pelicula formada a en el maximo de tensioén?

1.4. a-Ciclodextrina en la interfase liquido/aire.

La importancia de estudiar el comportamiento de la @-CD en la interfase liquido/aire
radica en la posible aplicacién de este sistema binario para el diseno de sensores autoen-
samblados basados en peliculas delgadas. Estas peliculas son el principal componente de
sensores electroquimicos y biolégicos cuyo uso principal es la deteccion de farmacos como
dextrometorfano!?§l, ibuprofeno, diclofenaco®”! y compuestos volatiles nitro-aromaticos!'7.
En estos casos las CD’s pueden interactuar con una gran variedad de moléculas huésped y
actuar como mediadores redox. El principal mecanismo por el cual se forman estas peliculas

de a-CD en la superficie es el autoensamble.

1.5. Complejos supremoleculares con agregados de ciclo-
dextrinas.

Recientemente se ha encontrado que las ciclodextrinas ademés de tener la capacidad de
formar complejos de inclusion encapsulando pequenos grupos hidrofobicos, pueden interac-
tuar con grupos hidrofobicos mas grandes que sus cavidades!?l. Esto ocurre porque se forman
agregados de moléculas de ciclodextrina de tal forma que en vez de que sean los mon6me-
ros los que interactian con la molécula huésped sean los agregados los que lo hacen. Este
comportamiento de agregaciéon molecular es muy atractivo para la industria farmacéutica,
ya que con frecuencia los fairmacos de interés son moléculas hidrofobicas mas grandes que las

ciclodextrinas. Otra aplicacion reciente de estos agregados de ciclodextrina es su uso como
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1.6. Hipotesis del presente trabajo.

medio de reacciéon quimica que evita la contaminacion debida a productos (hidrofébicos)

secundarios indeseables!'”l. En lo concerniente a la informacion en la literatural5:60l

acerca
del fenémeno de agregacion de ciclodextrinas, Coleman et al.['% ha reportado que las ciclo-
dextrinas («, Sy ) se agregan mediante una red de puentes de hidrogeno. Posteriormente y

siguiendo la misma linea de investigacion, Gaitano et al.[?%]

reportd que la a-CD y la -CD
se agregan espontaneamente en el seno de la disolucion, y Puskas®! reportoé tamafos de
agregados de hasta 600 nm de didmetro. La cantidad de informacion en la literatura refe-
rente a los complejos de ciclodextrinas es vasta. Sin embargo el comportamiento bésico de

las propiedades del seno y superficie de la simple mezcla binaria (ciclodextrina/agua) no se

ha descrito completa y satisfactoriamente.

1.6. Hipotesis del presente trabajo.

» La razon por la que la a-CD se encuentra en superficie en el sistema binario (a-CD +
H,0) es porque al agregarse, sus terminaciones hidrofilicas OH’s interactuan con los
OH’s de otras ciclodextrinas, provocando que su parte hidrofobica (Anillo de gluco-
piranosa) quede expuesto al agua y minimize su energia adsorbiéndose a la interfase

liquido/aire.

= Los valores de tension superficial reportados por encima de los valores del agua pura

se deben a una pelicula viscoelastica.

= Esta pelicula viscoeléstica se encuentra formada mayormente por complejos a-CD4:DSS;.

1.7. Objetivos del presente trabajo.

» Confirmar la presencia de la a-CD en la interfase liquido/aire.

» Caracterizar la interfase liquido/aire del sistema a-CD + H,O.



1.7. Objetivos del presente trabajo.

= Encontrar si existen efectos del envejecimiento en las propiedades, tanto del seno de la

disolucion como de la superficie en el sistema binario a-CD + H5O.

= Si hay efectos de envejecimiento en el seno de la disolucion, encontrar si afectan a la

superficieen el sistema binario a-CD + H5O.

» Caracterizar estructuralmente la pelicula formada en la interfase liquido aire para el
sistema a-CD + DSS + H5O en las condiciones de concentracion y temperatura en la

que se registraron los valores de tension superficial mayores que los del agua pura.

= Caracterizar las propiedades reolégicas de la pelicula que se forma en la interfase liqui-

do/aire en el sistema a-CD + DSS + H»O.



Capitulo 2

Materiales y Métodos.

2.1. Preparaciéon de muestras.

2.1.1. Disoluciones o-CD +H,O0.

En la preparacion de las disoluciones acuosas de a-CD se us6 agua ultra pura provenien-
te de un sistema Elix Milipore(© cuya conductividad fue de 18.2 M{). La ciclodextrina se
obtuvo de Sigma-Aldrich cuyo contenido de agua fue determinado con el método de titula-
cion de Karl-Fisher obteniendo un 10 % en peso. Todas las disoluciones recibieron el mismo
tratamiento antes de medirse o mezclarse con el tensoactivo dodecil sulfato de sodio (DSS).
Este tratamiento consistio en calentar la disoluciéon a 323 K por 30 minutos y posteriormen-
te darle un tratamiento ultrasénico a temperatura ambiente por 15 minutos con un bano
comercial de 40000 Hz. Se realizaron mediciones de UV-vis para comprobar que después de
este tratamiento la ciclodextrina se encontraba completamente disuelta. En la preparacion
de todas las muestras, se sustrajo del seno de la disoluciéon con el objetivo de evitar cual-
quier tipo de estructura, arreglo o agregado que hubiera podido formarse en la superficie de
la disolucion durante el proceso de preparacion, como ya ha sido reportado en mezclas de

polielectrolitos /tensoactivos[®®l. Los términos fresca y afiejada aplicados a las disoluciones
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2.1. Preparacion de muestras.

estudiadas se refieren al seno de la disolucion, no a la interfase. La razon por la cual se hace
esta diferencia es que se puede guardar facilmente una disoluciéon para su posterior medicion
del seno de ésta, sin embargo al crear una interfase liquido/aire ésta es muy dificil de anejar

debido al poco control que se tiene sobre la evaporacion.

2.1.2. Disoluciones o-CD + DSS + H-O.

El h-DSS (dodecil sulfato de sodio totalmente protonado, Ci3HosNaO,4S) fue purificado
con etanol absoluto grado analitico debido a que el producto comercial (Sigma-Aldrich 99 %
de pureza) tiene impurezas que afectan las mediciones de tension superficial hasta en 8 mN /m
alrededor de la concentracion micelar critica, que para el h-DSS es alrededor de 7 mM. Esta

diferencia se muestra en la figura 2.1.

80

70t ‘l\,\
:E‘ 60 |- \:s.
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40} \\._._.7._  m m
A Y i — — J—
Nt
30}
0 5 10 15 20
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Figura 2.1: Tension superficial de disoluciones de DSS en funcion de la concentracion a 20° C.
Al usar DSS purificado (m) se observa un comportamiento cldsico de los tensoactivos, sin embargo,

cuando se utiliza el DSS sin purificar (A) existe un minimo en 7.8 mM producido por el dodecanol. [24]

Esta purificacion consistio en realizar 3 lavados de 5 gramos de DSS en 250 mL de etanol
grado HPLC. Cada lavado se llevo a cabo con agitacion constante durante 10 horas, transcu-

rrido el tiempo de agitacion se dejo reposar otras 10 horas, al término de este tiempo se retir6
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2.1. Preparacion de muestras.

el sobrenadante con una pipeta Pasteur conectada a una bomba de vacio. El sobrenadante
se identifico claramente como material solido en la interfase liquido/aire. Posteriormente se
decanto el exceso de etanol para finalmente secar con vacio. Vollhardt!®? reporté que el do-
decanol esta presente en el DSS y proviene de por una reaccion de hidroélisis de cinética lenta.
Por esta razon, en este trabajo solo se utilizaron muestras preparadas el mismo dia de la me-
dicién. Las disoluciones ternarias se prepararon a partir de dos disoluciones binarias, una de
a-CD + Hs0 y la otra de DSS + H50O del mismo volumen al doble de la concentracion final
deseada. La disolucion binaria de a-CD se prepar6 de la manera antes mencionada (seccion
2.1.1). Las mediciones de reflexion de neutrones requieren del empleo de dodecil sulfato de
sodio completamente deuterado (d-DSS, C15D95Na0,4S), el cual fue adquirido de Cambridge
Isotope Laboratories, asi como también agua deuterada (D50O) la cual fue proporcionada por
el Institut Laue-Langevin (ILL, Grenoble, Francia). Un punto importante en la preparacion
de las muestras es que se puede controlar la concentracion de las disoluciones binarias de
h-DSS y a-CD pero al mezclarlas se tienen dos especies mas, que son complejos 2a-CD +DSS
y a-CD +DSS y sus concentraciones dependen de la concentracion total de a-CD y h-DSS,
asi para poder tener un menor error en la concentracion de los complejos que se forman, las
disoluciones se prepararon usando una balanza en lugar de material volumétrico, lo que nos
permite corregir la concentracion total con el peso del disolvente. Al preparar la disolucion
ternaria, siempre se tomo del seno de las dos disoluciones binarias para entonces mezclarlas
en un nuevo recipiente, con el objetivo de evitar cualquier estructura que pudiera existir en

la interfase liquido/aire.
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

2.2.1. Microscopia de Transmisién de Electrones.

Se efectuaron mediciones de Microscopia de Transmision de Electrones (MTE) para una
para una disolucién de a-CD con una concentracion de 10 mM de a-CD a una temperatura
de 283 mM. Se usé un microscopio de trasmision de electrones marca Philips CM-12 equipa-
do con una cdmara MEGA VIEW-II, operado a una diferencia de potencial de 120 kV con
una magnificaciéon de 730000x y una resolucion maxima de 0.5 nm. La muestra fue prepa-
rada mediante la técnica de estanado-negativo (negative-staning) con acido fosfotungsténico
(2% p/v) sobre una gradilla de carbon Formvar-coated. El riesgo de aparicion de artefactos
se minimiz6 asegurandose de la integridad y calidad de las imagenes. Para ello se coloco
una gradilla Formvar-coated en la disolucion por 1 minuto para luego introducirla en acido
fosfotugsténico durante otro minuto. Después, se procedié a remover el exceso de agua con

papel filtro para finalmente realizar observaciones en campo brillante.

2.2.2. Dispersiéon Dinamica de Luz.

La dispersion dinamica de luz (DDL) es una técnica experimental usada ampliamente
tanto en la industria como en la investigacién para conocer el tamano de particula, aunque
esta técnica a ido avanzando hasta el punto de poder medir parametros microreologicos. [

Las caracteristicas mas importantes con las que debe contar la muestra son:
= Que no sea colorida, ya que puede absorber parte de la luz.
= Concentracion baja, para evitar la reflexion multiple
= Carga i6nica baja, lo que evita agregar un componente al movimiento Browniano.

La forma en que funciona el equipo es detectando las fluctuaciones de la intensidad

provocadas por el movimiento Browniano de las moléculas en intervalos de tiempo del orden
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

de microsegundos. Si se considera que I es el nimero de fotones que llegan al detector en el
intervalo 7 la funciéon de correlacion se construye multiplicando el niimero de fotones de dos

intervalos sucesivos:
T
() = / TOI(t + 7)dt (2.1)
0

esta integral puede aproximarse como:

ga(t) & %ZI(t)I(H—T) (2.2)
ga(t) = (1(t) - I(t + 7)) (2.3)
En los limites:
lim g5 (t) = (I*(t)) (2.4)
lim go(t) = (1(1))? (25)

Porque la correlacion es maxima para instantes cercanos y no no existe para instantes muy
lejanos.

la funcién de autocorrelacién del campo eléctrico es:

a(t) = /0 BB+ Dt (2.6)

Para pequenas particulas esféricas, monodispersas y homogéneas esta funcion se puede

describir como una exponencial: [U+FFFC]
g1 (t) = et (2.7)

esta ecuacion esta relacionada con la funciéon de correlacion de intensidad (Eq. 2.3) por la
relacion de Siegert (Ec. 2.8); la dependencia cuadratica viene de la relacion entre la amplitud
de la onda eléctrica y la intensidad, es decir, la velocidad de flujo de radiacion a través del

area unitaria.
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

92(7) = (I(7)?) - b~ gi (1) + (I(7))? (2.8)
donde b es una constante del instrumento y refleja las desviacion de la correlacion (b=1 para
una perfecta correlacion).

El coeficiente de difusion D se relaciona con la constante de decaimiento de la siguiente

manera:

I'=—-Dgq’ (2.9)
donde

—M—nsen o (2.10)
TN 2 '

finalmente mediante la ecuacion de Stokes-Einstein se obtiene el radio hidrodindmico:

D kT
67T?7Rh

Don k es la constante de Boltzman, T' la temperatura y n la viscosidad del disolvente

(2.11)

para sistemas polidispersos la funcién de correlacion medida es la suma de cada una de

las poblaciones medidas:

gi(t) = Z G, (Diexp(=T7)) (2.12)
a(t) = / h G()e tdl (2.13)

donde G(I') es la funcion de distribucion y se puede evaluar por técnicas de transformada
inversa de Laplace. La rutina més comin utilizado para realizar la inversa Transformada de
Laplace es CONTIN.[5

Para las mediciones de DDL de este trabajo, se utilizo un equipo Z-Sizer modelo ZS de
Malvern Instruments, UK) con un haz incidente de longitud de onda de A = 633 nm (He-Ne,

4.0 mW). Todas las muestras medidas fueron preparadas justo antes de medirse y se filtraron
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

de 15 a 20 veces con un filtro de acetato de celulosa (Titan 2, SUN, Sri, USA) de 0.2 um,
ya que esta técnica es sensible a particulas de polvo, que usualmente son més grandes que el
tamano de poro usado. Las mediciones se realizaron a temperatura constante de 283 y 298
K que se controld de dos maneras diferentes: una con un elemento Peltier dentro del equipo
mientras se realizaron las mediciones, la otra con banos recirculadores con etilen glicol como
fluido térmico, mientras la muestra no se encontraba dentro del equipo (durante los tiempos
muertos de medicion).

Después de filtrar y antes de comenzar a medir se equilibr6 térmicamente la muestra
durante 20 minutos dentro del equipo. Cada medicion reportada a un tiempo t consiste de
15 escaneos individuales, cada uno de los cuales duraron de 15-20 segundos. El software del
equipo cuenta con un “filtro virtual”. De los 15 escaneos individuales, este filtro elimina los
escaneos con el nimero de cuentas mas alto que el promedio, (usualmente méas del 30 %).
Este conteo alto generalmente se produce por particulas grandes que la mayor parte de las
veces son particulas de polvo. Debido al lento pero continuo incremento del tamano de los
agregados observado durante las mediciones se decidi6 realizar mediciones a tiempos largos,
usualmente fueron 300 horas por mediciéon. En todos los casos de la hora 0 a la 10 se realizaron
mediciones cada 15 minutos, a partir de la hora 10 y hasta la 24 se midi6 cada media hora. De
la hora 24 en adelante se midi6 de manera aleatoria hasta llegar al total de horas de medicion.
La funcion de correlacion se resolvio para el coeficiente de difusion usando el método de Non
Negative Least Square (CONTIN) y posteriormente se calculé el radio efectivo Rj, usando

la ecuacion de Stokes-Einstein. Se supuso una geometria ideal esférica para los agregados.

2.2.3. Calorimetria de Titulacién Isotérmica.

La Calorimetria de Titulacion Isotérmica (CTI) es una técnica usada ampliamente para
caracterizar termodindmicamente las interacciones entre moléculas anfitrion-huésped como

lo son complejos de inclusion o proteina-proteina o proteina-fArmaco entre otros.
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

alpha-Cd en DSS

(KJ/mol)
&
o

don

. I I I I I I I I
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 2.2
R=[DSS]/[alfa-CD]

Figura 2.2: Termograma obtenido de una titulacion de a-CD en DSS a 10 °C.

En el CTI, uno de los componentes involucrados en la reaccion (asociacion, agregacion,
o reconocimiento molecular) se agrega gradualmente mediante una jeringa a una disolucion
que contiene al otro componente que se encuentra en la celda de medicion. El calor invo-
lucrado en todos los eventos moleculares producidos debido a esta adicion son registrados
en un termograma (figura 2.2). Este equipo opera mediante el principio de compensacion
dindmica de potencia, es decir, detecta una absorciéon o liberaciéon de energia y la compensa
suministrando cierta cantidad de potencia (ucal/s) que mantiene la temperatura constante
en la celda. Al integrar el drea de los picos resultantes se obtiene el calor asociado a cada
inyeccion. [61]

Para medir los calores de dilucién de muestras acuosas de a-CD se usé un calorimetro de
titulacion isotérmica de MicroCal, USA. La celda tiene volumen de 1.4196 mL y la jeringa
de 0.3 mL. La temperatura fue controlada mediante un elemento peltier en la celda de
medicion. Para el sistema a-CD -+ H0O se coloco en la jeringa disolucion de a-CD/agua y
en la celda HoO desionizada y degasificada. Se realizaron 29 titulaciones de 10 puL en cada
una. A manera de experimento control se titul6 la disolucién sobre si misma; colocando la

misma disolucion en la jeringa y en la celda. Esto se realizo en los casos agua/agua y a-
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

CD/a-CD. La concentracion de las disoluciones de a-CD fueron de 10 mM y se midieron a
temperatura de 283 y 298 K. Para el sistema a-CD + h-DSS + H,0O se coloco la disolucion
de a-CD en la jeringa y el tensoactivo en la celda usando como disolventes H,O y D50 la
descripcion completa de las muestras medidas se encuentra en la tabla 2.1. El instrumento y
el procedimiento de ajuste se verifico con la reaccion de BaCly(ac) con éter corona 18-crown-

6(ac), la cual es una reaccion estandar para calibrar este equipo.

