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Resumen

En el presente trabajo de tesis, se realiz6 un estudio experimental sobre
el comportamiento de monocapas compuestas por el lipido DPPC y sus mezclas
con el lipido DPPE a diferentes fracciones molares por medio del método
experimental de la balanza de Langmuir. Estos lipidos fueron elegidos por su
interés en estudiar los efectos en la compresién y fluidez de la monocapa debido a
que tienen diferente grupo polar y son lipidos presentes en las membranas
biolégicas. Este estudio se llevo acabo al realizar un analisis de las isotermas de
compresién (Presion Superficial vs. Area Molecular), de cuyas mediciones se
obtuvieron los modulos de compresibilidad. También, a través de la regla de
mezclas se estudio la miscibilidad de las fases de ambos lipidos en coexistencia.
Finalmente, de los resultados, obtuvimos las conclusiones que al realizar mezclas
con diferentes grupos polares y a diferente fraccion molar modifica la forma de la
isoterma de la monocapa, cambiando asi las fases de la monocapa.

Abstract

In the present thesis, an experimental study of the behavior of lipid
monolayers formed of the lipid DPPC and the mixtures with the lipid DPPE at
different molar fractions. The experiments were performed with the experimental
method of Langmuir trough. These lipids were chosen for the interest to study the
effects in the compression and fluidity of the monolayer, because of the difference
in their polar group and these lipids are present in the biological membranes. From
the measurement and analysis of the compression isotherms (Surface Pressure
vs. Molecular Area), we obtained the compressibility module. In addition, the
miscibility of the coexistence phases of the mixtures was studied using the mixing
rule. Finally, from our results, we obtained the conclusions that mixtures with
different polar group and at different molar fractions modifies the shape of the
isotherm of the monolayer, thus changing the phases of the monolayer.

Keys: lipidos DPPC/DPPE, monocapas, isotermas, comprensibilidad.



Capitulo 1

Introduccion

Recordemos brevemente el desarrollo histérico de las monocapas.
Empezando con Gaines que, en su monografia, nos recuerda que el efecto
calmante del petréleo en un mar agitado fue observado por Plinio el viejo y por
Plutarco. Luego Benjamin Franklin [1] en 1774 hizo la observacion mas
cuantitativa observando que una cucharadita de aceite era suficiente para calmar
una superficie de medio acre de un estanque. Mas tarde, en 1890, Lord Rayleigh
[2] sefald que los movimientos erraticos de alcanfor en una superficie de agua se
detuvieron extendiendo una cantidad de acido oleico suficiente para dar una
pelicula de 16 A2 de espesor. Esto, por cierto, dio un limite superior al tamafio
molecular y por lo tanto al peso molecular de acido oleico de modo que un valor
minimo del numero de Avogadro se podria estimar.

En este tiempo Agnes Pockels [3] demostré como las peliculas podrian
confinarse por medio de barreras, desarrollando un dispositivo (Fig. 1.1) que le
permitia medir la tension superficial de monocapas de sustancias hidrofébicas
(aceites y grasas) y anfipaticas (jabones y detergentes) y el tamano de las
moléculas. Consistia en un recipiente hecho a partir de una sartén de estafio
(hojalata) con barreras también de hojalata: una de las barreras era fija y la otra
movil, se usaba para comprimir una capa de jabon, por ejemplo, depositada sobre
agua; las moléculas ocupan todo el espacio disponible, y se usa la barrera mévil
para comprimir la capa; la presion necesaria, que cambia suavemente, se va
registrando y llega un momento en que cambia bruscamente (el punto de
Pockels), en ese momento las moléculas estdn en el maximo de compresion
confinados a un éarea aproximadamente de 20 A2 por molécula; sabiendo la
superficie y el numero de moléculas de jabdon depositadas, sabes el area que
ocupa una molécula. El dispositivo incorporaba una balanza con un disco de
hojalata de 6 mm: determinando la fuerza necesaria para que el disco atraviese la
monocapa se obtiene una medida de la tension superficial. Con este dispositivo
Agnes describié el comportamiento general de la tensién superficial con diferentes
concentraciones de aceite y las cantidades de distintos aceites necesarias para
constituir una monocapa de superficie conocida.



Figura 1.1. Disefo de la primera palangana experimental. Figura adaptada de [3]

En 1899, Rayleigh [2] comentd que una interpretacidon razonable del punto
de Pockels era que en esta area las moléculas del material de la superficie se
tocaban unas a otras. La imagen de una pelicula superficial que se estaba
desarrollando eran moléculas "flotantes" en la superficie, con poca interacciéon
hasta que entraron en contacto entre si.