Tabla 2.1: Concentraciones, tipo de tensoactivo, tipo de disolvente y lugar (jeringa o celda) donde

se colocaron las disoluciones medidas en CTI.

|a-CD| en jeringa | Tensoactivo Concentracion de disolvente
mM usado en celda | tensoactivo en celda mM
1.0 h-DSS 1.0 H>O
0.5 d-DSS 0.5 D»0O
1.0 h-DSS 1.0 H,O
0.5 d-DSS 0.5 D,0O

2.2.4. Microscopia de Angulo de Brewster.

Si se hace incidir un haz de luz a través de dos medios con indices de refraccion diferentes
habrad un angulo critico de incidencia al cual la luz con cierta polarizaciéon no podra ser
reflejado, este angulo critico es conocido como el angulo de Brewster

La razon por la cual la luz no puede ser reflejada es porque el campo eléctrico de las ondas
de luz y la normal de la superficie se encuentran en el mismo plano. A esta luz polarizada
se le da el nombre de “p-polarize” porque es paralela al plano y a la luz con polarizacion
perpendicular se le llama “s-polarize”.

Cuando se hace incidir un haz de luz polarizada con un &ngulo igual al de Brewster,

tenemos:
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

0, + 0 = 90°, (2.14)

donde 6, es el angulo de incidencia y 5 es el dngulo de refraccion. Usando la ley de Snell,
nysin (0;) = ngsin (02) , (2.15)

se puede calcular el angulo de incidencia al cual no hay luz reflejada,

nysin (6p) = nysin (90 — 0p) = ny cos (0p) (2.16)

acomodando términos:

0p = arctan (@> (2.17)

ny
donde n; y ny son los indices de refraccion de los dos medios. Esta ecuacion (ec. 2.17) es
conocida como la ley de Brewster.

La Microscopia de Angulo de Brewster es una técnica que permite el estudio in situ de
peliculas delgadas en interfases gas-liquido y solido-gas. El punto de la superficie donde se
hace incidir el haz de luz polarizada generada con el laser se observa mediante una camara
digital. Debido a que la luz estd polarizada, cuando se tiene una superficie limpia se ob-
serva un tono mondétono de gris obscuro. Cuando hay presencia de material en la interfase
liquido/aire se observan regiones en tonos de grises claros.

La informacion sobre la cinética de adsorcion de las moléculas de a-CD a la interfase
liquido/aire se obtuvo usando un Microscopio de Angulo de Brewster (MAB) modelo Mi-
croBAM de KSV, Finlandia. Este equipo cuenta con un laser que incide sobre la interfase
en un angulo fijo de 53°y una camara con un campo de vision de 3.6 mm x 4 mm y una
resolucion espacial de 6 um por pixel que digitaliza las imagenes. Las muestras se colocaron
en una palangana de Langmuir (Minimicro, KSV Instruments, Finland) cuya area es de 98
cm? y puede contener hasta 57 mL de disolucion. Esta palangana también esti equipada

con dos barreras movibles y un tensiémetro con un sensor de barra (niquel) que tiene una
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resolucion de 0.01-1 mN/m. Para el control de la temperatura (283 y 298 K) se us6 un
bano recirculante. Se midieron tres diferentes disoluciones, todas a una concentracion de 10
mM de a-CD, dos de ellas se usaron inmediatamente después de su preparacion. La tercera
disolucién se guard6 por siete dias a temperatura ambiente y luego se midié a 283 K para
observar el efecto del envejecimiento en el seno de la disolucion en la formacion de la peli-
cula en la interfase liquido/aire. Todas las mediciones se realizaron en un cuarto limpio, con
temperatura controlada y filtro de polvo. La limpieza de la palangana se llevd a cabo con
cloroformo de alta pureza y con agua desionizada (18.2 M(). Se consider6 limpia la palanga-
na cuando la presion superficial (7) del agua desionizada vertida en la palangana fue menor
a 0.2 mN/m después de usar las barreras para comprimir un 90 % del area disponible de la
palangana. Terminado este procedimiento se retir6 el agua de la palangana y se colocaron
40 mL de la disolucion de a-CD a medir. Las imagenes de MAB se grabaron en intervalos
de 15 a 20 minutos durante las primeras 6 horas y luego de 30 a 60 minutos hasta terminar
el experimento. La duracién promedio de los experimentos fue de 20 horas que es el limite

para estas condiciones debido a la evaporacion.

2.2.5. Tensién Superficial.

La intercara producida por el contacto de dos fases, que pueden ser liquido-vapor, liquido-
liquido (inmiscibles o parcialmente miscibles), solido-liquido o solido-vapor, forma tipicamen-
te una pelicula en la que las interacciones intermoleculares son anisotropicas en la direccion
perpendicular al plano de la intercara. Esta pelicula puede ser tan fina como una monocapa
molecular pero también puede estar formada por una superposicion de capas de moléculas
més o menos ordenadas. Como resultado, la interfase esta sometida a una tension superficial
cuyas propiedades dindmicas y estaticas dependen de las interacciones que tienen lugar en-
tre las moléculas que la componen. El caso que nos ocupa en este trabajo, es el de peliculas

delgadas en interfases liquido/vapor.
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Desde el punto de vista termodinamico, la tension superficial de un liquido puro se define

COINO.

o= (g—j%ﬁ (2.18)

donde o es la tension superficial, G la energia de Gibbs y A el area de la interfase.

Existe una gran variedad de métodos para obtener los valores de tension superficial de
un liquido: anillo de DuNouy, pesado de gota, volumen de gota, presion maxima de burbuja,
capilaridad e imagen, principalmente. Ademés, la cantidad de modelos para describir los
comportamientos de la tension superficial en funciéon de la temperatura, concentracion y

tiempo es amplia.

2.2.5.1. Tensién Superficial Estatica: Método de imagen.

La tensiometria de imagen es una técnica que se basa en el analisis 6ptico del perfil de
una gota pendiente de un capilar de radio conocido. Al ajustar la ecuacion de Young-Laplace
en su forma diferencial al perfil de esta gota se obtiene el valor de la tension superficial. Esta

ecuacion es:

y" Y ApgR}
<(1 + y2)3/2 + (1 +y’2)1/2> =2+ o Y (2.19)

donde Ap es la diferencia de los valores de densidad entre la fase densa y la ligera, g es la
aceleracion de la gravedad, h la altura de la columna hidrostatica de la gota y Ry el radio
de curvatura de la gota. La derivacion detallada de esta ecuacion puede encontrarse en la
referencial?!. Mediante calculos de geometria analitica el software del equipo también puede

proporcionar el volumen y el drea de la gota.
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

2.2.5.2. Tensién Superficial Dinadmica

La medicion de la Tension Superficial Dindmica (TSD) utiliza el mismo principio y el
mismo equipo que el de tension estatica, la diferencia consiste en que se sigue la dependencia
con el tiempo de la tension superficial. Con estas mediciones se conoce la tension superficial
al equilibrio de un sistema cuya interfase necesite largos tiempos para llegar al equilibrio, lo
que significa que las velocidades de adsorcion a la superficie son muy lentas. Este es el caso de
algunas macromoléculas como algunas proteinas[®! que llegan a necesitar varias horas para
alcanzar el equilibrio, o en el estudio de las impurezas presentes en el DSS a concentraciones
menores a la CMC, como lo demostré Fainerman. [

Los valores de (TSD) de este trabajo fueron obtenidos mediante un tensiémetro de imagen
(modelo OCA20 de Dataphysics, Alemania), el cudl cuenta con una camara de video de alta
resolucion que puede obtener hasta 123 iméagenes por segundo. Este equipo también cuenta
con una celda para el control de temperatura la cual fue disenada en nuestro laboratorio y
construida por Hellma (Alemania). Esta celda permite mediciones a temperatura constante
de hasta 24 horas de duraciéon debido a que se minimiza la evaporacion de la gota al crear
un equilibrio liquido/vapor en su interior. Se crearon gotas con un volumen de ~ 24uL a una
velocidad de 0.5 pL/segundo en la punta de un capilar hidrofébico (acero) de 1.650 mm de
diametro externo. Toda la punta del capilar que se coloc6 dentro de la celda de control de
temperatura. Las iméagenes fueron grabadas a una relaciéon de una imagen por segundo. El
valor de la tension superficial fue obtenido mediante la ecuacion de Young-Laplace descrita
en la seccion 2.2.5.1. Se midieron dos diferentes disoluciones, ambas a una concentracion de
10 mM. La primera se midi6 inmediatamente después de preparada y la segunda se guardo
por siete dias para conocer el efecto del anejado del seno de la disolucion en la pelicula
formada en la interfase. Las disoluciones preparadas fueron divididas en dos, una se midio

con TSD y la otra se midi6 simultdneamente con microscopia de dngulo de Brewster.
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

2.2.6. Modulo Dilatacional

El moédulo de elasticidad o dilatacional esté relacionado con la capacidad que tiene un
sistema para reaccionar debido a una perturbacion dada. En este caso la propiedad que
responde es la tension superficial y la propiedad perturbada es el area de la gota pendiente.
Los cambios de area se pueden lograr mediante un proceso de expansion/compresion. Los
valores de elasticidad estan relacionados con los procesos de adsorcion-desorciéon, asi como
con la reestruccturacion de las moléculas en la superficie y dependen del tiempo (o frecuencia)
durante la cual la perturbacion es aplicada. Ademas, estos procesos también dependen del
peso molecular, la forma de la molécula y las interacciones entre las especies presentes en la
superficie.

La elasticidad superficial esta directamente relacionada con la estabilidad de emulsiones
y peliculas espumosas,!**l asi como con algunos bioprocesos que ocurren en las membranas
celulares. Un ejemplo es el intercambio de oxigeno en las membranas de los alveolos pulmo-
nares. %3] También se pueden encontrar procesos que ocurren a nivel membranal en donde la
interaccion membrana/proteina dependen de la elasticidad y empaquetamiento de los lipidos
en la membrana.

La elasticidad dilatacional (surface dynamic elasticity) también llamada elasticidad de

superficie (surface elasticity) G se define como:

dy
G= dln A

(2.20)

donde dv es el cambio infinitesimal de la tension superficial con respecto al cambio del loga-
ritmo natural del area (dIn A). Tanto el drea como la tension superficial () son calculados
ajustando el perfil de la gota con la ecuacion de Young-Laplace (ecuacion 2.19).

Bajo regimenes dindmicos el comportamiento de una pelicula va desde un comportamien-
to viscoso hasta uno elastico. Tomando como guia la figura 2.3, si no existe un proceso de
relajacion, la fase es & = 0, lo que indica que no hay diferencia entre la perturbacion y la

respuesta del sistema y no hay disipacion de energia, en este caso el sistema se considera
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

15

15 ! ! ! )
-10 -5 0 5 10

Figura 2.3: Esquema de la senal sinusoidal que provoca la perturbacion del drea (linea punteada) y
la respuesta de la tension superficial (linea solida). At = representa el tiempo que tarda en reaccionar

el sistema a la perturbacion, o es la amplitud del drea y og la amplitud de la tension superficial.

elastico. En el otro extremo, cuando 0 = 90 el sistema es viscoso, para todos los demas
valores (0 < 0 < 90) el sistema se considera viscoelastico.
La relacion entre el el esfuerzo maximo oy y la deformacion maxima v, (figura 2.3) se

conoce como el médulo de elasticidad:

0o
G| = — 2.21
6 =2 (2:21)

En este caso se puede resolver en dos componentes:

|G*| =G +iG" (2.22)
Pare descomponer |G*| en G' y G":

G' = |G"|cosd (2.23)

G" = |G*|send (2.24)
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

El modulo dilatacional se midi6é para di-
soluciones con concentraciones constantes de . e
a-CD en 10 mM y variables (entre 1y 13.6

mM) de h-DSS a 283 y 293 K. Para obte-

T T
Tension Dindmica —+—

ner los valores de los modulos de elasticidad

de la pelicula, se us6 un equipo de la mar-

ca DataPhysics modelos ODG (Alemania).

Tensién superficial (mN/m)

Este equipo usa como moédulo primario el

L L L
0 50 100 150 200 250

tiempo (minutos)

tensiometro de imagen OCA20. A este mo-
dulo primario se le adapta uno que posee un Figura 2.4: Medidas de tension dindmica de di-
piezoeléctrico con el cual se realizan pertur- soluciones con concentraciones de o-CD [10mM]

baciones al drea (a través del volumen) de ¥ h-DSS [3-4mM], para conocer el tiempo de es-

la gota. El modulo dilatacional se obtiene a pera necesario para alcanzar la estabilidad en la

partir de la variacion de la tension superfi- intercara.
cial dy en funcion del area de la gota dA.
Todas las gotas fueron creadas a una velocidad constante de 0.6 pL/s y medidos a un volu-
men de 20 pL. La gota colgd de la punta de un capilar con un radio externo de 1.65 mm.
El intervalo de frecuencias usado fue de 0.01 a 0.2 Hz midiendo 5 frecuencias con cada gota.
Antes de crear la gota se estabilizo térmicamente el sistema por 15 minutos; transcurrido este
tiempo se cred la gota y se dejo estabilizar la superficie de la gota por 1.5 horas. Para estimar
el tiempo de estabilizacion se hicieron pruebas de tension dindmica (a volumen constante)
como lo indica la figura 2.4; cuando la tension superficial dinAmica muestra una pendiente
constante, cercana a cero, se consider6 al sistema como estable. 18]

Al terminar este tiempo de estabilizaciéon comenzé la perturbacion sinusoidal del area.
Las imagenes se grabaron a una razoéon de 120 por ciclo, en cada frecuencia se midieron 12

ciclos dando un total de 1,200 imagenes por frecuencia y 6,000 por gota. Posteriormente se

procesaron las imagenes para obtener los valores de tension superficial. Con estos datos el
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

modulo dilatacional |G*|es calculado, asi como sus componentes G’ (parte real/viscoso) y
G” (parte imaginaria/elastica). También se obtiene d que es angulo de desfase. Se realizaron
exhaustivas pruebas de reproducibilidad para poder obtener dos parametros basicos de las
mediciones, a saber: el cambio de area de la gota que fue de 8% y la cantidad maxima de
frecuencias por gota, fue de 5. (el equipo es capaz de grabar hasta 20 frecuencias por gota,
pero se obtienen reproducibilidades muy pobres). También se realizaron mediciones de las

disoluciones binarias a-CD /H50O y h-DSS/H,0 y agua pura como controles.

2.2.7. Reflexion de Neutrones.

Las técnicas de reflectometria son importantes para la caracterizacion de la estructura

3139 La reflectometria se utiliza

de interfases a nivel nanométrico (entre 1-5000 angstrons)!
principalmente en el estudio de las propiedades internas de la estructura de interfases, dando
informacion de la estructura y de las propiedades del material que se encuentran formando
éstas. Particularmente la reflexion de neutrones nos da la posibilidad de estudiar interfases
acuosas con ayuda de sustituciones isotopicas de hidrogenos por deuterios, lo que nos brinda
la oportunidad de distinguir entre la subfase, la superfase y la/las interfases. En un experi-
mento tipico de reflexién especular se hace incidir un rayo colimado de neutrones sobre la
superficie a estudiar con un angulo 6 (figura 2.5). La reflectividad, (R) del rayo reflejado
especularmente es medido como una funciéon del cambio en el momento perpendicular a la

superficie, Q.[Q, = (4msinf) /)], y es definido como la relacion entre la intensidad del rayo

incidente y el reflejado.

2.2.7.1. Modelo

La reflectividad medida depende de la variacion del parametro SLD (Scattering Lenght
Density) p(z) que es perpendicular a la interfase. Generalmente la estructura interfacial

puede ser aproximada mediante un modelo de capas con espesor d,, (donde n es la capa a la
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

Incident beam reflected beam

i [ || ¢

=
SEEE I PRy

Figura 2.5: Esquema de la reflexion especular de neutrones sobre una superficie acuosa.

que se hace referencia) cada una de estas capas tiene un “scattering lenght density” (SLD)
pn y Tugosidad o, ,41. Estas capas se encuentran entre la siper y la subfase.

En este modelo la interfase se divide en n capas y se supone que el rayo de neutrones es
reflejado por cada una de estas capas; asi el valor del vector de onda, k en la capa n esti

dado por:
kn - knJrl

kn + kn—l—l

El coeficiente de Fresnel se modifica debido a que la interfase entre cada capa esta lejos

(2.25)

Tnn+l =

de ser completamente plana, esta modificacion se introduce mediante una funcién error
(ecuacion 2.26).

kn - kn—l—l
—€eX

Tnntl = p (—2kpkni100 1) (2.26)

n + kn+1

También se tiene un término que representa el espesor (d,,) de cada capa:
ﬁn = kndn (2.27)

Entonces resulta una matriz caracteristica, ¢, para cada capa:

. expfn  Tnexp(fn) (2.28)

Tnexp(_ﬁn) eXp(_ﬁn>
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

La matriz resultante estd definida como el producto de estas matrices caracteristicas,

n

M =T]en (2.29)

n=0

de donde la reflectividad calculada es:

2
| My

R= |1
M21

(2.30)

Cada una de las curvas de reflectividad se modelan con un minimo de 5 variables: el factor
de escala del equipo!®l, el SLD de la stiper y subfase (generalmente conocido y constante),
el ruido de fondo y la rugosidad de la subfase. El ruido de fondo agrega una constante a
todos los valores de (). Otras cuatro variables se requieren para cada capa: el espesor (d), la
SLD del material (p) la penetracion del solvente ( %solv) y la rugosidad (o). El método para
realizar los ajustes de estas ecuaciones son dos: el de Abeles matrix o Parratt descrito en la
literatural*?.

En este trabajo los experimentos de Reflexion de Neutrones (RN) se llevaron a cabo en el
reflectometro FIGARO (Fluid Interfaces Grazing Angles ReflectOmeter) que se encuentra en
el Instituto Laue-Langevin en Grenoble, Francia. Este equipo recibe impulsos de neutrones
con una longitud de onda de 2 a 20 A y a dos angulos fijos: 0.624° y 3.78°. Los principios de la
aplicacion de esta técnica a la interfase liquido/aire se encuentran descritos en la literatura. 6]
Para obtener una mayor cantidad de datos experimentales que ayuden a obtener ajustes de
mayor calidad se usaron contrastes. Estos, son el resultado de usar componentes deuterados,
tanto en los disolventes como en las moléculas. Los dos disolventes usados para las mediciones
fueron agua deuterada (D20) y ACMW (Air Contrast Matched Water) que es una mezcla de
8.1 % en volumen de D5O y HyO en la cual no existe reflexion de neutrones de la subfase. En
el caso de las moléculas se uso dodecil sulfato de sodio protonado (h-DSS) y dodecil sulfato
de sodio deuterado (d-DSS). Los diferentes contrastes usados se muestran en la tabla 2.2 y
se especifican de manera mas amplia en la seccion de resultados y discusion (seccion 3.2.3

de este trabajo.
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

Tabla 2.2: Diferentes contrastes usados en las mediciones de reflexion de neutrones. En estos
contrastes se varia el componente deuterado. Los componentes son: d-DSS (Dodecil Sulfato de Sodio
deuterado), D2O (agua deuterada), NRW (Non Reflective Water, 81 % H20O y 19% D20.) y h-DSS
(Dodecil Sulfato de Sodio protonado).

Descripcion del contraste

Contrastel ACMW + d-DSS

Contraste2 D>O + d-DSS
Contraste3 ACMW + h-DSS
Contraste4 D>O + h-DSS

En los experimentos se emple6 a-CD totalmente protonada. Sin embargo los hidrogenos
expuestos (que se encuentran en los grupos hidroxilos), pueden sufrir deuteracion al ser di-
sueltos en D2O. Para conocer el grado de deuteracion de la a-CD se realizaron experimentos
de Resonancia Magnética Nuclear tanto en DoO como en ACMW. Se encontr6 que la a-CD
sufre tres sustituciones H—D que es el 100 % de los hidrogenos en grupos hidroxilos. En
ACMW se sustituyen en proporcion a la composicion de HoO y D2O (92 y 8 %, respectiva-
mente) es decir hay cuatro sustituciones H—D en toda la a-CD . Este reemplazo provoca
que el parametro “longitud de dispersion” de la a-CD sea diferente en DoO y en ACMW
(de 376.31 y 204.09 fm, respectivamente). El valor del volumen molecular (V) de la a-CD
empleado fue de 995 A3 y se determin6 mediante la interpolacion de datos en la literatura. [*!]
Este y otros parametros usados para realizar los ajustes de RN se resumen en la tabla 2.3.
Los ajustes se realizaron con el software SANGRA % el cual esta basado en la implemen-
tacion del método de Parrat!*? para el modelado de multicapas usando las ecuaciones de
Fresnel. Este anélisis esta limitado a la determinaciéon de la cantidad de material absorbido
a la interfase liquido/aire. Cada curva de reflexion obtenida usando angulo bajo fue ajustada

independientemente a un modelo de una capa.
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

Tabla 2.3: Pardmetros importantes usados en los ajustes de RN.

SL (fm) SLD (x10%A-?)
molécula/complejo Disolvente V(A3 Disolvente
D,O | ACMW D,O | ACMW
a-CD 376.502 | 204.274 9951 3.784 2.053
h-DSS 15.944 4072 0.392
d-DSS 276.234 6.787
a-CDyd-DSS; 2.937 1.621 26183 | 2.937 1.621
a-CDyh-DSS; 3.931 2.616 3.931 2.616

L Determinado mediante la interpolacion de datos encontrados enl#/
2 Valor usado de Campbell et al.,J. Phys. Chem. B, 2012, 116 (27), pp 7981-7990!"/

3 De simulaciones de dindmica molecular.

En las muestras del sistema binario, las disoluciones de a-CD medidas fueron preparadas
a una concentracion de 10mM en dos diferentes contrastes: DoO y ACMW. El dngulo bajo no
contiene informacion estructural de la capa y a pesar de esta falta de informacion estructural
el producto de p y 7 fue posible estimar la concentracion en superficie I' = p7/(N4b) donde
Ny es el numero de Avogadro, y b = > b; es la reflexion coherente obtenida de la suma de
todos los valores correspondientes sobre cada ntcleo.

Para el caso de la ternaria, se midieron muestras con una concentracién constante de a-
CD de 10 mM y una concentracion variable del tensoactivo. Los sistemas examinados fueron:
h-DSS + a-CD + Dy0O, h-DSS +a-CD + ACMW, d-DSS + a-CD + D50 y d-DSS +a-CD
+ ACMW.
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

2.2.8. Elipsometria.

La elipsometria (EP), tambien conocida como elipsometria espectroscopica es una técnica
no destructiva que se basa en la medicion de los cambios de polarizacion representados
por su relacion de amplitud (V) y el cambio de fase (A). Estos cambios dependen de las
propiedades 6pticas del material asi como del espesor de la pelicula. Sin embargo, esta técnica
también puede usarse para caracterizar composicion, cristalinidad, rugosidad, concentracion
de dopaje, entre otras propiedades. Una de las ventajas de esta técnica es que se pueden
caracterizar peliculas delgadas que se encuentren en diferentes interfases: solido-aire, sélido-
liquido y liquido-aire.

Las mediciones de EP para este trabajo se efectuaron en la interfase liquido/aire en un
equipo Picometer Light Ellipsometer (Beaglehole Instruments, Nueva Zelanda) en el departa-
mento de Materia Condensada del ILL (Grenoble, Francia). Se midieron cuatro disoluciones
de a-CD a 10 mM. Dos fueron usadas inmediatamente después de ser preparadas (frescas) y
se midieron a 283 y 298 K. Las otras dos muestras se anejaron, una de ellas fue guardada a
temperatura ambiente por 4 dias y medida a 298 K y la otra fue guardada a 277 K por 9 dias
y luego medida a 283. El equipo empleado cuenta con un laser de HeNe con una longitud de
onda de 632 nm y un angulo de incidencia de 50°. Los parametros que se midieron fueron
el cambio de polarizacion de la luz después de ser reflejada sobre la superficie, donde la am-
plitud relativa y la fase de los componentes (“p-polarize” y “s-polarize”) cambian en funcion
de de la cantidad de material presente en la superficie.’! La atenuacion ¥ y el cambio de
fase A dependen de las propiedades de la superficie y del angulo de incidencia. A diferencia
de las mediciones en las interfases aire/sélido y liquido/sélido, donde la fase solida es la que
absorbe la luz; en la interfase liquido/aire ¥ no es sensible a las propiedades opticas de la
pelicula delgada. De tal manera que se propuso un modelo empleando el pardmetro Ay, ; =
A — Ag A corresponde a la a-CD o sus agregados y A a la superficie pura (agua). La resta

se realiza para minimizar los efectos de rugosidad de la superficie.['*! Para el tratamiento de
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2.2. Descripcion de las técnicas usadas.

los datos se propusieron dos modelos. En el primero se trata a la pelicula con densidad es

constante y el grosor variable, el cual resulta en un modelo linear, es decir:
F(Asurf) =a+ bAsurf (231)

En el segundo, se asumié que el comportamiento de la pelicula es como de particulas

individuales (grosor constante y densidad variable) el cudl resulta en un modelo cuadratico:

T(Agurg = a4 by + A2, (2.32)

La descripcion completa del modelo se encuentra en el apéndice A.

Tomando la informacion obtenida de reflexion de neutrones (ver seccion 2.2.7) acerca del
grosor de la pelicula en la interfase (4 nm) para el sistema a-CD -+ agua, se us6 el modelo

de grosor constante con la siguiente ecuacion empirica:

[ = (0.958 x Agurp — (0.0339 x A2, 1) (2.33)

surf

(ver Apéndice A). Para obtener esta ecuacion se emplearon datos de los indices de refraccion
medidos para disoluciones de a-CD (0.186 cm?®/g) que resultaron en un indice de refraccion

de 1.462 para una “pelicula pura”.
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Capitulo 3

Resultados y Discusion.

En este capitulo se presentan y discuten los resultados obtenidos empleando las técnicas
y equipos descritos en el capitulo anterior. Primero para el sistema binario a-CD + H30 y

posteriormente para el sistema ternario a-CD + DSS + H50O.

3.1. Sistema binario a-CD +H-O.

En esta seccion se presentan los resultados y discusion divididos en dos partes, primero

se discutira la caracterizacion del seno del liquido y después de la interfase liquido/aire.

3.1.1. Agregados de a-Ciclodextrina en el seno de la disolucién.
3.1.1.1. Microscopia de transmision de electrones (MTE).

En este trabajo, el primer indicio de la presencia de agregados en el seno de la disoluciéon
se obtuvo mediante MTE, una técnica donde se seca una gota de la disoluciéon sobre una
superficie hidrofilica. Las disoluciones medidas fueron a una concentracion de 10 mM de
a-CD y se emple6 un filtro con poro de 0.2 um antes de ser depositada en el sustrato.

También se usé un filtro con poro de 0.45 pum (los mismos tamafos de poro usados en
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3.1. Sistema binario a-CD +Hs50O.
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Figura 3.1: Micrografias de MTE de agregados de a-CD en el seno de la disolucion. Las muestras

fueron preparadas a 273.15 K, frescas. Se muestra una imagen representativa de todas las obtenidas.

A la derecha se muestra la distribucion de los tamanos de los agregados de a-CD .

DDL). En estos experimentos de MTE se observo la presencia de agregados de a-CD en las
micrografias. Esta evidencia indirecta de los agregados de a-CD se muestran en la figura
3.1, donde ademas de una micrografia representativa se muestra también el histograma de
distribucion del tamano de los agregados. Las imagenes que se obtuvieron con los diferentes
tamanos de filtro, no muestran diferencias estadisticas, por lo que sélo se muestra una de
ellas. En ésta, (figura 3.1 se observa una distribucion relativamente unimodal y simétrica.
Se han reportado resultados muy parecidos para la S-ciclodextrina. [3] Cabe mencionar que
una transferencia de la interfase liquido/aire a superficies solidas para su caracterizacion ya

se ha llevado a cabo con éxito anteriormente para este sistema de a-CD + agua.!??

3.1.1.2. Dispersiéon dindmica de luz y calorimetria.

La formacién espontanea de los agregados de a-CD y el cambio de su tamafo en funciéon
del tiempo fue seguida con la técnica de dispersion dinamica de luz (DDL) para disoluciones
con una concentracion de 10 mM y dos temperaturas: 283 K y 298 K. La figura 3.2 nos
indica la presencia de agregados en el seno del liquido a las dos temperaturas, habiéndose

detectado agregados unos minutos después de haber filtrado la muestra. A 298 K, el radio
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3.1. Sistema binario a-CD +Hs50O.
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Figura 3.2: Mediciones con DDL del radio hidrodindmico (Ry ) de los agregados a 283 en fun-
cion del tiempo para disoluciones acuosas de a-CD, todas las disoluciones se filtraron a través de

membranas de celulosa de 0.2 pm; cuentas de fotones como funcidn del tiempo.

hidrodinamico inicial (Rj) estd en concordancia con el reportado en la literatura que es de
68 + 20 nm, para una disolucién de 12 mM de a-CD usando el mismo tamaiio de filtro. 2!
A 298 K el valor de Ry, se incrementa lentamente desde 80 nm hasta alcanzar un tamano
de aproximadamente 100 nm en 120 horas, Por otro lado, a 283 K, el valor inicial de Ry, es
mayor (110 nm) que a 283 K. Se observa un incremento drastico del R;, hasta alcanzar un
valor de 230 nm en las primeras 10 horas, para luego mantenerse constante hasta alcanzar
las 200 horas.

En la figura 3.3 se muestra la distribuciéon de los tamanos de los agregados en el seno
de la disolucion a 83 y 298 K que corresponden a diferentes tiempos de la figura 3.2 (t=0
para las dos temperaturas, t= 120 para 298 K y t=160 a 283 K). Mientras que para el
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3.1. Sistema binario a-CD +Hs50O.

tiempo 0 (muestra fresca) las distribuciones son invariantes (figura 3.2), se observa un cambio
significativo para las muestras a tiempos largos (muestra anejada). A la temperatura de 283
K, este cambio es mayor en las primeras 10 horas, tiempo en el que los agregados llegan a
alcanzar un R; de hasta 600 nm, que es un valor mucho mayor que el que se alcanza, en el
mismo a tiempo, a altas temperaturas. También se observa a 283 K una distribucion menos
simétrica con tendencia hacia los tamanos méas grandes de agregados. Ya que el calculo que
se tiene que realizar para obtener el valor en porciento en volumen a partir de los datos de
intensidad no es del todo confiable®l se muestran en el recuadro de la figura 3.3 las cuentas
de fotones, que es el dato crudo que se obtiene del equipo. En este recuadro, se observa c6mo
el conteo de los fotones se incrementa para la temperatura de 283 K, mientras que para
298 K permanece casi constante. Este resultado confirma que esta ocurriendo un proceso de
agregacion de la a-CD en el seno de la disoluciéon a 283 K. La figura 3.4 muestra la buena
reproducibilidad de las mediciones de DDL.

Con el objetivo de confirmar la agregacion de la a-CD que indico los experimentos de
DDL, se realizaron mediciones de CTI para obtener la entalpia de dilucion (AHg;). Estos
experimentos de CTI se realizaron a 283 K a una concentraciéon de 10 mM para muestras
frescas (recién preparadas), y a 20 mM para disoluciones frescas y afiejadas (3 y 6 dias). Estos
resultados se reportan en la figura 3.5. Los resultados no muestran diferencias importantes
entre las muestras, ni siquiera para la muestra anejada por 6 dias con concentracion de 20
mM en donde se esperarian valores de AHy; mayores reflejando la presencia de agregados
mas grandes. Este resultado indica que la técnica CTI no es sensible a la concentracion de
los agregados que sabemos por DDL aumentan su tamafo, lo que sugiere que: i) la senal
corresponde a la disoluciéon de los monémeros y la senal proveniente de la disolucion de los
agregados no es perceptible; esto esta soportado por la baja concentracion de los agregados

[50] como menor al 1% y por Gaitano!?’l como de 0.8% y ii) el

que fue reportada por Valente
hecho de que la ruptura o formacion de puentes de hidrogeno, que el CTI si puede detectar,

se puede compensar con la ruptura o formacion de puentes de hidrogeno con las moléculas
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Figura 3.3: Distribucidn del tamano de agregados de a-CD en funcion del tiempo y aniejamiento de
la muestra (se guardsé a 277 K por 8 dias) y se midié a 283 K. El recuadro muestra las cuentas de
fotones en funcion del tiempo. Todas las disoluciones se filtraron a través de membranas de celulosa

de 0.2 um de tamano de poro.

de agua circundantes.

Si suponemos que la molécula de a-CD tiene forma de esfera con diametro de 1 nm
y ademés que los agregados formados en solucion también son esféricos podemos estimar,
usando datos de DDL de la figura 3.2, que el nimero de moléculas en el agregado es del
orden de ~ 10°® — 107 moléculas (lo que esté en concordancia con los datos reportados de
Valentel®! y Gaitanol?”l). Debido a las limitantes computacionales de las simulaciones de
dindmica molecular que fueron realizadas recientemente por uno de los colaboradores de
este trabajo, se estudiaron agregados de solamente 40 moléculas,¥! y por esta razén no

son representativas de los agregados que existen en el seno de la disolucion segtin DDL. Sin
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Figura 3.4: Radio hidrodindmico para 3 muestras frescas independientes medidas a 283 K y con
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Figura 3.5: Mediciones de CTI que muestran las entalpias de dilucion (AHg;) para muestras frescas
de a-CD a 10 mM(¥) y 20 mM () (colocadas en la jeringa) y tituladas sobre agua pura (colocada
en la celda) a 283 K. También se muestran disoluciones anejadas por 3(M)y 6 dias () a una
concentracion de 20 mM. Se realizaron experimentos control mediante la titulacion de disoluciones

de 10 mM «-CD sobre disoluciones idénticas (A ).

embargo, basados en los calculos de energia libre ese trabajol®¥! computacional se sugiere

que la fuerza conductora (o driving-force) para la formacion de agregados de a-CD son las
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interacciones soluto-soluto. Este resultado serda retomado en la siguiente seccidon, donde se

discute la adsorcion a la interfase liquido/aire.