Irving Langmuir [4] en 1917 dio un gran impulso al estudio de las peliculas
monomoleculares mediante el desarrollo de la técnica utilizada por Pockels.
Confiné la pelicula con una barrera rigida pero ajustable en un lado y en el otro
con una barrera flotante. Se evitdé que la pelicula se escapara por los extremos de
la barrera flotante mediante pequenos chorros de aire. La fuerza real sobre la
barrera se midié directamente para dar la presion de la pelicula. Como habia
observado la seforita Pockels, él encontré que uno podria barrer una pelicula de
la superficie bastante limpia simplemente moviendo la barrera deslizante,
manteniéndola siempre en contacto con la superficie. Conforme la barrera es
movida a lo largo de la superficie, una superficie de agua pura se formaria detras
de ella. La barrera flotante se conectd a una suspensién de borde de cuchilla por
medio de la cual la fuerza sobre la barrera podria ser determinada. Las barreras
fueron construidas de papel cubierto con parafina para no ser mojado por el agua.
Langmuir en sus experimentos descritos aqui construyd la primera balanza de
peliculas superficiales actualmente conocida como balanza de Langmuir.

Una version moderna de una balanza de peliculas superficiales, la
observamos en la figura 1.2.



Figura 1.2 Una balanza moderna de la pelicula: (1) canal de teflon; (2) barreras de teflén reforzado;
(3) placa de Wilhelmy; (4) transductor de fuerza; (5) puntero para el nivel de agua; (6) depdsito
para la subfase acuosa; (7) tubos de succion para limpiar la superficie; (8) entrada y salida en la
base del canal para agua termostatica; (9) rack de accesorios; (10) micrometro; (11) diapositiva
vertical para el montaje de la placa de Wilhelmy; (12) accionamiento de barrera y conjunto de
elevacion; (13) montaje lineal de movimiento para barreras; (14) ejes para 13; (15) cable para el
movimiento de la barrera; 16) perilla de control para mecanismo de elevaciéon de barrera; (17)
perilla para subir y bajar los tubos de succion; (18) codificador del eje 6ptico para la posicion de la
barrera; (19) perilla para accionamiento de barrera manual; (20) conjunto de embrague y engranaje
para accionamiento barrera motorizada; (21) motor de accionamiento de barrera; (22) tambor
acanalado para el cable de la impulsidon de la barrera; (23) placa de soporte; (24) base del canal.
Figura adaptada de [5] .

Langmuir [4] también dio énfasis necesario a la importancia de emplear
sustancias en lugar de los diversos aceites naturales utilizados anteriormente. Asi
encontré que el area de limitacion (en el punto de Pockels) era la misma para el
acido palmitico, el acido estearico, y el acido cerotico, es decir, 21 A2 por molécula.
Esta observacion de que la longitud de la cadena de hidrocarburos podria variar
de 16 a 26 atomos de carbono sin afectar el area de limitacién sélo podria
significar que en este punto las moléculas estaban orientadas verticalmente.
Desde el punto de vista del peso molecular y densidad del acido palmitico, se
calcula un volumen molecular de 495 A3; una molécula que ocupa sélo 21 A2 en la
superficie podria ser entonces de aproximadamente 4.5 A en el lado, pero debe
ser cerca de 23 A de largo. De esta manera se empieza a obtener informacion
sobre la forma y la orientacion, asi como el tamafio de las moléculas. La evidencia



anterior sobre la orientacién en la interfase aclara que el extremo polar esta
dirigido hacia el agua y las colas de hidrocarburos hacia el aire.

El tema de las monocapas se convirtio en uno de los estudios cientificos
de interés en el cual las monocapas nos sirven para modelar las membranas
celulares, para eso veamos ahora el desarrollo de los modelos de membranas
celulares.

Pfeffer [6] fue el primero en estudiar la presion osmotica dentro de las
células y formulé la idea de que el protoplasma de las células esta rodeado por
una capa delgada, que él llamo6 la membrana plasmatica. De hecho, Pfeffer
propuso que esta membrana no sélo cubre la superficie exterior de las células,
sino también separa todos los ambientes acuosos de diferente composicion entre
si. Por lo tanto, se puede considerar Pfeffer como el padre de la teoria de la
membrana.

Overton [7] es una figura muy importante en el desarrollo de una imagen
de las membranas celulares. Investigo las propiedades osmaticas de las células y
a finales del siglo XIX, noto que la penetracion de moléculas a través de las
membranas se relaciona con su coeficiente de reparto entre el agua y el petroleo.
Los descubrimientos de Overton llevaron a la hipotesis de que las delgadas
membranas celulares tienen las propiedades del aceite. Llamo "lipoides" a las
capas que rodean las células, las cuales estan hechas de lipidos y colesterol.

Gorter y Grendel [8] (1925) experimentalmente investigaron el area
superficial de lipidos. Para este propdsito extrajeron los lipidos de globulos rojos
humanos, caninos, lepéridos, bovidos y cavidos en acetona. Los lipidos se
extendieron en una superficie de agua y el area se midié usando una balanza de
Langmuir. A partir de los mismos extractos sanguineos se midio el area superficial
de los glébulos rojos a partir de micrografias. Encontraron que la superficie de las
monocapas (peliculas de espesor de una molécula) estaban dentro del error de
exactamente dos veces el tamafio de las células. Concluyeron que las membranas
celulares estan hechas de dos capas moleculares delgadas opuestas, y
propusieron que esta doble capa estuviera construida de modo que dos lipidos
formen una bicapa con los grupos polares apuntando hacia la fase acuosa que los
rodea. La Fig 1.3 es una imagen de la bicapa lipidica que conocemos hasta hoy.
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Figura 1.3 La membrana celular de acuerdo a Gorter y Grendel (1925). Figura adaptada de [8].