3.1.2. Agregados de a-Ciclodextrina en la interfase liquido/aire.

El comportamiento de la interfase liquido/aire debido a la presencia de agregados de
a-CD en el seno de la disolucion se estudié mediante microscopia de angulo de Brewster
(MAB), tension superficial dindmica (TD), elipsometria (EP) y reflexién de neutrones (RN).
Debido a que los resultados de DDL muestran que el tamano de los agregados en el seno
de la disolucién se incrementa en funciéon del tiempo se realizaron mediciones de muestras

frescas y anejadas.

3.1.2.1. Microscopia de angulo de Brewster y tensiometria dindmica.

Se realizaron experimentos simultdneos de TD y MAB a 283 K usando la misma muestra,
la cual fue depositada tanto en la palangana del microscopio de angulo de Brewster como
en la jeringa del tensiometro. Los datos de tension superficial dindmica se presentan como
presion superficial dinamica para poder apreciar los pequenos cambios en funcion del tiempo
(figura 3.6). En esta figura se puede observar el incremento del valor de la presion superficial
en funcion del tiempo. Es comiin encontrar en la literatura resultados que indican que la
a-CD no es superficialmente activa presentando pequenos cambios en los valores de tension

n.122471 En las mediciones de tensién dinamica

superficial con respecto a la concentracid
encontramos decrementos en los valores de tension superficial parecidos para una disolucion
de 10 mM a 20 horas y para una disoluciéon de 70 mM a 0 horas. Sin embargo, al estudiar
el comportamiento dinadmico, aunque los decrementos de tension superficial siguen siendo
pequenos, ahora los encontramos a concentraciones bajas y tiempos largos (tension superficial

dindmica). Ademas se muestra en la figura 3.7 las 3 replicas independientes que se realizaron

de la presion superficial en funcion del tiempo.
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Figura 3.6: Resultados de experimentos realizados con TSD y MAB simultaneamente para la misma
muestra a una concentracion de 10 mM de a-CD y 283 K. La grifica superior muestra el comporta-
miento de la tension superficial dindmica en funcion del tiempo. Se obtuvieron imdgenes de MAB a
diferentes tiempos de la muestra fresca (a) y anejada (b). Los nimeros 1, 2, 3, 4 y & corresponden
al tiempo en que las imdgenes fueron adquiridas: 0, 1, 8, 6 y 20 horas. Las ultimas imdgenes, A y
B se obtuvieron después de comprimir la interfase en la palangana de Langmuir. Las barras verdes
horizontales muestran la escala (800 um). Para cada una de las imdgenes de MAB se muestran los

respectivos histogramas.
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Figura 3.7: Tensidn superficial dindmica en funcidn del tiempo, donde se muestran los datos de
la muestra fresca, tres réplicas y HoO. A pesar del ruido la tendencia del incremento de la presion

superficial es claro cuando se compara con el agua.

Para la interpretacion de las imégenes de MAB, las regiones blancas se pueden atribuir
a islas de material que generan el suficiente contraste 6ptico (por ejemplo por anisotropia
molecular) para ser detectadas por el microscopio, mientras que la zonas negras indican
zonas sin material o material desordenado.[*"*%8] Las regiones blancas se pueden interpretar
en términos de material coalescente en la interfase en una escala de decenas de cientos de
micrometros. Las imagenes de MAB ( 640 x 480 pixeles) fueron transformadas en histogramas
de intensidad donde el niimero de pixeles se grafico en funciéon de su brillantez, la escala de
brillantez esta dada por el valor del pixel que va desde 0 (negro) hasta el 255 (blanco),
todos los nimeros dentro de estos valores se consideran escalas de grises. El objetivo de
construir esta escala de brillantez es poder discernir entre las diferentes iméagenes de MAB,
que dependen del tiempo, hay un cambio en la cantidad de material que se encuentra en la
interfase. Estos histogramas resultaron de gran ayuda debido a la baja velocidad con la que
la a-CD se adsorbe, a la falta de contraste 6ptico y por consecuencia a la dificultad para

afirmar que hay material en la interfase.
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En la interpretacion de estos resultados presentados en las imagenes de MAB de la figura
3.6 se observa la formacion de una pelicula en la interfase liquido/aire (iméagenes a3, ad y
ab), la cual presenta inhomogeneidades laterales en la escala micrométrica. Este resultado

23], Las muestras frescas (fig. 3.6

es consistente con el trabajo de maestria ya publicado.
al-ab) al comienzo del experimento (fig. 3.6 al) presentan poca cantidad de material en la
interfase, sin embargo al observar los histogramas se aprecia un aumento en la brillantez,
lo que se puede traducir en un incremento del material en la superficie. En el intervalo de
una a tres horas de iniciado el experimento (imagenes/histogramas a2 y a3, respectivamen-
te), los dominios de a-CD son visibles a pesar de su baja reflexion. Estos dominios estan
dispersos de manera aleatoria en la interfase, dejando areas negras donde es probable que
exista material pero con una densidad baja o una morfologia desordenada. Después de seis
horas y hasta veinte (imégenes/histogramas a4 y ab, respectivamente), se logra apreciar una
clara adsorcion del material con una morfologia cada vez mas homogénea y con un area de
mayor de cobertura de los agregados. En la imagen (A) se muestra la interfase después de
comprimirla con las barreras de la palangana, con esta imagen y su respectivo histograma se
demuestra que la interfase no esti en un equilibrio dinamico con la subfase, por el contrario,
la morfologia observada estd en un estado cinéticamente atrapado. Debido a la solubilidad
de la ciclodextrina se esperaria un comportamiento de la interfase como de Gibbs, por el
contrario, el comportamiento se asemeja més al de una interfase de Langmuir. En resumen,
de las imagenes de MAB, se infiere que la interfase estd compuesta por dominios de a-CD que
se encuentran en una fase diferente a los espacios vacios (zonas obscuras) adyacentes. Con
el tiempo estos dominios crecen y comienzan a coalescer formando dominios més grandes y
con mayor densidad.

De las mediciones de DDL se sabe que los agregados de a-CD presentes en el seno de
la disolucion evolucionan en tamano en funcién del tiempo. Para poder discernir si esta
evolucion del tamano de los agregados afecta o no a la interfase, se comparan a continuacion

los resultados obtenidos con las soluciones frescas y las anejadas.
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Los resultados de MAB obtenidos para muestras anejadas (recordando que el anejamiento
se lleva a cabo en el seno de la disolucion y no en la interfase) se muestran en las imége-
nes/histogramas de la figura 3.6 b1l-b5 y éstas confirman que la acumulacion del material
en la interfase es mas lenta que para las disoluciones frescas. Solamente al alcanzar las 20
horas (fig. 3.6 b5) es posible identificar claramente la acumulacion del material en la inter-
fase. Esta acumulacion lenta de material se confirma con los histogramas. Al comprimir la
interfase puede verse (como en la muestra fresca) que no esta en un equilibrio dindmico con
la subfase y que la morfologia observada estd en un estado cinéticamente atrapado. La falta
de actividad superficial de los monémeros de a-CD esta soportada por las simulaciones de

381 en donde se encontré que las estructuras de 20 moléculas de a-CD

dinamica molecular!
no se adsorben a la interfase liquido/aire. Por esta evidencia podemos decir que los respon-
sables de los dominios observados con MAB no son los mon6meros ni agregados pequenos,
sino agregados observados en el seno de la disolucion mediante MTE y DDL. Ademas estos
agregados son mas grandes a menor temperatura y a mayor tiempo de anejamiento de las
disoluciones, segin indican las mediciones de DDL(figuras 3.2 y 3.3).

La diferencia observada con MAB y DST en las muestras frescas y anejadas puede ser
atribuida a los cambios encontrados con DDL en el tamano de los agregados en seno de
la disolucion. Es posible que los agregados més grandes tengan una difusion maés lenta,
resultando en una acumulacion de material lenta en la interfase. También es posible que las
especies que se adsorben a la interfase y que son maés estables ahi sean agregados menores
a 100 nm de diametro. Todas estas consideraciones nos permiten concluir que los dominios
observados en la interfase son formados principalmente por agregados menores a 100 nm que
llegan a la interfase, y ahi coalescen o incluso se incorporan a él algunos monémeros para
formar estructuras mas extensas. La fuerza conductora de este proceso puede ser atribuida a
las interacciones soluto-soluto, como sugieren las simulaciones de dindmica molecular. 8! De
cualquier forma el incremento tan pequeno de la presion superficial es un poco mas alta para

las muestras anejadas que la de las frescas, lo cual podria estar relacionado con el estado
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cinéticamente atrapado de la pelicula.

3.1.2.2. Reflectometria de neutrones y elipsometria.

Las mediciones de reflexion de neutrones se efectuaron para muestras de a-CD frescas
con una concentracion de 10 mM a 283 K, con interfases anejadas por 7-8 horas en ACMW
y D2O. La informacién obtenida con esta técnica estd limitada al andlisis de la informacion
estructural. 2"l Debido a que las imagenes de BAM son de escalas micrométricas, no era claro
si debia emplearse un modelo heterogéneo (donde se suma la reflexion de la dispersion tanto
de los dominios como de los espacios entre ellos ponderados por su area de cobertura) o
uno homogéneo (donde se promedia la dispersion tanto de los dominios como de los espacios
entre ellos), por lo que ambos modelos se usaron con los datos. Los valores obtenidos de la
aplicacion de ambos modelos a los datos experimentales se muestran en la tabla 3.1, y la

calidad de los ajustes puede apreciarse en la figura 3.8.

Tabla 3.1: Pardmetros estructurales que resultan de la aplicacion de los modelos homogéneo y

heterogéneo a los datos de RN a 283 K mostrados en la figura 3.8

Parametro/Resultados Modelo homogéneo | Modelo heterogéneo
Grosor (nm) 3.95 3.87
Area de cobertura del dominio 1¢ 1 (fijo) 0.169
Fraccion de a-CD en el dominio 1¢ 0.119 0.652
Desviacion estandar 24.2 23.7
Concentracion en la interfase (mg/m?) 0.80 0.72

¢ El dominio 1 es la proporcion de la cobertura de la a-CD en la interfase, como lo muestran las
imdgenes de MAB; otros pardmetros son: rugosidad de la capa = 2.5 Angstroms; Residuo de fondo
del D20 = 5.1 x 107 (ajustado sélo con datos DyO/aire); residuo de fondo del ACMW = 1.1 x
105 (ajustado con los dltimos 8 puntos de los datos de ACMW de la figura 3.8.
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Figura 3.8: Perfiles experimentales de reflexion de neutrones obtenidos para una disolucion de 10
mM de a-CD a 283 K en D20 (tridngulos) y en ACMW (circulos). Las lineas azules son ajustes
usando el modelo homogéneo de una capa y las lineas rojas son los ajustes usando el modelo hetero-
géneo de una capa. Ambos ajustes coinciden para las mediciones en D2 O tal que la linea roja apenas

es visible.

Después de aplicar los dos modelos se obtuvo un grosor de 3.9 nm y debido a que el
eje méas largo de la ciclodextrina mide aproximadamente 1 nm se infiere que la morfologia
interfacial es mayor a una monocapa como ya se ha reportado para sistemas compuestos por
B-CD y monocapas de lipidos. 34

Cuando se aplica el modelo heterogéneo, la proporcion de a-CD en los dominios es de
17%. Es importante hacer notar que al forzar este valor a ser mayor, los ajustes resultan
cada vez con un error mayor. Estos datos de reflexion de neutrones son los tinicos que han
proporcionado informacion de la composicion de la interfase hasta el momento. Los valores
obtenidos a través de los dos modelos son muy similares en cuanto a la concentraciéon en la
interfase (difieren solo en un 10 %) y la desviacion estandar es del 2% en ambos casos. Esto
tiene dos implicaciones: i) que la informacion obtenida acerca de esta capa es la mayor que
se puede obtener con estos datos, ii) muestran que es razonable aplicar los dos modelos para

determinar la concentracion en la interfase, para lo cual se adquirieron solo datos cinéticos en
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ACMW y hasta una q=0.06 A~!. Asi, usando una composiciéon de dominios de 17 % de a-CD
para limitar el nimero de parametros aplicados, este modelo se emple6 para la comparacion
con los datos de elipsometria.
La figura 3.9 muestra la concentracion en
la interfase obtenida de los datos de NR y de
EP para muestras frescas. Estas mediciones
se llevaron a cabo a 283 K por varias horas
de medicion. La concentracion en la interfase
obtenida con EP es 5 veces mas grande que
la de NR. Si la capa estuviera en un rapido
equilibrio dinamico, esta discrepancia podria
explicarse con anisotropia (i.e. diferentes in-
dices de refraccion cuando la molécula esta

Figura 3.9: Evolucion cinética de la concentra-

paralela y perpendicular a la superficie. N6- cion en la interfase (T para disoluciones de 10 mM

tese que la heterogeneidad microscopica de ;. _op 4 283 K medidas usando RN (circulos

la interfase no se toma en consideracion, ya gpiertos) y EP (cuadros sélidos)

que la distancia coherente de las mediciones

de EP es mucho mas grande que el tamaiio de los dominios.[?” Sin embargo con todas estas
suposiciones el factor de 5 es del doble del observado para sistemas altamente ordenados

4] y en la au-

como los sistemas lipidicos donde se presenta una separacion lateral de fases!
sencia de una molécula huésped se esperaria que la estructura de los agregados de a-CD
fuera muy poco definidal'®l. Entonces dado que tenemos una capa cinéticamente atrapada
podriamos decir la que los diferentes materiales y geometrias de los recipientes usados para
la mediciones tanto de EP como de RN son causantes de dicha diferencia; el recipiente de
RN es una palangana de material hidrofébico que podria estar atrapando a los agregados

cuya concentracion esta alrededor de 1 nM. Asi que la aproximaciéon a la interpretacion de

los datos de EP se realizard con el modelo isotropico para poder calcular I' pero con mu-
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cha cautela y restringiendo las interpretaciones a los cambios relativos y no a las escalas

absolutas.
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‘s . . . Figura 3.10: Evolucion cinética de la concentra-
crométrica y que existen dominios en coexis-

. . cion en la interfase a 283 y 298 K para muestras
tencia con zonas con poco material o zonas

frescas y anejadas con una concentracion de 10
mas densas, lo cual esti acorde con lo obser-

mM de a-CD . La muestra anejada a 298 K se
vado con MAB y con las consideraciones de

gquardo a 277 K por 9 dias. El recuadro muestra la

los ajustes de RN (modelo heterogéneo). En . _ _
concentracion en la interfase durante la primera

el caso de EP, las fluctuaciones temporales .
hora del experimento.

se atribuyen a movimientos laterales de los

dominios que pasan por la zona del haz del laser como resultado del movimientos Browniano.

Este fenémeno también se ha observado en mezclas que presentan una separacion de fases!*4.

Es interesante que a lo largo del experimento(17 horas) no se haya podido llegar al equilibrio

(zona con pendiente cero) lo que confirma la cinética lenta de adsorcion de material.

En la figura 3.10 se observa una reduccion dréstica de la adsorcion en las muestras aneja-
das, a pesar de que la concentraciéon de los mondémeros permanece practicamente constante.
Esta observacion nos proporciona pruebas experimentales de que (i) el material en la inter-
fase es dominado por la adsorcion de los agregados de a-CD que se encuentran en el seno
de la disolucion. (ii) la adsorcion de los monémeros a una interfase liquido/aire limpia (sin

material en ella) no es favorable. También se puede decir que las peliculas formadas desde

el seno de la disolucion con una distribucion més angosta de agregados a 298 K resulta en
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una interfase mas homogénea en la escala micrométrica, haciendo énfasis en la importancia
del efecto de la temperatura para la formacion de diferentes morfologias en la pelicula. A
nivel microscopico, la flexibilidad de la a-CD y sus miultiples grupos hidroxilo favorecen la
formacion de puentes de hidrogeno tanto en las interacciones a-CD /a-CD cémo en las a-CD
/H20, lo que sugiere que la fuerza conductora, para la agregacion de la a-CD y su poste-
rior floculacion lateral en la interfase es dada por las interacciones soluto-soluto, asi como
recientemente fue sugerido por las simulaciones de dinamica molecular. 8! Estos resultados
ponen al descubierto los diferentes procesos fisicos que se llevan a cabo en un sistema binario
compuesto solamente por a-CD y H5O.

Finalmente es importante analizar los efectos que tiene la temperatura en la adsorcién de
los agregados de a-CD a la interfase liquido/aire. Mientras que por un lado en la figura de EP
(figura 3.10) muestra solo una pequena disminucion en la concentracion en la interfase a 283
y 298 K, si existe una diferencia notable en las fluctuaciones temporales. Esto es interesante
en el contexto de los experimentos de DDL, los cuales indican una distribuciéon més angosta
para el tamano de agregados a 298 K. Esto demuestra que la temperatura tiene un efecto
importante en el proceso de coalescencia resultando en una morfologia mas homogénea en
la escala micrométrica. Claramente la temperatura es una variable clave para controlar la
formacion de la pelicula existente en la interfase liquido/aire. La adicién de un tensoactivo a
la mezcla binaria a-CD /agua produce cambios drasticos en la situacion tanto en el seno de la
disolucion como en la interfase liquido/aire. Estos cambios tienen su origen en la desaparicion
los agregados de a-CD: en el seno de la disolucion son sustituidos por complejos de inclusion
a-CD /tensoactivo que, en la interfase, forman una pelicula viscoelastica. En las siguientes
secciones se describen y discuten los resultados referentes a la mezcla ternaria a-CD + DSS

+ H»0.
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3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H50.