El primer modelo molecular para la estructura de la biomembrana que
incluye proteinas fue el modelo de Danielli y Davson [9] (1935). Tomaron en
cuenta que las capas que rodeaban a las células tenian un contenido significativo
de proteinas adsorbidas a las capas. Se sabe que los fosfolipidos tienen una
naturaleza anfifilica. Ademas, las proteinas investigadas eran en su mayoria
solubles en agua, sin embargo, a menudo adsorbidas a las membranas. Por lo
tanto, Jim Danielli y Hugh Davson propusieron un modelo de la membrana celular
que consiste en una bicapa lipidica, con la cual una capa de proteina esta
estrechamente asociada (Fig. 1.4, izquierda).
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Figura 1.4 Danielli y Davson propusieron un modelo incluyendo proteinas. Figura adaptada de [9].

Singer y Nicolson [10] concluyeron que las proteinas también pueden
atravesar la membrana. Esto llevd al famoso modelo de Singer-Nicolson (1972)
también conocido como el "modelo de mosaico fluido". Este modelo puede
resumirse como sigue: las membranas se construyen de lipidos y proteinas. Las
proteinas forman principalmente dos clases. Las proteinas periféricas son aquellas
proteinas que estan unicamente sueltas en la superficie de la membrana y se
pueden separar facilimente de la membrana por tratamiento suave (por ejemplo,
citocromo ¢ en mitocondrias o espectrina en eritrocitos). Las proteinas integrales,
en contraste, no pueden separarse facilmente de los lipidos. Forman la mayor
parte de las proteinas de la membrana. La estructura (matriz) es la doble capa
lipidica (bicapa). Las proteinas pueden ser adsorbidas a la superficie de la
membrana o a través de la membrana (Fig. 1.5). El término "modelo de mosaico
fluido" usado por Singer y Nicolson probablemente se origina de Danielli y Davson
(1935) aunque su trabajo no fue citado.



Figura 1.5 El modelo del mosaico fluido de Singer y Nicolson (1972). Figura adaptada de [10].

En 1984, Mouritsen y Bloom propusieron el modelo del colchoén [11] (Fig.
1.6) que sugiere que las proteinas y los lipidos muestran interacciones con un
contenido de energia libre positivo debido a variaciones en la longitud hidréfoba de
las moléculas. El espesor tipico de una bicapa lipidica es aproximadamente 5 nm.
Si el nucleo hidrofébico de una proteina de membrana es mas largo o mas corto
que esta longitud, entonces algunos segmentos de proteinas o segmentos
lipidicos hidréfobos estan expuestos al agua. Entonces, la membrana lipidica tiene
que ser deformada para compensar las interacciones hidrofobicas desfavorables.
Este efecto se denomina "la compatibilidad hidréfoba”, que da lugar a tensiones
interfaciales entre lipidos y proteinas. Estas tensiones pueden resultar en la
acumulacion de ciertas especies lipidicas alrededor de las proteinas, y en la
atraccion mutua de las proteinas debido a las fuerzas capilares, dando lugar a la
agregacion y agrupacion de proteinas [12].

Figura 1.6 El modelo del colchdn propuesto por Mouritsen y Bloom (1984). Figura adaptada de
[11].



En el capitulo 2 se describira de manera resumida los elementos basicos
para el estudio del comportamiento de las monocapas. En primer lugar, se
introduce el concepto de tensién superficial, presién superficial, el método de la
placa de Wilhelmy, utilizado para medir la presién superficial, se dara una breve
explicacion de lipidos y su clasificacién. Se continia con la explicacion de los
estados de las monocapas mixtas. Finalizando este capitulo con la descripcion del
modulo de compresibilidad.

En el capitulo 3 se muestra la estructura de los lipidos DPPC y DPPE, se
describiran las similitudes y diferencias entre ellos, principalmente en el grupo
polar. Después se detallaran las partes de la palangana de Langmuir, dispositivo
usado para el desarrollo experimental de esta tesis. Luego se detallara el
protocolo para formar las llamadas monocapas de Langmuir. Para concluir este
capitulo, se mostraran las caracteristicas de las isotermas de compresion, las
cuales nos permiten conocer las fases de las monocapas de Langmuir a una
temperatura constante.

El capitulo 4 es dedicado a describir los resultados experimentales y su
discusion. Finalmente, en el capitulo 5 se presentan las conclusiones obtenidas a
partir de lo observado experimentalmente.



Capitulo 2

Conceptos Fundamentales

2.1 Tension Superficial

El concepto de tensidn superficial es muy antiguo. Segun se sabe,
Leonardo da Vinci ya habia observado y registrado el ascenso espontaneo de
liquidos en capilares humedecidos, como agujeros estrechos y tapones. De este
fendmeno adquirié su nombre: capillus (lat.) = pelo: los agujeros deben ser tan
estrechos como un pelo. Hoy en dia el término de fendbmeno capilar se utiliza mas
ampliamente para indicar que no solo se trata del ascenso capilar, que implica
interfaces curvas, sino también todos los fendmenos determinados por la
tendencia de las interfaces a adoptar un area minima, tales como las formas de
gota, las formas de burbujas, puentes liquidos y mojados, etc. [13].

Un importante desarrollo histérico fue la percepcién de que la tension
superficial es una propiedad superficial y no una propiedad del volumen. Newton
ya habia diferenciado entre fuerzas cohesivas y adhesivas. Se llevé a cabo un
experimento discriminativo por Hawksbee. El investigé el ascenso de liquidos en
capilares y entre platos de vidrio y encontré que el grosor del vidrio no importaba.
Asi que el fendmeno de humectacion se establecié como un fendmeno superficial,
aunque la profundidad de las interacciones responsables de las tensiones sigue
siendo un problema hoy en dia [13].

Respecto a los términos interfaz y superficie, "Interfaz" es el término
general; la palabra superficie esta restringida a la frontera de las fases en la que
una de ellas es una fase gaseosa, o para indicar especificamente la parte mas
alejada de una fase condensada (la superficie de unas gotas aceite en una
emulsion de aceite en agua) [13]. El simbolo de tensioén interfacial y tension
superficial suelen ser o y vy, respectivamente. En la presente tesis usamos el
simbolo y para tension superficial.

Para la medicion de las tensiones superficiales no se necesitan modelos
moleculares. Es suficiente saber que la tension superficial es una medida debida a
que todas las areas tiendan a minimizarse. Esta accion contractil puede ser
interpretada mecanicamente o termodinamicamente.

Mecanicamente, la tensidon superficial es la fuerza de contraccion por
unidad de longitud, actuando en la interfaz y paralela a ella. Las dimensiones son
[fuerza / longitud], y nuestra unidad habitual es mN/m. Las tensiones superficiales
son medibles mecanicamente como las fuerzas necesarias para expandir a una
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interfase por una cantidad infinitesimal. Para las interfaces isotrépicas esta fuerza
es la misma en cada direccion.

Un ejemplo que sirve para ilustrar el concepto de tension superficiales el
siguiente. Consideremos, una pelicula de jabon estirada sobre una estructura
rectangular de alambre [5]. Uno de los extremos es movil (figura 2.1).
Experimentalmente, si se elimina la fuerza F del diagrama, se observa que el lado
no fijo se mueve en sentido contrario a la flecha F, por lo tanto, una fuerza
restauradora esta actuando sobre el elemento mévil en la direccion opuesta a la
de la flecha en el diagrama. Si el valor de la fuerza por unidad de longitud se
denota por y, entonces el trabajo realizado al extender el elemento moévil una
distancia dx es:

dW = Fdx = ~ldx = ydA (2.1)
donde dA = Idx es el cambio de area [5].

f—-‘ d:l: —\-I--ﬂ
\
,\\\ \\ -

N
\ \
*\\ \\\\

Figura 2.1 Una pelicula de jabdn estirada a través de un marco de alambre con un lado mavil [5].

Termodinamicamente, la tension superficial se interpreta como el
aumento de la energia de Gibbs (G) del sistema cuando el area de la superficie
bajo consideraciones se incrementa reversiblemente por una cantidad infinitesimal
dA a temperatura (T), volumen (V), y composicion constante (n) [13]. Podemos
expresar la tension superficial como:

=2y 22

donde n es una abreviatura para el conjunto de cantidades n1, n2, ..., que definen
la composicion del sistema. Las dimensiones de y son [energia / area] que
equivalen a las dimensiones de [fuerza / longitud]; la expresamos en mJ/m?2. Como
G es en principio medible, también lo es y.



Utilizando la convencion de Gibbs [5] usamos el superindice o para definir
las cantidades superficiales,
G° = E° —TS°, (2.3)
donde E es la energia y S la entropia, asi que
dG° = dE° — TdS° — S°dT. (2.4)
Para pequefios cambios en la energia dE° de un sistema tenemos que:
dE? = TdS® + Y, w;dnf{ + ydA, (2.5)
donde pi son potenciales quimicos. Asi sustituyendo (2.5) en (2.4) se tiene que:
dG° = —=S°dT + Y, y;dn? + ydA (2.6)

Alternativamente, para todo el sistema (es decir, incluyendo las fases volumen),

dG = —SdT — PdV + ) y;dn; + ydA. (2.7)
Asi
aG°
V= (%) e (2:8)
(0]
aG
y = (a_A)T,V,ni (2.9)