3.2. Sistema Ternario o-CD + DSS +H-O.

Se sabe del trabajo anterior?3 que al

agregar el tensoactivo dodecil sulfato de so-
dio hay formacion de complejos de inclusion
y se tiene el antecedente de que la super-
| | | o 65.8 s 2038
ficie formada tiene propiedades viscoelasti-

cas. En dicho trabajo se encontr6 que en el Os 18.5s 36.8s
sistema a-CD + h-DSS + H,O se encuen-

Figura 3.11: Imdgenes de gotas pendientes en

tran en equilibrio las especies: h-DDS libre, _ , _ _
funcion del tiempo obtenidas con el tensidometro

a-CD libre y los complejos de inclusion a-
CD2:h-DSS; y a-CD;:h-DSS;. Los complejos

2:1 (a-CD4:h-DSS; ) resultaron ser estables en el seno de la disolucion (K = 78004200M 1),

de imagen. Imagen obtenida del®l.

y ademés de presentar actividad superficial' forman un pelicula que se observé con micros-
copia de dngulo de Brewster. Esta pelicula fue transferida mediante la técnica de Langmuir-
Blodgett a una mica para explorarla con el microscopio de fuerza atomica. Se propuso que
la estructura encontrada en la superficie de la mica era tubular. Una estructura muy pare-
cida fue encontrada en la superficie liquido/aire al realizar simulaciones computacionales de
dindmica molecular. Con las mediciones del tensiémetro de imagen se encontraron eviden-
cias que indican que la pelicula tiene propiedades elasticas: se puede observar en la figura
3.11 (tomada de[®) la forma de la gota que se esta formando al inyectar la mezcla ternaria
cambia de forma drasticamente, es decir en lugar de "ahorcarse” y caerse, la gota se contrae
y “engorda’“ para sobrevivir. Este espectacular cambio indica que la estructura que se forma
en la interfase debe ser elastica. Debido a estos resultados se decidi6 ahondar en el cono-

cimiento tanto de la reologia de la pelicula asi como de su estructura quimica. Para lograr

!Se hicieron simulaciones de dinamica molecular donde se colocaron complejos 2:1 sin restricciones de

ningun tipo y todo el tiempo que duré la simulacién los complejos estuvieron en la interfase.
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3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H50.

estos objetivos se realizaron dos tipos de mediciones, primero se estudiaron las propiedades
reoldgicas mediante la medicion del modulo dilatacional con el que obtuvimos informacion
del comportamiento visco-elastico de la pelicula y posteriormente se realizaron medidas de

reflexion de neutrones para caracterizar la composicion el grosor de dicha pelicula.

3.2.1. Calorimetria de Titulacién Isotérmica.

En la técnica de reflexion de neutrones se emplean los llamados contrastes (ver seccion
2.2.7). En estos contrastes se sustituyen uno o varios componentes de la mezcla (que estan
protonados) por algunas de las molécula deuteradas correspondientes. Para descartar que el
sistema pudiera presentar caracteristicas diferentes en el seno de la disolucion al realizar esta
sustitucion, se midieron con CTTI los siguientes sistemas: a-CD + h-DSS + H50O, a-CD +
h-DSS + D3O, a-CD + d-DSS + H,0O y a-CD + d-DSS + D,0O. En la tabla 3.2 se reportan
los parametros termodinamicos para la formacién de los complejos de inclusion 1:1 y 2:1
y en figura 3.12 se muestran las distribuciones de especies en el seno de la disolucion. La
tabla 3.2 y la figura 3.12 indican que no hay cambio en las especies presentes en el seno de
la disolucion cuando se sustituyen los protones por deuterios. Este resultado garantiza que
las propiedades de la pelicula en la interfase liquido/aire medidas por reflexion de neutrones
no son una funciéon algin cambio en la distribucion de especies en el seno de la disoluciéon

debido al empleo de moléculas deuteradas.
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3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H5O.
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Figura 3.12: Distribucion de especies obtenida con CTI para 4 sistemas diferentes, en todas las
mediciones se colocd la a-CD en la jeringa y el tensoactivo (h-DSS 6 d-DDS) en la celda: a-CD
1 mM + 1 mM de h-DDS + HyO (negro), a-CD 0.5 mM + 0.5 mM de d-DDS + HyO (rojo),
a-CD 1 mM + 1 mM de h-DDS + D20 (azul) y a-CD 0.5 mM + 0.5 mM de d-DDS + D0
(verde). La distribucion de especies es practicamente la misma para los J sistemas, confirmando que

la sustitucion de H™ —D no altera el comportamiento del sistema y es posible usar la técnica de

NR.
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3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H50.

Tabla 3.2: Pardmetros termodindmicos obtenidos a partir de los datos experimentales empleando

CTI. .
i ) Ky Ko A, Hyy A, Hyy .
Tensoactivo | Disolvente ‘ s(J -mol™)
1073(M~Y) | 1073(M™Y) | (kJ -mol™) | (kJ - mol™)
h-DSS H»O 07.6 £06 | 471 £05 | -225 £ 0.2 | -60.2 £ 0.2 460
h-DSS D,0O 69.8 £0.5 | 683 04 | -227£0.1 | -61.9£0.1 280
d-DSS H,O 435+ 0.6 | 454 £ 0.5 | -20.6 £ 0.2 | -62.2 £ 0.3 530
d-DSS D20 623 £04 | 56.2 =04 | -22.6 £0.1 | -60.7 £ 0.1 160
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3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H5O.

3.2.2. Mobdulo dilatacional.

3.2.2.1. Inyeccién continua.

cel P 4 M = =1 o

azirAadelaenm "1 ]

Figura 3.13: Ejemplos del comportamiento de la tension superficial en funcion del volumen. Se
puede observar como al acercarse el momento de desprendimiento de la gota la tension se incre-
menta de manera exponencial. Este incremento estd directamente ligado al mddulo dilatacional. Se
muestran ezperimentos con una concentracion de: [DSS[—=1.TmM y [a-CD [=10mM en azul, [3.4
mM]/[10 mM] en negro y [6.8 mM]/[10 mM] en rojo. Para cada una de las concentraciones se

muestran tres experimentos. Las mediciones se llevaron a cabo a 283 K.

Para obtener la informacion reologica de la superficie se comenzé por calcular el modulo
dilatacional a partir de los valores de tension superficial obtenidos con la técnica de inyeccion
continua. En ésta técnica se inyecta la disolucién a velocidad constante, obteniendo como
resultado un incremento del area. El moédulo dilatacional se puede calcular como: E =
dv/IndA. Al ajustar una funcion exponencial a los datos de tension superficie contra area
(figura 3.13) se obtiene el modulo dilatacional. La desventaja de esta técnica es que el modulo
total no se puede descomponer en sus partes elastica y viscosa, y las desviaciones estandar
son grandes, a veces del tamano de la medicion (fig. 3.13). Las concentraciones usadas en

estd técnica fueron de a-CD en 10 mM se vari6 la concentracion del h-DSS desde 0 hasta 7
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3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H50.

mM a 283 K.

Figura 3.14: Mddulo dilatacional medido en funcion de la concentracion del tensoactivo con el

método de inyeccion continua. La concentracion de la a-CD fue de 10 mM.

3.2.2.2. Inyeccién continua con cambio de temperatura.

Para obtener mayor informacion de las propiedades de la pelicula se efectuaron mediciones
de tension superficial dindAmica con inyeccién continua cambiando la temperatura a mitad
de la inyeccion, cuando la gota alcanza un volumen entre 20 y 21 pL. En la figura 3.15 se
observa la curva a una temperatura de 283 K (curva verde), se detiene la inyeccion a un
volumen de 20 pL y se cambia la temperatura a 293 K y se continia la inyeccion hasta que
la gota se desprende del capilar. La inyeccion a una temperatura de 293 K (curva naranja)
fue detenida cerca de 21 ul., para cambiar la temperatura a 283 K y continuar la inyeccion
hasta que la gota se desprende del capilar. En ambos casos los datos a la temperatura final
del experimento coinciden con los datos obtenidos a solo esa temperatura (naranja coincide
con azul 283 K y verde con rojo 298 K). La figura 3.15 demuestra entonces que la pelicula
no tiene memoria de forma, y su estructura final es independiente de la temperatura a la

cual se crea la superficie.
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3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H50.
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Figura 3.15: Comportamiento de la tension superficial en funcion del volumen con cambios de
temperatura de 283 a 293 y viceversa. Estos cambios de temperatura se efectuaron deteniendo la

myeccion.

3.2.2.3. Meétodo de oscilacién de gota.

Una técnica que nos permite obtener més informaciéon y con menos incertidumbre es el
método de oscilacion de gota, porque ademas de obtener el modulo dilatacional se puede co-
nocer las contribuciones elastica y viscosa de la pelicula. Las concentraciones medidas fueron
las mismas usadas en inyeccion continua esta vez a dos diferentes temperaturas 283 y 293 K.
Se realizaron exhaustivas pruebas y mediciones para determinar las condiciones de medicién
que minimizaran las desviaciones estandares. Asi, encontramos los siguientes parametros de
medicion: i) 5 frecuencias por cada gota, ii) 12 ciclos de medicion por frecuencia, iii) 8 % de
cambio maximo de area, iv) velocidad de inyeccion de 0.2 uL /s para la creacion de la gota
y v) un volumen maximo 20 uL.

Los resultados del modulo dilatacional total |G*| a una temperatura de 283 K y una
frecuencia de 0.2 Hz se presentan en la figura 3.16 (las demas frecuencias 0.01, 0.05, 0.10 y
0.15 que presentan tendencias parecidas y se encuentran en el apéndice B. En la figura 3.16

puede observarse un incremento constante del médulo dilatacional desde una concentracion
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3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H50.
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Figura 3.16: Mddulo dilatacional obtenido con el método de oscilacion de gota. Mddulo total en

funcion de la concentracion de h-DSS (A). Las grificas (B), (C) y (D) muestran tanto el mddulo

total y su descomposicion en las partes viscosa y eldstica como funcion de la frecuencia para: 2.27,

3.40 y 5.10 mM de h-DSS, respectivamente.

de 0 hasta 3.4 mM de h-DSS alcanzando en este valor un maximo de 300 mN/m para luego

decrecer abruptamente. Como la perturbacion usada para medir el modulo dilatacional es

sinusoidal, podemos descomponer este modulo total (|G*|) en su parte real e imaginaria,

las cuales corresponden a la contribucién elastica y viscosa, respectivamente. Si se analiza la

figura 3.16 en 3 diferentes concentraciones (2.27, 3.4 y 5.1 mM) y graficamos las partes elastica

(G") y viscosa (G”) en funcion de la frecuencia, podemos ver el cambio del comportamiento
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3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H50.

reologico de la pelicula. Por ejemplo, para concentraciones bajas de h-DSS (2.27 mM, figura
3.16 C) la parte dominante es la imaginaria (G’) que corresponde al comportamiento viscoso
mientras que a concentraciones altas (5.1 mM, figura 3.16B) de h-DSS la parte dominante
es la real o elastica (G’). A la concentracion critica de 3.4 mM de h-DSS se observa el
cruce de estas dos contribuciones en funcion de la frecuencia, a bajas frecuencias la parte
viscosa es dominante mientras que a frecuencias altas la parte elastica es la dominante. Asi
que podemos decir que existen dos regiones principales, una en donde el comportamiento
reologico de la pelicula es predominantemente viscoso (de 0 a 3.4 mM de h-DSS ) y otra
donde el comportamiento es dominado por la parte elastica (de 3.4 a 13.6 mM de h-DSS ). El
maximo en el modulo total (|JG*|) que es donde se presenta el cruce de estos comportamientos
(figura 3.16D) se presenta a una concentracién de 3.4 mM. Esta concentracion coincide
con la concentraciéon a la cual se presenta el maximo de concentracion de complejos 2:1
en el seno de la disolucion (CTI figura 3.12). Esta misma concentracion marca el limite
donde el comportamiento viscoso deja de ser dominante para dar paso al comportamiento
elastico. Este tipo de cruce ha sido también observado en sistemas biol6gicos compuestos por

bacteriofagos en funciéon de la concentracion de sal. >4

Figura 3.17: Mddulo dilatacional en funcion de la frecuencia a 283 y 293 K, para disoluciones con

concentracion de [DSS[=3.4 mM y [a-CD |= 10 mM
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3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H50.

Cuando comparamos el modulo dilatacional total a las dos diferentes temperaturas (figu-
ra 3.17) se observa un decremento en el modulo dilatacional total, de 300 a 50 mN/m en el
méaximo de la grafica, dejando ver que existe una marcada dependencia con la temperatura
de las caracteristicas reologicas de la pelicula. Los datos en general siguen la misma tenden-
cia pero tienen valores menores. Finalmente, en la figura 3.18 se muestran los modulos de
elasticidad en funcién de la frecuencia para los sistemas binarios, a-CD + H,O y DSS +
H50 comparados con el médulo del sistema ternario y puede verse como los sistemas binarios

tienen un moédulo dilatacional cercano al cero.

" aCD+DSS+H,0 —+—
140 r aCD+DSS+H,0 i
DSS + H,0 -

120 acd + HyO =B

|G*|] mN/m

-
(o)} [ee] o
o o o

i
o

N
o

o

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Frecuencia Hz

Figura 3.18: Mddulo dilatacional total en funcion de la frecuencia a 283 K. Se presenta una
medicion del sistema ternario con concentraciones de a-CD = [10mM] y DSS = [3.4 mM] y los

sistemas binarios, DSS + HoO y a-CD + H2O a las mismas concentraciones.
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3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H50.

3.2.3. Reflexion de Neutrones.

Las concentraciones empleadas en la técnica de reflexion de neutrones fueron: 0.48, 0.85,
1.7, 3.4, 5.1, 6.8, 10.2 y 13.6 mM de tensoactivo y a-CD de 10 mM en todos los casos.
Las mediciones de realizaron a 283 K, y se usaron los 4 diferentes contrastes presentados
en la tabla 2.2. Antes llevar a cabo los ajustes de los datos de reflexion de neutrones a las
concentraciones es importante resaltar la siguiente informacion: (1) en la figura 3.12 de CTI
se puede observar un intervalo de concentraciones en las que la cantidad de tensoactivo libre
es muy baja y otra zona en donde la cantidad de a-CD libre también es muy baja, (2) la
constante de equilibrio para la formacion de los complejos 2:1 (a-CD5h-DSS;) en el seno de
la disolucion, es 6 veces mayor que la de los complejos 1:1 (a-CD1h-DSS;) (3) los resultados
de simulaciones de dindmica molecular en superficie liquido/aire [ donde se muestra que
cuando los complejos 2:1 alcanzan la superficie no regresan al seno de la disoluciéon, mientras
que los complejos 1:1 tienen menos estabilidad en el seno de la disoluciéon y cuando alcanzan
la superficie no permanecen en ella. Estas consideraciones nos permiten disminuir el nimero
de parametros a ajustar que dependen de las especies en superficie de 5 (disolvente, a-CD
libre, h-DSS libre, complejos 2:1 y complejos 1:1) a sélo 3, a saber, para concentraciones del
tensoactivo menores a 3.4 mM: a-CD libre, complejo 2:1 y disolvente, y para concentraciones
de 3.4 hasta 13 mM de tensoactivo h-DSS libre, complejos 2:1 y disolvente. Finalmente se
hicieron otras dos consideraciones para realizar los ajustes: asumir que el pardmetro de
rugosidad fuese constante (el cual no tiene gran peso en los ajustes) con un valor de 3
Angstroms, y el uso del modelo de una capa. Los resultados de los ajustes se presentan en
las tablas 3.3 y 3.4. Cuando se realizaron ajustes sin considerar al pardmetro de concentracion
de DSS en la superficie se observé un incremento en la varianza (x?) para las concentraciones
de 6.8 y 5.1 de DSS; cuando a estas mismas concentraciones se ajustaron con DSS libre se
observo una disminucién de la varianza, lo cual indica que en efecto no hay DSS libre en

el intervalo de concentraciones de 0.48 a 1.7 de DSS. Con un proceso similar se también se
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3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H50.

concluyé que no hay a-CD libre en la superficie en el intervalo de concentraciones de 5.1
a 13.6 de DSS. La concentracion de DSS de 3.4 mM es la tnica que resulta con valores de
varianza parecidos cuando se ajusta con la especie DSS = 0 y con a-CD = 0, sugiriendo que
en esta concentracion no hay ni DSS ni a-CD en la capa sino que la especie dominante es el
complejos 2:1. La composicion de la pelicula en la interfase liquido/aire (% de cada especie)
se muestran en la figura 3.22 donde puede observarse, nuevamente, un maximo cerca de la
concentracion de 3.4 mM de h-DSS a la cual en el seno de la disolucion los complejos 2:1
son predominantes. En las figuras 3.20 a 3.21 se pueden observar los datos experimentales
R(q) vs q donde R(q) es la reflectividad y q el dngulo de incidencia del haz de neutrones.
Estas misma figuras muestras los ajustes que como puede apreciarse son de buena calidad.
Cabe senalar que la concentracion de 3.4 mM se presenta en las dos tablas porque los ajustes
son muy parecidos entre si, lo que nos sugiere que a esa concentraciéon de tensoactivo en la
superficie no hay ni a-CD ni tensoactivo libres, sino que la especie dominante es el complejos
2:1. La composicion de la capa o pelicula en la interfase liquido/aire (% de cada especie)
se muestran en la figura 3.21 donde puede observarse, nuevamente, un méximo cerca de la
concentracion de 3.4 mM de h-DSS.