Con esta expresion recuperamos la tension superficial en términos de la energia
de Gibbs.
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2.2 Presion Superficial

La presion superficial es la medida de una presion lateral o bi-
dimensional. Por lo tanto, posee las mismas unidades que las de la tension
superficial. Para entender mejor este concepto, supongamos que se tiene un canal
dividido por una membrana delgada de caucho en dos compartimentos, uno lleno
de solvente y el otro con solucién (figura 2.2), se observara una fuerza que actua
sobre un flotador unido al extremo superior de la membrana. En la seccién
transversal, la membrana de caucho es muy delgada y la porcibn que se
encuentra por debajo de la superficie es altamente flexible que facilmente se
puede doblar, igualando asi cualquier diferencia hidrostatica entre ambas
soluciones. La fuerza observada en el flotador es de origen puramente debida a la
tension superficial que resulta de un desplazamiento en la direccion de la
superficie de mayor tension superficial, dando lugar a una menor energia libre
superficial para el sistema. Esta fuerza podria ser medida directamente
determinando cuanta fuerza opuesta es aplicada por una palanca unida a un
alambre de torsion para evitar que el flotador se mueva [5]. En esta explicacion, 1
surge como una diferencia de dos tensiones superficiales:

T=Yyy—V (2.10)

donde y, es la tension superficial del liquido puro y y es la tension superficial de la interfaz
en presencia de las moléculas adsorbidas [5].

Alre . _~ Flotador movible

Figura 2.2 Seccion transversal de la palangana PLAWM (Pockels-Langmuir-Adam-Wilson-McBain).
Figura adaptada de [5].
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2.3 Método de la Placa de Wilhelmy

Un método disponible para medir la tension y presion superficial es el
conocido como el método de la placa de Wilhelmy (ver figura 2.3). En este método
se realiza una medicion determinando la fuerza ejercida sobre una placa
(hidrofilica) de modo que esté parcialmente sumergida en la fase liquida. De esta
fuerza se calcula entonces la tension de la superficie gas-liquido (mN/m o
dinas/cm) haciendo las correcciones con las adecuadas dimensiones de la placa.

La placa es a menudo muy delgada y hecha de algun material hidrofilico,
comunmente pueden ser fabricadas de: platino, vidrio, cuarzo, mica o papel filtro.
Las fuerzas que actuan sobre la placa consisten en la gravedad (g) y la tensién
superficial (y) hacia abajo, y la flotabilidad (debida al desplazamiento del agua) en
sentido opuesto (hacia arriba). Para una placa rectangular de dimensiones:
longitud (), anchura (w) y espesor (t), conocemos la densidad del material p, que
es sumergida a una profundidad (h) en un liquido de densidad pi. De la suma de
fuerzas se obtiene una resultante a partir de la siguiente ecuacién [14]:

F = pyglwt + 2y(t + w)cosd — p,gtwh (2.11)
A
longitud, |
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Figura 2.3 Una placa de Wilhelmy parcialmente sumergida en una superficie de agua. Figura
adaptada de [15].
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El tensiometro debe ser calibrado antes de poner la placa en contacto con
el liquido. Con esta calibracion es posible despreciar el primer término
(correspondiente al peso de la placa). En los experimentos la placa no es
sumergida completamente, solo se mantiene a un mismo nivel del liquido, por lo
tanto, también se puede despreciar el término de la flotabilidad de la ecuacion
2.11.

Asi, la fuerza F medida por el tensidmetro es debida unicamente a la tension
superficial, es decir:

F = 2y(t + w)cosf. (2.12)

El hecho de utilizar materiales hidrofilicos permiten que el angulo de contacto (0)
sea cero. Por lo que:

F=2y(t+w), (2.13)

de aqui obtenemos la relacion para la tension superficial,

y=— (2.12)

T 2(t+w)’

Si la placa es lo suficientemente delgada tal que t < w, entonces

Yy =— (2.13)

2w
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2.4 Lipidos

Las moléculas que estudiamos en este trabajo llamadas lipidos, llevan a
cabo multiples funciones. La proporcién mas grande de lipidos se encuentra en las
células, ya que los lipidos constituyen aproximadamente el 85% de sus
membranas que dividen los compartimientos y separan a las células de sus
alrededores. Las membranas son mas que unas paredes pasivas, estas son muy
selectivas ya que facilitan el paso de determinadas sustancias en determinadas
direcciones, al tiempo que impiden el paso de otras. Esta permeabilidad selectiva
de la membrana permite que las distintas partes de la célula realicen sus
operaciones especificas [16].

Los lipidos constituyen un grupo extraordinariamente diverso de
moléculas bastante pequefias que presentan una fuerte tendencia a asociarse
mediante fuerzas no covalentes. Generalmente, los lipidos se caracterizan por el
tipo de estructura formada por una “cabeza” hidréfila polar, conectada a una “cola”
hidrocarbonada hidréfoba apolar. Las moléculas lipidicas en un medio acuoso
tienden agruparse formando una asociacion no covalente. Al igual que los grupos
apolares de las proteinas se asocian mediante un efecto hidréfobo que promueve
la entropia, las colas polares de los lipidos también lo hacen. Una segunda fuerza
de estabilizacion es la que procede de la interaccién de Van der Waals entre las
zonas hidrocarbonadas de las moléculas [16].

Por otro lado, los grupos polares de las moléculas lipidicas tienden a
asociarse con el agua. En consecuencia, los lipidos son ejemplos claros del tipo
de sustancia anfipatica o anfifilica. Esta “esquizofrenia molecular” tiene varias
consecuencias posibles, como la formacion de monocapas de superficie, bicapas,
micelas y vesiculas, por los lipidos en contacto con el agua (véase la Figura 2.4)
El tipo de estructura exacta que se forma cuando un lipido entra en contacto con el
agua depende de la estructura molecular especifica de las partes hidroéfila e
hidréfoba de esa molécula lipidica [16].
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Figura 2.4: Formacion de membranas lipidicas, micelas, emulsiones y liposomas a partir de lipidos
anfipaticos, por ejemplo, fosfolipidos [17].

En la figura 2.5 se muestran las clases principales de lipidos y sus
interrelaciones estructurales. Las moléculas anfipaticas mas simples son los
acidos grasos, y tienen la formula general R—COOH, donde R representa una
cadena de hidrocarburo. Los acidos grasos son componentes de diversos tipos de
lipidos mas complejos, incluyendo los triglicéridos o triacilgliceroles, los
glicerofosfolipidos y los esfingolipidos. Los lipidos que contienen grupos fosfato se
llaman fosfolipidos y los que tienen grupos esfingosina y carbohidrato a la vez se
llaman glicoesfingolipidos. [17].
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Figura 2.5: Clases principales de lipidos. Figura adaptada de [17].

Esfingolipidos

En general, los lipidos son insolubles en agua porque contienen un
predominio de grupos no polares (hidrocarbonos). Sin embargo, los acidos grasos,
los fosfolipidos, los esfingolipidos, las sales biliares y, en menor grado, el
colesterol, contienen grupos polares. En consecuencia, parte de la molécula es
hidrofébica, o insoluble en agua, y parte hidrofilica, o soluble en agua. Tales
moléculas se describen como anfipaticas (fig. 2.4); se orientan en interfases de
aceite: agua con el grupo polar en la fase acuosa y el grupo no polar en la fase
oleosa. Una bicapa de ese tipo de lipidos anfipaticos es la estructura basica en
membranas biologicas [18].

Cuando hay una concentracion critica de estos lipidos en un medio
acuoso, forman micelas, conjunto de moléculas en las que las colas
hidrocarbonatadas se agrupan juntas dentro de la estructura y las cabezas de
carboxilato estan en contacto con el agua [16]. Los liposomas son estructuras en
forma esférica cuyo cascaron es una bicapa lipidica que encierra parte de medio
acuoso. Las agregaciones de sales biliares en micelas y liposomas, y la formacion
de micelas mixtas con los productos de la digestion de grasas tienen importancia
en la facilitacion de la absorcion de lipidos en el intestino [18].

Los liposomas tienen un uso clinico potencial, en particular cuando se
combinan con anticuerpos especificos en tejidos, o como acarreadores de
farmacos en la circulacion, y dirigidos hacia 6rganos especificos; por ejemplo, en
la terapia para el cancer. Ademas, se usan para transferencia genética hacia
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células vasculares, y como acarreadores para el aporte topico y transdérmico de
medicamentos y cosmeéticos [18]

2.4.1 Acidos grasos

En varias especies se han identificado mas de 100 acidos grasos
distintos. Los acidos grasos difieren entre si en la longitud de sus colas de
hidrocarburo, la cantidad de dobles enlaces carbono-carbono, las posiciones de
los dobles enlaces en las cadenas y la cantidad de ramificaciones. Algunos acidos
grasos comunes en los mamiferos se muestran en la tabla 2.1. Los acidos grasos
son una forma de detergente, porque tienen una larga cola hidrofébica y una
cabeza polar pequefia. Como es de esperar, la concentracién de acido graso libre
en las células es muy baja, porque a altas concentraciones de acidos grasos libres
las membranas se podrian romper. La mayor parte de los acidos grasos se
encuentran formando lipidos mas complejos. Estan unidos a otras moléculas
mediante un enlace de éster (grupo de cadenas de atomos unidas a un radical —
COO) en el grupo carboxilo terminal (grupo de cadenas de atomos unidas a un
radical -COOH) [17].

La cantidad de atomos de carbono en los acidos grasos mas abundantes
va de 12 a 20, y casi siempre es un numero par, ya que se sintetizan mediante la
adicién consecutiva de unidades con dos carbonos. En la nomenclatura de IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), al carbono carboxilico se le
considera el C-1, al carbono adyacente al carbono carboxilico C-2, y los demas
atomos de carbono se numeran en secuencia.