La figura 3.23 resume los resultados més importantes para el sistema ternario a-CD +
h-DSS + H5O. En ella se comparan los resultados obtenidos con las tres diferentes técnicas
empleadas, a saber la CT1, la oscilacion de gota y la reflexiéon de neutrones que, como se ha
descrito y discutido en esta seccion, proporcionan la distribucion de especies en el seno de la
disolucion, el modulo dilatacional de la pelicula en la interfase liquido/aire, y la composicion y
espesor de la pelicula. Salta a la vista que a la concentracion del tensoactivo DSS alrededor de
3.4 mM el modulo de elasticidad es maximo (fig 3.23 C) cuando la concentracion de complejos
2:1 (a-CD 2:DSS) es méaxima en el seno de la disolucion (fig 3.23 A) y en la superficie (fig 3.23
B). Por ello, puede concluirse que las especies responsables de la viscoelasticidad de la pelicula
son los complejos 2:1. El comportamiento reolégico de esta pelicula es predominantemente

viscoso a concentraciones de DSS menores a ese méximo y elastica por encima de él.
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Figura 3.19: Datos experimentales y modelo de una capa con a-CD + complejos 2:1 + solvente de
una disolucion de 0.85 mM de tensoactivo a 283 K. Las curvas corresponden a (ACMW + d-DSS:
circulos + linea roja), (D2O + d-DSS: tridngulos + linea azul), (NRW + h-DSS: cuadros + linea

rosa) y (DaO + h-DSS: diamantes + linea naranja,).
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Figura 3.20: Datos ezperimentales y modelo de una capa con a-CD + complejos 2:1 + solvente de
una disolucion de 3.4 mM de tensoactivo a 283 K. Las curvas corresponden a (ACMW + d-DSS:
circulos + linea roja), (DyO + d-DSS: tridngulos + linea azul), (NRW + h-DSS: cuadros + linea

rosa) y (D2O + h-DSS: diamantes + linea narangja).
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Figura 3.21: Datos experimentales y modelo de una capa con DSS + complejos 2:1 + solvente de
una disolucion de 10.2 mM de tensoactivo a 283 K. Las curvas corresponden a (ACMW + d-DSS:
circulos + linea roja), (D2O + d-DSS: tridngulos + linea azul), (NRW + h-DSS: cuadros + linea

rosa) y (DoO + h-DSS: diamantes + linea naranja,).
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Figura 3.22: Porcentaje de las diferentes especies presentes en la pelicula formada en la interfase
liquido/aire, obtenidos de los ajustes a los datos de RN. En verde los complejos 2:1, en negro, la
a-CD libre, en azul el h-DSS libre y en rojo el solvente. Todas las mediciones se llevaron a cabo a

293 K y a una concentracion de 10 mM de a-CD .
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Tabla 3.3: Resultados de los ajustes con el modelo de 1 capa considerando a—-CD, complejos 2:1 y al disolvente como los

pardmetros a ajustar.

Solucion
Espesor
[a-CD]/|DSS]| | contrastes ajustados | % a-CD | % a-CDyDSS; | % Agua SLD-Contraste X2
mM Angstroms
[ /[ ] 1+2 00.00 100.00 00.00 21.71 2.616, 3.931 465.48
10/16.8
1+2+4 00.00 100.00 00.00 14.59 2.616, 3.931, 2.937 548.51
[ ]/[ ] 1+2 00.00 100.00 00.00 15.93 2.616, 3.931 133.22
10{/15.1
1+2+4 00.00 100.00 00.00 13.01 2.616, 3.931, 2.937 163.87
142 00.00 86.56 13.44 13.11 2.264, 4.242 37.53
[ ]/[ 4] 1+2+3 11.84 78.05 10.11 12.99 2.285, 4.147, 1.508 25.75
10(/13.
1+2-+4 25.62 74.38 00.00 11.98 2.472, 3.893, 3.154 77.82
1+2+3+4 13.42 84.32 02.26 11.96 2.481, 3.964, 1.642, 3.130 | 61.44
[ ]/[ ] 1+2 57.41 42.59 00.00 13.22 2.293, 3.847 40.3
10l/[1.7
1+2+4 33.38 66.62 00.00 12.42 2.428, 3.882, 3.220 92.54
142 00.00 71.98 28.02 13.65 1.883, 4.579 26.36
1+2+3 30.52 52.02 17.46 12.94 1.987, 4.290, 1.470 18.45
[10]/[0.85]
1+2+4 13.97 65.67 20.36 12.83 2.005, 4.381, 3.759 32.81
1+2+3+4 30.97 52.27 16.46 12.79 2.001, 4.266, 1.488, 3.759 | 25.16
1+2 20.72 00.00 79.28 19.15 0.425, 5.734 22.29
1+2+43 48.76 00.00 51.24 12.92 1.001, 5.044, 1.001 33.88
[10]/[0.48]
1+2+4 00.00 21.31 78.69 20.80 0.557, 5.751, 5.611 45.83
1+2+3+4 37.61 00.00 62.39 17.50 0.772, 5.318, 0.772, 5.375 | 47.02

‘OCH+ §8d + D 0LDULI], DWIISIG "T'¢
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Tabla 3.4: Resultados de los ajustes con el modelo de 1 capa considerando DSS, complejos 2:1 y disolvente como los

pardmetros a ajustar.

Solucion
Espesor
R=[a-CD]/[DSS] | [a-CD]/[DSS] | contrastes | % DSS | % a-CDyDSS; | % Agua SLD-Contraste x>
mM ajustados Angstroms
1+2 99.56 00.00 0.44 17.30 6.757, 6.785 21.61
14243 99.68 00.00 0.32 17.27 6.765, 6.785, 0.391 16.00
0.73 [10]/[13.6]
14244 100.00 00.00 0 17.13 6.787, 6.787, 0.392 62.11
14+2+3+4 | 100.00 00.00 0 17.12 | 6.787, 6.787, 0.392, 0.392 | 48.99
1+2 91.03 00.00 1.16 16.47 6.383, 6.558 73.79
0.98 [10]/]10.2]
1+2+4 100.00 11.84 0 15.31 6.787, 6.787, 0.392 97.54
1+2 55.06 25.62 0 14.72 4.913, 5.504 38.81
1.47 [10]/[6.8]
14244 83.11 13.42 0 11.56 6.083, 6.305, 0.822 82.99
1+2 10.84 57.41 0 014.21 3.068, 4.241 123.75
1.96 [10]/[5.1]
14244 31.94 33.38 0 10.76 3.948, 4.843, 2.124 121.03
1+2 5.83 00.00 33.62 15.07 1.980, 4.875 37.40
1+2+3 0.00 30.52 11.73 13.09 2.309, 4.202, 1.431 26.35
2.94 [10]/[3.4]
14244 0.00 13.97 64.99 11.97 2.486, 4.046, 3.111 77.99
1+2+34+4 | 0.00 30.97 3.46 11.98 | 2.526, 4.011, 1.565, 3.058 | 61.88

‘OCH+ §8d + D 0LDULI], DWIISIG "T'¢



3.2. Sistema Ternario a-CD + DSS +H5O.
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Figura 3.23: Resultados de las tres diferentes técnicas (CTI, NR y ME) usadas para estudiar el
sistema a-CD + h-DSS + H>0 a 298 K.
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Capitulo 4

Conclusiones.

4.1. Sistema binario

El sistema a-CD + HyO se estudié mediante calorimetria de titulacion isotérmica, ten-
sion superficial dindmica, microscopia de transmision de electrones, microscopia de angulo
de Brewster, dispersion dinamica de luz, reflexion de neutrones y elipsometria. Se logro ca-
racterizar, tanto la evolucion de tamano de los agregados en el seno de la disoluciéon como la
consecuente formacion de dominios con inhomogeneidades laterales en la escala micrométri-
ca en la interfase liquido/aire. Los principales resultados se pueden resumir de la siguiente

manera:

s La a-CD forma de manera espontanea agregados en el seno de la disolucion. Estos

agregados se forman instantaneamente.

= Estos agregados aumentan de tamano en funcién del tiempo y son mayores a bajas

temperaturas.

s La a-CD se adsorbe lentamente a la interfase mediante un fenémeno de difusion. Esta
aparicion de material en la superficie resulta en una caida pequena en tension superfi-

cial. Este proceso es todavia mas lento para muestras anejadas y temperaturas altas.
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4.2. Sistema ternario

= Una vez que los agregados de a-CD han alcanzado la interfase forman dominios en la
escala micrométrica producto de la coalescencia lateral de estos agregados, formando
una pelicula que se encuentra en un estado cinéticamente atrapado con espesor en la

escala nanométrica.

La formacion espontanea de los agregados de a-CD en el seno de la disolucion, su trans-
porte a la interfase liquido/aire y la minima disminucion en los valores de tension superficial
abren caminos interesantes para la ciencia aplicada. En este trabajo se muestra que la tem-
peratura y el anejamiento de las disoluciones son pardmetros clave para poder controlar las
propiedades superficiales. Ejemplos de posibles aplicaciones son la solubilizacion de farma-
cos poco solubles con agregados de a-CD en el seno de la disolucion 6 la optimizacion del

rendimiento de sensores y su disefio basados en las propiedades de la interfase liquido/aire.

4.2. Sistema ternario

El sistema a-CD + h-DSS + H50O se estudié mediante tres técnicas, que fueron: reflexion
de neutrones, gota oscilatoria y calorimetria de titulacion isotérmica. Se obtuvo informa-
cion de la distribucion de especies en el seno de la disolucion, informacion estructural y de
composicion de la interfase liquido/aire y su comportamiento reologico.

Los principales resultados se pueden resumir de la siguiente manera:

» En el seno de la disolucion se encuentran las siguientes especies: complejos a-CD /DSS
1:1 y 2:1, a-CD libre y DSS libre. Con la concentracion de a-CD fija en 10 mM,
en el intervalo de concentracion de DSS 2.5 a 8 mM los complejos 2:1 son la especie
predominante en el seno de la disolucién. a-CD libre y DSS libre. Cuando la relacion de

a-CD y DSS es de 2:1, en esta relacion, los complejos 2:1 son la especie predominante.

» La sustitucion de moléculas protonadas por deuteradas (h-DSS—d-DSS, y HoO—D,0),
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4.2. Sistema ternario
que se hace para realizar los experimentos de reflexion de neutrones no afecta la dis-
tribucién de especies en el seno de la disolucion.
» La pelicula formada en la interfase liquido/aire tiene 1 nm de grosor.

» El comportamiento reolégico de esta pelicula es predominantemente viscoso a concen-
traciones de DSS menores a 3.4 mM (con a-CD de 10 mM) y elastica por encima de

este valor.

» El modulo de elasticidad es méaximo cuando la concentracion de complejos 2:1 (a-CD
2:DSS) es maxima en la superficie y en el seno de la disolucion. Las especies responsables

de la viscoelasticidad de la pelicula son los complejos 2:1.
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Capitulo 5

Sugerencias para trabajo futuro.

Cambio de fase. En los experimentos de reflexiéon de neutrones se encontr6 que para la
concentraciéon de 13.6 mM de tensoactivo el valor del grosor de la capa es muy grande.
Ademas, con la técnica de tension superficial observando las imagenes de las gotas
pendientes se encontrd lo que parece ser un cambio de fase a esta misma concentracion
(figura 3.11). Un posible trabajo futuro podria ser el estudio de este cambio de fase y

explorar su posible uso en biosensores.
(a) 0 (b) 40 (c) 80 (d) 120 (e) 150

Figura 5.1: Imdgenes de la gota formada con una disolucion de [o-CD |=10 mM y [h-DSS]=13.6
mM en funcion del tiempo (en minutos). En estas imdgenes se puede apreciar un cambio de fase en

la superficie. Las mediciones se llevaron a cabo a 283 K.
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Cambio de concentraciéon de a-CD . Todas las mediciones (excepto CTI) se llevaron a
cabo a concentracion constante de a-CD (10 mM). Algunos experimentos exploratorios
(no presentados en este trabajo) dieron indicios de que las propiedades de la superficie
podrian modificarse de manera significativa al cambiar la concentracion de la a-CD .

Serfa interesante explorar esta posibilidad con detalle. (figura 3.12).

Cambio de tensoactivo. Otro camino de investigacion que deja abierto este proyecto es el
de la sustitucion del DSS por otros tensoactivos de cadenas mas cortas, de cadenas més
largas, con cabezas polares de diferente carga y diferente tamano. Este tipo de estudio
podria arrojar luz acerca de la naturaleza y magnitud de las interacciones moleculares

que hacen posible la viscoelasticidad de la pelicula.

Dinadmica de formacién de la pelicula. La dindmica de formacion de la superficie se
puede estudiar “creando” la superficie in situ. Para ello, se puede inyectar en el seno de
una disolucion de a-CD -+ agua una disolucién de DSS + agua. Esto podria hacerse
en la palangana de Langmuir bajo el microscopio de angulo de Brewster o en las
palanganas de RN o en un capilar concéntrico en el equipo de tension superficial de

imagen.
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Capitulo 6

Articulos en revistas cientificas que

derivan de este trabajo.

= Complex Behavior of Aqueous a-Cyclodextrin Solutions. Interfacial Morphologies Re-
sulting from Bulk Aggregation Jorge Hernandez-Pascacio, Angel Pifieiro, Juan M. Ru-
so, Natalia Hassan, Richard A. Campbell, Jos¢ Campos-Teran, and Miguel Costas

Langmuir (publicado, ver anexo C).

» Characterization of a viscoelastic film at the liquid/air interphase Jorge Hernandez-
Pascacio, Daniel Ondo, José Campos-Teran, Miguel Costas, Richard A. Campbell and

Angel Pineriro (en preparacion)
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Capitulo 7

Declaracion de colaboraciones en el

trabajo experimental.

En este trabajo se emplearon una gran ntimero de técnicas experimentales (8 principales
y 3 secundarias), disponibles en 4 instituciones localizadas en 3 paises. Se cont6 con la valiosa
guia y ayuda de los responsables de los equipos que, naturalmente, se volvieron colabora-
dores en el proyecto. Con la excepcion de los experimentos de Microscopia de Transmision
Electronica, el autor de esta tesis fue el experimentador tinico o particip6é activamente en
las mediciones que, por su naturaleza, fueron realizadas en equipo. Toda esta informacion se

encuentra resumida en las siguientes dos tablas.
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Tabla 7.1: Localidades donde se llevaron a cabo las diferentes mediciones.

Técnica Laboratorio/Institucion Institucion Pais

CTI Laboratorio de Biofisicoquimica, Facultad de Quimica, UNAM | FQ-UNAM | México

ME Laboratorio de Biofisicoquimica, Facultad de Quimica, UNAM | FQ-UNAM | México

TSD Laboratorio de Biofisicoquimica, Facultad de Quimica, UNAM | FQ-UNAM | México

MTE Instituto de Fisica USC Espana
MAB UAM-C Laboratorio de Superficies UAM-C Meéxico
DDL UAM-C Laboratorio de Superficies UAM-C Meéxico
RN y EP Institute Laue-Langevin, Grenoble Francia. ILL Francia

Tabla 7.2: Investigador encargado del laboratorio donde se realizo el trabajo experimental y persona

o personas que llevaron a cabo este trabajo.

‘ Técnica ‘ Investigador a cargo Persona o personas que realizaron el trabajo experimental

CTI Miguel Costas Jorge Hernandez-Pascacio/Miguel Costas

ME Miguel Costas Jorge Hernandez-Pascacio

TSD Miguel Costas Jorge Hernéndez-Pascacio
MTE Angel Pifieiro Juan Ruso

EP Richard Campbell Jorge Hernandez-Pascacio/José Campos Teran
MAB | José Campos-Teran Jorge Hernandez-Pascacio

DDL José Campos-Teran Jorge Hernandez-Pascacio

RN Richard Campbell | Jorge Hernandez-Pascacio, Richard Campbell, Angel Pifeiro, José Campos Teran, Miguel Costas
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Apéndice A

Elipsometria: Limite de peliculas

delgadas.