Tabla 2.1 Algunos acidos grasos comunes [5]

Cantidad | Nombre Nombre de Férmula molecular

De comun Ginebra

carbonos

11 Acido Acido Undecanoico | C1oH21CO0
Undecanoico

12 Acido Acido C11H23C0OO0
Laurico Dodecanoico

13 Acido Acido C12H2sCOO0
Tridecilico Tridecanoico

14 Acido Acido C13H2,COO
Miristico Tetradecanoico

16 Acido Acido C15H31COO0
Palmitico Hexadecanoico

17 Acido Acido C16H33COO
Margarico Heptadecanoico

18 Acido Acido C17H35CO0
Estearico Octadecanoico
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18 Acido Acido trans-9- CsH17CH=CH(CH2)7COO
Elaidico Octadecenoico

18 Acido Acido cis-9- CsH17CH=CH(CH2)7COO
Oleico Octadecenoico

19 Acido Acido C1sH37COO
Nonadecilico | Nonadecanoico

20 Acido Acido C19H39COO
Araquidico Eicosanoico

22 Acido Acido C21H45CO0
Behénico

22 Acido Acido CH3(CH2)7CH=CH(CHz2)11CO0O
Erucico Cis-13-docosenoico

22 Acido Acido CH3(CH2)7CH=CH(CHz2)11CO0O
Brassidico Trans-13-

Docosenoico

26 Acido Acido C2sH51CO0

Cerdtico Hexacosanoico

Los acidos grasos que no contienen dobles enlaces de carbono se llaman
saturados, en tanto que los que tienen al menos un enlace doble de carbono se
clasifican como no saturados o insaturados. Los acidos grasos no saturados que
solo tienen un doble enlace se llaman monoinsaturados y los que tienen dos o
mas enlaces se denominan poliinsaturados. La configuracion de los dobles
enlaces en los acidos grasos no saturados es cis (si las cadenas acilo estan en el
mismo lado del enlace [18]),. Los dobles enlaces de la mayor parte de los acidos
grasos poliinsaturados estan separados por un grupo metileno (grupo de cadenas
de atomos unidas a un —CH2— [19]) y, en consecuencia, no estan conjugados.
(Conjugados quiere decir que estos enlaces dobles van alternados con un enlace
sencillo, p.ej. C=C-C=C.)

Las propiedades fisicas de los acidos grasos saturados y no saturados
son muy variadas. Tipicamente, los acidos grasos saturados son sélidos céreos a
temperatura ambiente (22 °C), en tanto que los acidos grasos no saturados son
liquidos a esta temperatura. La longitud de la cadena de hidrocarburo en un acido
graso, y su grado de insaturacion, influyen sobre el punto de fusion. Para los
acidos grasos saturados: laurato, miristato y palmitato. A medida que aumentan
las longitudes de las colas de hidrocarburo, también aumentan los puntos de
fusién de los acidos grasos saturados debido a que aumenta la intensidad de las
interacciones de Van der Waals entre las colas vecinas de hidrocarburo, por lo que
se requiere mas energia para separar las interacciones [17].
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2.5 Fases en monocapas de Langmuir

Las caracteristicas y propiedades de las fases de monocapas de
Langmuir es un area de la fisicoquimica ampliamente estudiada. Recientemente
para su investigacion, se han utilizado técnicas Opticas, microscépicas y de
difraccion. Estos métodos experimentales han explicado la estructura celular
unitaria, el orden de orientacion de los enlaces y la inclinacién en las fases de la
monocapa. Muchas de las fases condensadas se han clasificado como mesofases
que tienen un orden correlacional de largo alcance y orden de traslacién de corto
alcance. Una analogia util entre mesofases de monocapas y mesofases
esmécticas en cristales liquidos a volumen ayuda en su caracterizacion [20]. Esta
analogia se explica a continuacion.

Las fases generales de monocapas se ilustran en la isoterma de presion-
area en la Fig. 2.7. A medida que la densidad de las moléculas en la superficie
aumenta gradualmente, la monocapa a partir de una fase gaseosa muy diluida,
puede someterse a una serie de transiciones de fase, de una fase de gas (G) a
través de un liquido expandido (LE), en un liquido condensado (LC) y, finalmente,
en un estado sélido (S). Estas transiciones no son siempre distinguibles; en
algunos sistemas pueden ocurrir mas de una fase condensada. Las fases G, Ly S
son los analogos bidimensionales de las fases a volumen correspondientes.
También se pueden observar regiones de dos fases, dependiendo de la naturaleza
de las moléculas. Cuando es perfectamente horizontal, la parte LE + G puede
interpretarse como una coexistencia de la regién G-L. Sin embargo, a veces se
observan partes lineales que no son horizontales. Entonces se puede preguntar si
estas partes son regiones de coexistencia de dos fases. La pendiente depende del
orden de la transicién; si es primer orden, la curva debe ser plana. Como ya se
dijo, mas de una fase L o S pueden ser observadas. El polimorfismo es mas rico
en comparacion con los sistemas 3D hecho que debe estar relacionado con que
las fases condensadas 2D no tienen la restriccion de emparejar una 292, 32
capa [13]. Usualmente se necesitan otras técnicas opticas u otras para identificar y
caracterizar las distintas fases. Describimos brevemente estas fases, sus rasgos
caracteristicos y transiciones.
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Figura 2.6 Un esquema de isoterma presion-area ilustra los estados generales de las monocapas
[21].