Aqui se define el efecto que tiene el material en la interfase liquido/aire sobre el cambio
de fase Ay p = A=Ay, donde A es el parametro medido para una disolucién de a-CD y A,
es el valor de referencia medido para el agua pura. Dentro del limite de las peliculas delgadas

Agyrp es linealmente proporcional al espesor elipsométrico 7 [

donde ¢(#) es una funcion que depende de las propiedades del bulto y del &ngulo de incidencia?

de la siguiente manera:

Angiyn?, .. cos@sin? 0
g(e) _ . — air ;uateT_ > 29 — (A2)
(nwater nai'r) (nwater nair) COS nair

y 1 puede ser expresado en términos del perfil del indice de refracciéon a lo largo de la

interfase®! como:




donde n(z) es el perfil del indice de refraccion en la direccion normal a la interfase, ng;, =
1.000 es el indice de refraccion del aire y nyqrer = 1.332 es el del agua. En el caso de una
sola capa uniforme e isotropica separada por interfases bien definidas, las ecuaciones A.1 y
A.3 pueden ser reducidas a una expresion para Ay, en términos tanto de 7 (el espesor de

la capa) como de p (la densidad de la capa)

g(0> (nzurf - ngir)(nzurf - nizvater)
Asqu = 3 T (A4)
nsur‘f}\

donde ng,s es el indice de refraccién de la capa superficial (y el solvente). Finalmente
las ecuaciones de de Feijter pueden ser obtenidas de la relacion entre la concentraciéon en

superficie Ty A 7,1

I — (Tsurf — Nuwater ) ) nzm’f)\ A (A.5)
dn/dc nzur o n?m)(nzur F Nopater) sl

donde dn/dc representa el incremento del indice de refraccion para disoluciones de a-CD. Es
posible escoger uno de dos modelos que describen los cambios de la cobertura del material
como: “oil like” (donde cambia 7 y se mantiene constante p) o “particle-like” (donde varia
p v se mantiene constante 7). Para el caso en que p es constante no existe solvente en la
superficie, asi que ng,, s es constante y por lo tanto la relacion entre I' y Ay, ¢ es lineal. En
el caso cuando 7 es constante, ng, s es variable y se refiere a la fraccion del volumen del
material en la capa, por lo que la relacion entre I' y Ay, ¢ es cuadratica. Esta relacion se

obtuvo usando las mediciones del indice de refraccion realizadas en este proyecto, y es:

[ =0.958 X Ay p — (0.0348 x A2 ) (A.6)

surf
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Apéndice B

Resultados de Modulo de Elasticidad.
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Figura B.1: Valores del mddulo de elasticidad total |[E*/, parte imaginaria E’ y parte real (Egb
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ABSTRACT: The spontaneous aggregation of a-cyclodextrin
(a-CD) molecules in the bulk aqueous solution and the
interactions of the resulting aggregates at the liquid/air
interface have been studied at 283 K using a battery of
techniques: transmission electron microscopy, dynamic light
scattering, dynamic surface tensiometry, Brewster angle
microscopy, neutron reflectometry, and ellipsometry. We
show that a-CD molecules spontaneously form aggregates in
the bulk that grow in size with time. These aggregates adsorb
to the liquid/air interface with their size in the bulk
determining the adsorption rate. The material that reaches
the interface coalesces laterally to form two-dimensional
domains on the micrometer scale with a layer thickness on

the nanometer scale. These processes are affected by the ages of both the bulk and the interface. The interfacial layer formed is
not in fast dynamic equilibrium with the subphase as the resulting morphology is locked in a kinetically trapped state. These
results reveal a surprising complexity of the parallel physical processes taking place in the bulk and at the interface of what might

have seemed initially like a simple system.

1. INTRODUCTION

Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides formed by six
(a), seven (f3), or eight (y) 14-linked a-p-glucopyranoside
units that result from the enzymatic degradation of starch. They
have been described as truncated cone shaped molecules with
both a hydrophobic cavity, which increases in size from a- to y-
CD, and a hydrophilic region located at their external surface.
CDs are unique molecules from several points of view. They are
probably the first family of molecules that springs to mind
when looking for means to encapsulate small atomic groups of
significant hydrophobicity. CDs meet a number of character-
istics that are not easy to bring together in a family of
compounds: low toxicity, biocompatibility, chemical stability,
and ease of synthesis and purification.”” Additionally, CDs are
good targets for chemical modifications,” which on many
occasions are able to enhance one or several of those
characteristics.* Because of these general features, the number
of basic studies and practical applications of CDs in several
areas is very large. Nevertheless, the fundamental behavior of
CDs in aqueous solutions is not fully understood.

-4 ACS Publications  © 2016 American Chemical Society 6682

There are two previous categories of experimental results for
aqueous solutions of CDs that are particularly relevant to the
present work. The first concerns the bulk aqueous solution
where it was shown by Coleman et al. that a-, -, and y-CD
exist in the form of aggregates bound together by a network of
hydrogen bonds.” This study was followed up by Gonzalez-
Gaitano et al. and Puskas et al, who reported cyclodextrin
molecules spontaneously form aggregates,”” and while Valente
et al. did not observe aggregates in a-CD, f-CD, and y-CD
solutions using NMR experiments, they commented that
aggregates could be present at a concentration up to 1%.°
The issue has been further discussed explicitly in two
reviews.”'" The aggregation of CD molecules in the bulk
solution is an important finding because recently it has been
reported that CD aggregates contribute to the solubilization of
poorly soluble drugs,'’ making this phenomenon very relevant
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to the pharmaceutical industry. CDs have also been employed
as a chemical reaction medium to favor the recovery of the
reactants and products, thus preventing contamination.'” The
second category concerns the liquid/air interface. Some years
ago, we showed that significant quantities of a-CD are present
at the surface even though the surface tension is very close to
that of pure water."”'* This surface was transferred to mica
sheets using Langmuir—Blodgett deposition, and the resultin§
dried film was characterized using atomic force microscopy.'

Also, we have reported recently a detailed computational study
on the adsorption and aggregation of a-CD and f-CD at 283
and 298 K using atomistic molecular dynamics (MD)
simulations.”> It was observed that the affinities for the
liquid/air interface of individual CD molecules and of small
CD aggregates (<20 molecules) are negligible. On the other
hand, the MD simulations in the bulk solution using up to 40
CD molecules showed that f-CD has a clear tendency to
aggregate at 283 and 298 K, while for a-CD this tendency is
clear at 283 K but less marked at 298 K. The study of the
behavior of CD at interfaces is important because CD layers or
films have been used as a main component of electrochemical
and biological sensors,'® having an important impact in the
detection of pharmaceutical molecules like dextromethor-
phan,17 ibuprofen,18 diclofenac,”” and volatile®® or nitro
aromatic compounds.”’ In these cases, the CDs interact with
a large variety of guest molecules to form inclusion complexes
and work as redox mediators. An important aspect in these
devices is the formation of a CD film that is formed either by
dip coating or by the self-assembly of a monolayer at the
surface of the sensors. Presently, an open area of research is to
study the effects on CD films of molecular organization,
packing, and permeability on sensor performance.””

The aim of the present work is to describe comprehensively
the spontaneous aggregation of @-CD in the bulk solution
combined with the behavior at the liquid/air interface of the
resulting aggregates. This is particularly interesting given that
the driving forces for spontaneous aggregation in the bulk
solution and the adsorption at a liquid/air interface are typically
closely connected. We have carried out a characterization of the
bulk aggregates of @-CD as a function of sample age, which is
information that is lacking in the literature. Further, we have
examined in detail the liquid/air interface, also as a function of
sample age, to gain insight into the possible forces and
mechanisms that determine and control the adsorption of a-
CD aggregates. To reach these goals, we have employed a
battery of experimental techniques: transmission electron
microscopy, dynamic light scattering, dynamic surface
tensiometry, Brewster angle microscopy, neutron reflectometry,
and ellipsometry.

2. EXPERIMENTAL SECTION

2.1. Sample Preparation. Ultra pure water with a conductivity of
18.2 MQ cm was obtained from a Millipore system, and a-CD was
purchased from Sigma-Aldrich (purity >98%). The water content of a-
CD was 10% by weight, as determined by Karl Fischer titration. To
guarantee complete solubilization of a-CD, prior to any measurement,
samples were heated for 30 min at 323 K and sonicated at room
temperature for 15 min in an ultrasonic bath at 40 kHz. All solutions
were made directly at their final bulk concentration rather than by
dilution of a concentrated stock solution. Turbidity tests using UV—vis
spectroscopy showed that the CD molecules were completely
dissolved. All liquid samples were pipetted from the bulk to the
measurement dish to avoid the transfer of kinetically trapped material
formed at the liquid/air interface during its creation.”® The data in the
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main text were all measured at 283 K. Measurements were limited to
10 mM as a result of the solubility limit of @-CD at 283 K being 39
mM (extrapolated from the 293—323 K data in ref 24).

2.2, Transmission Electron Microscopy (TEM). TEM was
performed using a Philips CM-12 transmission electron microscope
equipped with a digital camera MEGA VIEW-II DOCU and operated
at 120 kV with a magnification of 730 000X and a maximum resolution
of approximately 0.5 nm. The sample was prepared by the negative-
staining technique with 2% (w/v) phosphotungstic acid. A carbon
Formvar-coated copper grid was placed into the solution for 1 min and
into the sodium phosphotungstate for another minute, and then the
grid was dried. A small amount of sample was pipetted onto a TEM
grid and allowed to dry at room temperature (usually for 1—2 h). In
between and thereafter, excess liquid was wicked away with filter
paper. Observations were made in a bright field.

2.3. Dynamic Light Scattering (DLS). Samples for DLS
measurements were filtered between 15 and 20 times through a 0.2
um cellulose acetate membrane (Titan 2, SUN Sri, U.S.). Because the
refractive index of the solution is highly sensitive to the a-CD
concentration, we used this property to check if a significant amount of
a-CD was lost during the filtration process. We found that the
refractive index of the solution before and after filtration was the same
to the fifth significant figure, which means that the amount of CD
retained was negligible. The DLS measurements as a function of time
were made at a back scattering angle of 173°. A Z-sizer Nano model
ZS (Malvern Instruments, UK) was used to perform the measure-
ments with an incident beam of 4 = 633 nm (He—Ne, 4.0 mW). Prior
to being measured, samples were equilibrated inside the DLS cell for
20 min. Measurements consisted of at least 15 scans of 20—25 s. For
the first 10 h, measurements were performed every 15 min. After that
and up to 24 h, measurements were performed every 30 min.
Thereafter, the same sample was followed for up to 300 h, measuring
at different total times. All measurements were performed in triplicate.
A “dust filter” option in the software was used to eliminate scans with a
large number of counts. The electric field time correlation exponential
function was solved for the translational diffusion coeficient using the
Non Negative Least Square (CONTIN algorithm) method, which is
reported as ideal for heterodisperse, polydisperse, and multimodal
systems that cannot be resolved with the cumulant method.*
Employing the Stokes—Einstein equation, we estimated the hydro-
dynamic effective sphere radius R, while making the assumption that
the aggregates formed are spherical.

2.4. Dynamic Surface Tensiometry (DST). The dynamic surface
tension was measured using an image drop profile tensiometer
(OCA20, Dataphysics, Germany) with a high-resolution USB camera
(max 123 images/s sample rate) and a home-designed cell constructed
with optic glass by Hellma, Germany. This cell allows measurements of
up to 24 h at constant temperature and with low evaporation rate.
Drops of 24 uL were created at 0.5 uL/s at the end of a syringe tip
(1.650 mm outer diameter). Images of drop profiles were collected
every minute. The surface tension y was obtained using the Young—
Laplace equation AP = (pg — p))gh = (y/R,) + (y/R,), where AP is
the pressure difference across the interface, p4 and p; are the densities
of the denser and the lighter phases, respectively, g is the gravitational
constant, h is the height of the drop, and R, and R, are the two main
drop curvature radius. Two different aqueous a-CD solutions were
used: one was employed immediately after preparation, and the other
was kept for 7 days at room temperature prior to being examined. The
DST and BAM experiments were performed simultaneously using the
same sample.

2.5. Brewster Angle Microscopy (BAM). Morphological
information on the a-CD present at the liquid/air interface was
obtained using BAM. A MicroBAM (KSV Instruments, Finland)
machine equipped with a laser beam fixed to 53° for a water/air
interface and a camera with a field of view of 3.6 mm X 4 mm and
spatial resolution of 6 ym per pixel was used. Samples were placed in a
Langmuir trough (Minimicro, KSV Instruments, Finland) of 98 cm?
area, 57 mL subphase volume, with two movable barriers and a
platinum rod sensor as a tensiometer (0.01—1 mN/m resolution), all
in a dust-free environment. Three different aqueous a-CD solutions
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Figure 1. TEM micrographs of a-CD aggregates in a freshly prepared 10 mM solution at 283 K (left). This image was chosen to be as representative
of the bulk samples measured as possible. Size distribution of the a-CD aggregates (right).

were used: two were employed immediately after preparation, and the
third was kept for 7 days at room temperature prior to being examined.
Before each experiment, the trough was cleaned with high purity
chloroform and ultra pure water. The trough was considered clean
when the water/air interface had a surface pressure of IT < 0.2 mN/m
during the total compression of the surface with the movable barriers.
After this, the water subphase was exchanged for the aqueous a-CD
solution. BAM images were obtained in intervals of 15—30 min during
the first 6 h and 30—60 min for the rest of the experiment, which
typically lasted 20 h.

2.6. Neutron Reflectometry (NR). NR experiments were
performed on the time-of-flight reflectometer FIGARO at the Institut
Laue-Langevin (Grenoble, France).”® Profiles of the neutron
reflectivity R at the liquid/air interface as a function of the momentum
transfer q = 47 sin(0)/1 were recorded using pulses in the wavelength
range A = 2—30 A and at fixed incident angles of & = 0.62° and 3.8°.
The principles of the technique have been described elsewhere.”” a-
CD solutions were prepared in two different isotopic contrasts: D,O
and air contrast matched water (ACMW; a mixture of 8.1% by volume
of D,O in H,0). NMR experiments in D,0 and in ACMW
(performed in our laboratories) revealed that a-CD experiences a H
— D replacement of three hydrogen atoms per glucopyranoside ring
(presumably the hydroxyl groups). Thus, the scattering lengths of a-
CD were calculated to be 376.31 fm in D,0 and 204.09 fm in ACMW.
The value employed for the molecular volume of a-CD (995 A®) was
determined by interpolating data in the literature.”® The experimental
scattering length density (p) obtained for D,O was 6.24 X 107° A~
while the values calculated for a-CD were 3.78 X 107 A2 in D,0 and
205 x 107 A in ACMW. The analysis of the NR data was
performed using the homemade SANGRA software,” which is based
on the implementation of the Parratt method®® for the modeling of
stratified layers by using the Fresnel equations. Also implemented in
this software is the ability to model domains of different composition
with sizes above the coherence length, which varies from hundreds of
micrometers at low g (dominating the surface excess) to 1—10 ym at
high g (dominating the structural analysis)."

Two types of analysis were carried out. First, data recorded over the
full g-range in both isotopic contrasts were fitted using both a
homogeneous layer model (ie., reflection from the average scattering
properties of the domains and gaps) and a heterogeneous layer model
(i.e., additive reflection from the scattering of both the domains and
the gaps weighted to their area coverage). Second, kinetic data were
recorded in just one isotopic contrast (in ACMW) over a restricted g-
range (up to 0.06 A™!). The product of the constrained p and the
fitted thickness (7) and volume fraction (vy) of the layer was employed
to calculate directly the surface excess using I" = pzvy/(Nyb), where N,
is Avogadro’s number and b = XZb; is the coherent scattering length
obtained from the sum of the corresponding values over all nuclei. The
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data were restricted to a low-q value of 0.03 A™" to be as independent
as possible of details of the structural model applied.*”*’

2.7. Ellipsometry (EP). EP data were recorded using a Picometer
Light ellipsometer (Beaglehole Instruments, New Zealand) in the
Partnership for Soft Condensed Matter (Grenoble, France) using a
HeNe laser with 4 = 633 nm and 8 = 50°. Measurements are of the
change in polarization of light upon reflection at a surface, where the
attenuation, ¥, and phase shift, A, depend on the optical properties of
the surface and on 6.>* At the air/water interface, ¥ is insensitive to
the optical properties of thin transparent films, so we model the
measured parameter A= A — A, where A ¢ is the change in A
from the a-CD aggregates at the interface, A is the measured value,
and A is the value for pure water; its subtraction is to minimize effects
on the data from surface roughness.”

An optical matrix model can be used to model the relation between
T and A, The complexities of such modeling are well documented,*®
and a comparison with data measured directly using NR is often
used.”” Even so, for the calibration of the ellipsometry data, in the thin
film limit, a model with an oil-like layer (constant density; changing
thickness) results in a linear ['(A,), and a model with a particle-like
layer (constant thickness; changing density) results in a quadratic
T(Ay)->® A description of these models is given in part 1 of the
Supporting Information. Their comparison produced very similar
results, and the latter was chosen as more physically relevant for
aggregate adsorption. As a-CD aggregates were shown to form layers
with a thickness of 3.9 nm at the air—water interface using NR (see the
Results and Discussion), a model of constant layer thickness with the
following empirical relation was used: I' = (0.958 X A,,) — (0.0348 X
A..f). The other main input parameter was the measured refractive
index increment of @-CD (0.186 cm®/g), which resulted in a “pure
layer” refractive index of 1462 (see part 2 of the Supporting
Information). Two aqueous a-CD solutions were measured: one
immediately after preparation (freshly mixed), and the other was aged
in a refrigerator at 277 K for 9 days.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. a-Cyclodextrin Aggregates in the Bulk Aqueous
Solution. A freshly prepared 10 mM a-CD bulk solution at
283 K was measured using TEM to determine if aggregates
were present. Figure 1 shows a micrograph and the
corresponding distribution histogram of the size of the
aggregates after filtration through membranes with pores of
0.2 um; note that samples filtered through 0.45 ym membranes
like those used in the DLS measurements were also measured
and showed no statistical differences. The image shows a
uniform distribution of aggregates that are well separated from
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Figure 2. DLS measurements of (A) the hydrodynamic radius Ry, of a-CD aggregates at 283 K as a function of time for 10 mM aqueous a-CD
solutions filtered through a 0.2-um cellulose membrane. The inset shows Ry for the first 2 h of measurement. (B) Size distribution of a-CD
aggregates as a function of time and sample age. The aged sample was kept at 277 K for 8 days. The size distributions are reproducible as shown in
part 3 of the Supporting Information for three fresh and independently prepared a-CD solutions. The inset shows the count rates as a function of

time.
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Figure 3. Dynamic surface pressure at 283 K for water and two 10 mM a-CD solutions: a freshly prepared sample and a sample that was aged for 7
days (kept at room temperature). Using the same samples, BAM images at different times were taken for the fresh (a) and aged (b) solutions.
Numbers 1, 2, 3, 4, and S correspond to 0, 1, 3, 6, 20 h of elapsed time. The last observed surfaces, a5 and bS, were compressed in the Langmuir
trough producing the images A and B, respectively. The horizontal green bars indicate the scale (800 ym). For each BAM image, the corresponding

intensity histogram (pixels X 107> vs brightness) is shown.

each other, the distribution being relatively unimodal and
symmetrical. Similar results using TEM have been also reported
for p-CD.*” Histograms of the average diameter area were
generated from different TEM images of ~100 particles. The
average diameter and uncertainties have been obtained from
fitting histograms to single peak distributions giving 211 + 24
nm.
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The spontaneous formation of a-CD aggregates in solution
was also followed with time using DLS to examine the size
evolution of the resulting structures. Figure 2A indicates that
large aggregates were present in the bulk solution already
within a few minutes after filtration. As the two-dimensional
TEM micrographs indicate circular structures, and as CDs
without any encapsulated ligand are not expected to have a
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dominant direction to grow because their structure is poorly
defined,”" the DLS data were analyzed assuming that the
aggregates are spherical. The initial hydrodynamic radius (Ry,)
grows drastically from 110 to 230 nm within the first 10 h and
then remains constant for 200 h. The slow initial aggregation
kinetics corresponds to a gradual increase in the count rate
(inset to Figure 2B). Figure 2B shows the size distribution of
the aggregates for two different sample ages. The distribution is
wider for the aged sample, which highlights the growth of
aggregates in the first 10 h up to a maximum of 600 nm in size.
Also, distributions are asymmetrical with a skewed shape
toward larger areas, which increases with time. For f-CD, the
aggrﬁgate size has also been found to increase with sample
age.

Note that measurements were also conducted using DLS for
samples at 298 K (see part 3 of the Supporting Information). It
was observed that the aggregates at 298 K both for the fresh
and for the aged samples are smaller than at 283 K, with a
smaller observed growth as a result of sample aging. The
maxima of the size distributions are for the fresh samples 128
nm at 283 K and 82 nm at 298 K, while for the aged samples
171 nm at 283 K and 110 nm at 298 K. Further, measurements
were also carried out at 283 K using isothermal titration
calorimetry, but in this case the technique was insensitive to the
presence of aggregates (see part 4 of the Supporting
Information).

Assuming that a-CD molecules can be approximated to
spheres with a diameter of 1 nm, and that the aggregates that
form in solution are also spherical, we may estimate from the
DLS data in Figure 2 that the number of molecules in the
aggregates is on the order of ~10°~10’. The MD simulations
recently performed for a-CD aggregates used only a maximum
of 40 molecules,"> and therefore inevitably they are not
representative for the much larger aggregates determined
experimentally in the present work. However, on the basis of
the solvation free energy calculations, the latter computational
work suggests that the driving forces for the formation of a-CD
aggregates are the solute—solute interactions (mainly direct and
water-mediated H-bonds between a-CD molecules), in
contrast to the hydrophobic forces driving aggregation, for
example, in surfactant micelles and also protein solutions.*”
This result is important in connection with the following
sections of this work, focused on adsorption of the a-CD
aggregates at the liquid/air interface.

3.2. a-Cyclodextrin Aggregates at the Liquid/Air
Interface. Simultaneous DST and BAM measurements were
carried out at 283 K on the same fresh and aged samples of 10
mM a-CD. We will present the tensiometry results in terms of
the dynamic surface pressure to highlight the small changes
observed, which are attributed to changes in the surface rather
than bulk properties associated with a-CD solvation because
the differences in the data from pure water increase with time,
and from DLS the maximum monomer concentration would be
expected at t = 0. In Figure 3, the value of the dynamic surface
pressure increases for the freshly prepared sample. It has been
commonly reported that a-CD is not surface active on the basis
that its solutions do not result in a significant change in the
surface tension as compared to that of pure water.'>*
Nevertheless, the changes in dynamic surface pressure observed
here, while small, are reproducible (see Figure S4 in part S of
the Supporting Information) and statistically significant, and
there is a further indication of the surface activity in a-CD
samples by the small negative slope in the surface tension
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isotherm with respect to the bulk concentration (see Figure SS
in part S of the Supporting Information).

In the interpretation of the BAM images, white regions can
be attributed to patches of material with sufficient optical
contrast to be detected (e.g, high molecular density or
anisotropy), while black regions indicate either gaps or areas
of low molecular density or disordered material.**~* In the
case of freshly prepared samples, BAM images and their
corresponding intensity histograms in Figure 3 show the
progressive formation of an interfacial layer with lateral
inhomogeneities on the micrometer scale, consistent with
that reported by ourselves previously.'* At the start of the
experiment (image al), a very small amount of material is
observed at the interface. After 1 and 3 h (images a2 and a3,
respectively), a-CD domains are visible, albeit with a low
intensity. These domains appear randomly dispersed at the
interface leaving extended regions (in black) either with no
material at the interface or with material present in a very low
density or a disordered morphology. After 6 and 20 h (images
a4 and a$, respectively), progressively more material populates
the surface, and the morphology becomes more homogeneous
with higher area coverage of the a-CD condensed domains.

To gain insight into the mechanism by which @-CD interacts
with the water/air interface, now we compare the results from
fresh and aged samples. The results for the aged sample
(images bl to bS) in Figure 3 confirm that the accumulation of
material at the liquid/air interface is slower in this case. Only
after 20 h (bS in Figure 3) is it possible to identify clearly
material at the interface in the BAM images.

It is interesting that when the last observed surface (images
aS and bS) was compressed in the Langmuir trough, the
accumulated material at the surface is even clearer (images A
and B). These results show that the interfacial layers created are
not in fast dynamic equilibrium with the subphase, and that the
resulting interfacial morphology exists in a kinetically trapped
state. We may infer that the interface consists of domains of a-
CD that are in a different phase to the adjoining gaps. As the a-
CD domains grow larger with observation time, it follows that
they are formed through the lateral coalescence of the material
that has adsorbed to the interface. It is interesting to compare
this interfacial morphology to that of spread films of human
serum albumin, where it was recently shown that an extended
network structure can also result in samples with very high
surface tension values.”® Such morphologies were also observed
at the liquid/air interface of champagne.”’

The different interfacial behavior of the aged a-CD samples
must be attributed to the changes that take place in the bulk.
Indeed it follows that slower diffusion of the larger bulk
aggregates with time results in a slower interaction with the
interface. We may conclude that the @-CD domains that form
at the liquid/air interface arise primarily from the adsorption of
the relatively small aggregates from the bulk (close to 100 nm
radius) followed by their lateral coalescence and possibly by
incorporation of @-CD monomers from the bulk to the
aggregate to form more extended structures. The driving forces
for this coalescence are attributed to solute—solute interactions,
as suggested by the reported MD simulations.'> However, the
modest rise in dynamic surface pressure is slightly higher for
the aged sample than for the fresh sample, although this may be
related to the kinetically trapped nature of the formed layer.
Additional techniques are required to elaborate this issue, so we
went on to apply NR and EP to the same systems.
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NR measurements were carried out on freshly prepared
samples with a surface age of 7—8 h in ACMW and D,O. The
limited amount of information in the data limits the structural
model applied to a single interfacial layer. The coherence length
of the measurement falls in the micrometer range at the higher
q values that dominate the structural analysis.”' As the features
observed in the BAM images span such length scales (Figure
3), it was not apparent to us whether it is more appropriate to
apply a homogeneous or heterogeneous layer model (as
described in the Experimental Section). As such, both models
were applied to the experiment data, and the refined
simultaneous fits are shown in red and blue, respectively, in
Figure 4 with the relevant structural parameters and results
listed in Table 1.
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Figure 4. Experimental neutron reflectivity profiles obtained for a 10
mM a-CD solution at 283 K in D,O (triangles) and in ACMW
(circles). The blue lines are the fits using the homogeneous layer
model, and the red lines are the fits using the heterogeneous layer
model. Both fits practically coincide for the measurement in D,0, and
hence the red curve is barely visible.

Table 1. Structural Parameters and Results from the
Application of Homogeneous and Heterogeneous Layer
Model Fits to the NR Data at 283 K Shown in Figure 4

homogeneous heterogeneous
parameter/result model model
thickness (nm) 395 3.87
area coverage of domain 1¢ 1 (fixed) 0.169
fraction of @-CD in domain 1“ 0.119 0.652
standard deviation 242 23.7
surface excess (mg/mz) 0.80 0.72

“Domain 1 is the proportion of the interface coverage by a-CD
aggregates as indicated by the BAM images; other parameters are layer
roughnesses = 2.5 A; D,0 residual background = 5.1 X 1077 (fitted
from pure air/D,0 data); ACMW residual background = 1.1 X 107°
(fitted from the last 8 points of the ACMW data in Figure 4).

A layer thickness of 3.9 nm is determined from the
application of both models to the experimental data. Given
that the longest axis of the molecule is approximately 1 nm, we
may infer that the interfacial morphology extends beyond a
monolayer of @-CD monomers, as it has been reported for
systems composed by S-CD and lipid monolayers.*® It is
interesting to place the nanometer-scale film thickness
determined using NR in the context of work dealing with
aggregates created in systems involving a-CD with inclusion
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hosts. For example, in the work by Polarz et al,, silica was used
to template worm-like aggregates of @-CD in the presence of
xylene, and TEM images showed an aggregate—aggregate
separation on the order of several nanometers.” In the present
work, a-CD was not complexed to an inclusion host, but the
film created was nevertheless templated, by a planar hydro-
phobic boundary between liquid and air. It will be interesting in
the future to resolve and compare the driving forces for the
templating in the two different types of systems with a view to
optimization of film formation.

In the case of the heterogeneous layer model, the proportion
of a-CD in the domains is 17%; note that forcing this value to
be higher resulted in worse fits to the experimental data. This is
the only information about the possible composition of the
domains we have resolved to date. There are very similar values
for the surface excess (a difference of 10%) and the standard
deviation (difference of 2%) from the two models, which has
two implications. First, they show that we cannot interpret any
more information about the interfacial structure from these
data beyond that specified above. Second, they show that it is
reasonable to apply either model to determine the surface
excess during adsorption, for which we recorded kinetic data
only in ACMW and up to q = 0.06 A™". As such, with a fixed
domain composition of 17% a-CD to limit the number of
fitting parameters, this model was applied to the kinetic data for
comparison with ellipsometry (EP) measurements.

Figure 5 shows a comparison of the NR and EP data of fresh
samples over several hours. The surface excesses measured

25

I [ma/m?]
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Figure S. Kinetic evolution of the surface excess for 10 mM a-CD
solutions at 283 K measured using NR (O) and EP (blue H).

using EP are higher by about a factor of S. If the adsorbed layer
were in a fast dynamic equilibrium with the subphase (e.g., a
soluble surfactant at sufficient bulk concentration), such a
discrepancy could be explained by anisotropy (ie., different
refractive indices parallel with and perpendicular to the
interface); note that the microscopic heterogenity of the
interface is not a consideration here given that the coherence
length of the EP measurement is much larger than the domain
size.”! However, anisotropy of a factor of 5 would be double
that observed even of highly ordered domains in lipid-based
systems that exhibit lateral phase separation,** and in the
absence of inclusion hosts the structure of a-CD aggregates
may be expected to be rather poorly defined.”” An alternative
explanation, given the nonequilibrium nature of the kinetically
trapped films created here, is that the different geometries and
materials of the sample containers used in the NR and EP
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measurements resulted in different adsorption rates: the former
vessels were shallower and were made of a hydrophobic
material to which deposition of aggregates may have occurred.
As such, we go ahead now to exploit the precision, sensitivity,
and time resolution of EP with a comparison of the effects of
sample age on the adsorption kinetics using the isotropic
optical model to calculate I', yet with a degree of caution we
restrict our interpretations to relative changes rather than the
absolute scaling.

Figure 6 shows the surface excess evolution of fresh and aged
a-CD solutions. The EP data of the freshly prepared solution
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Figure 6. Kinetic evolution of the surface excess at 283 K for fresh and
aged 10 mM a-CD solutions measured using EP. The aged sample was
kept at 277 K for 9 days. The inset shows the surface excess during the
first hour of measurement.

show clearly a slow but continual increase in the surface excess
with time, consistent with the accumulation of material at the
interface observed using BAM. The fact that there are temporal
fluctuations in the measured values suggests the formation of a
nonuniform layer on the micrometer scale, with condensed
domains of the aggregates in coexistence with less dense areas
or gaps, as is also supported by BAM and considered in the NR
fittings (the heterogeneous model). In the case of EP, the
temporal fluctuations may be attributed to the lateral
movement of the domains in and out of the region probed
by the laser as a result of Brownian motion, as has been seen,
for example, in mixtures that exhibit phase separation.”>*’ It is
interesting that an interfacial excess plateau was not found
within the observation time. This feature suggests that the
adsorption and coalescence processes of the aggregates would
probably take days or longer to reach equilibrium while the
gaps at the interface are being slowly filled.

The EP data show a drastic reduction in the surface excess
kinetics for the aged sample as compared to the fresh sample,
providing further evidence for the observations made about the
adsorption and subsequent coalescence at the interface of
aggregates that had formed in the bulk on the basis of the BAM
images above. Indeed the fact that the adsorption is so much
slower for the aged solutions, yet the bulk monomer
concentration had probably remained practically constant,
indicates strongly that the dominant interfacial interactions
are from the aggregates, and the adsorption of monomers is
unfavorable. This inference supports the conclusions made in
our recent study based on MD simulations.”” Even so, the
adsorption of monomers to the condensed a-CD domains is
not precluded and is a matter that merits further investigation.
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Again, the temporal fluctuations show that the interface is
laterally inhomogeneous on the micrometer scale. The physical
picture indicated by BAM and EP can be put into context of the
DLS data for fresh versus aged samples (Figure 2) where larger
a-CD aggregates were found in the bulk solution with time and
that, by Brownian diffusion, would take longer times to reach
the liquid/air interface. Hence, we may conclude that the
smaller aggregates can adsorb at a faster rate and then flocculate
laterally for the freshly mixed samples, producing the large
domains seen using BAM at faster rate.

Note that measurements were also carried out at 298 K using
ellipsometry (see part 6 of the Supporting Information). In this
case, there was only a small effect on the adsorption rate, but
reduced temporal fluctuations showed that the films were more
uniform on the micrometer scale. This finding shows that
temperature is a key variable in film formation and as such is a
promising candidate to tune in future investigations.

4. CONCLUDING REMARKS

Through exploitation of an extended set of bulk and surface
techniques, a systematic study of a-CD aqueous solutions has
been performed. The formation of @-CD aggregates in the bulk
and the consequent formation at the liquid/air interface of a-
CD domains with lateral inhomogeneities on the micrometer-
scale have been characterized. The main results can be
summarized as follows: (i) a-CD molecules spontaneously
aggregate in the bulk solution, (i) the average size of these
aggregates increases with time, (iii) through a diffusion
mechanism «-CD aggregates progressively adsorb to the
interface over many hours resulting in only minor changes in
the dynamic surface pressure, the process being even slower for
aged samples, which is attributed to the slower diffusion of the
larger aggregates, and (iv) once at the interface, the a-CD
aggregates form, through lateral coalescence, extended domains
on the micrometer scale in a kinetically trapped film with a
thickness on the nanometer scale.

A particularly significant observation is the drastic reduction
in adsorption for aged solutions, even though the bulk
monomer concentration had remained practically constant
during the intervening period. This result provides strong
experimental indications that (1) the material at the interface is
dominated by the adsorption of a-CD aggregates that had
formed in the bulk and (2) the adsorption of @-CD monomers
at a bare liquid/air interface is unfavorable.

At a microscopic level, the ability of the very flexible a-CD
molecules to form many a-CD/a-CD and a-CD/water H-
bonds suggests that the driving force for their aggregation in
the bulk solution and for their flocculation once at the interface
is the solute—solute interactions, as recently indicated from MD
simulation studies. Our results therefore highlight the complex-
ity of the parallel physical processes taking place on the
measured time scales in the binary system composed only of a-
CD molecules and water. Although this would initially seem
like a simple system, we have resolved a complex variety of
processes.

The spontaneous formation of a-CD aggregates in the bulk
and their transport to the interface with a minimal change in its
free energy opens interesting avenues for applied research. The
present work shows that for a-CD aqueous solutions, sample
age is a key parameter to tune their bulk and interfacial
properties. This characteristic could, for example, be exploited
for delivery applications in a range of systems: in the bulk to
improve and control the solubilization of poorly soluble drugs,
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and at the surface to optimize the performance and design of
biosensors.
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