2.5.1. Fase Gas

Una pelicula a areas moleculares mayores y presiones bajas cercanas a
cero obedece las ecuaciones de estado (ecuacion (2.14)). El area disponible por
molécula es grande en comparacion con el area transversal.

no = kT o mA =RT (2.14)

donde o denota el area por molécula, A el area por mol, k es la constante de
Boltzmann , R es la constante universal de los gases ideales y T la temperatura.

En este modelo, se considera que una pelicula en una fase gas es una

solucion superficial diluida de surfactante en agua y la ecuacion se puede poner
en la forma

m=—"TInfN§ (2.15)

donde A; es el area molar de las especies disolventes (estrictamente A; =
(0A/0n3)r); f1° es el coeficiente de actividad del disolvente en la fase superficial
(cerca de la unidad, Gaines [22] da valores de 1.01 — 1.02 para peliculas de acido
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pentadecanoico). Suponemos que el area geométrica es A = Anj + A,n3, para
obtener

7= %[ln(l + 22 ) 7| (2.16)

1-A4,0,

donde 2 son los moles del material de la pelicula por unidad de area; A1 se
conoce a partir del area molecular estimada del agua, 9.7 A2 y A2 puede ser
obtenida experimentalmente permitiendo asi el calculo de f1%, 0 se deja como un
parametro empirico.

El enfoque alternativo es tratar la pelicula como un gas bidimensional no
ideal. Se puede usar una ecuacién de estado apropiada, tal como [5]:

(n+%) (A — A°) = RT (2.17)

donde a es un término que tiene que ver con la atraccion entre particulas y A° es
el area excluida de A por particula.

2.5.2. Transicion Gas-Liquido

En la compresion, una fase gas puede condensarse a una fase liquido
expandido, L1 a través de una transicién de primer orden. Esta transicién es dificil
de estudiar experimentalmente debido a que las presiones de la pelicula son
pequefias y la necesidad de evitar cualquier impureza. Existe una amplia
evidencia de que la transicidon es primer orden; hay discontinuidades en las
graficas 1-A, un calor latente de vaporizacion asociado con la transicién y dos
fases coexistentes. Ademas, las fluctuaciones en el potencial superficial en la
regidon de dos fases indican dos fases de coexistencia. La situacion general es una
reminiscencia de vapor-liquido y puede ser tratada por la ecuacion de Van der
Waals bidimensional Ec. (2.17) o modelos mecanicos estadisticos [23].

A temperaturas mas bajas, una pelicula gaseosa puede comprimirse
indefinidamente hasta una fase liquido condensada sin una discontinuidad
discernible en la grafica m-A [5].

2.5.3. Fases Condensadas

Una familia rica de estados condensados de peliculas monomoleculares
se ha revelado por el analisis 6ptico y de rayos X de las fases que aparecen
solamente como cambios sutiles en la pendiente de la grafica 1r-A [5]. El diagrama
de fases generalizado presentado por varios grupos contiene las caracteristicas
cualitativas presentadas en la Fig. (2.7). Las fases en este diagrama se han
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caracterizado de acuerdo con las fases esmécticas de cristal liquido con planos
estratificados con distintos grados de orden orientacional. Describiremos
brevemente estas fases.

T

Figura 2.7: Esquema de diagrama fase que ilustra las mesofases condensadas encontradas en las
monocapas de acidos grasos vy lipidos [5].

1. L1 o LE. La fase liquida expandida, L1 es una disposicion isotropica
bidimensional de anfifilos. Esta pertenece a la clase esméctica A [24] como la
estructura plana de un liquido. Existe un debate continuo sobre la mejor manera
de formular una ecuacion del estado de la monocapa en una fase liquido
expandido. Tales monocapas son fluidas y coherentes, sin embargo, la distancia
intermolecular promedio es mucho mayor que para los volumenes de un liquido.
Un volumen tipico de una fase liquido es tal vez un 10% menos denso que su
estado solido correspondiente. Sin embargo, una monocapa en una fase liquido
expandido puede existir en areas moleculares dos veces mayores que las areas
en un estado solido. Como observd Gershfeld [25], varias modificaciones de la
ecuacion bidimensional de Van der Waals puede tener éxito en el ajuste de datos.
Un modelo de solucion estadistica regular y simulaciones de Monte Carlo basadas
en un modelo de enrejado permiten el tratamiento de la transicidn de primer orden
L+-G.

2. L2 o LC. Esta es la fase primaria liquida condensada considerada primero por
Adam [26] y Langmuir [27] como una pelicula semisdlida con cabezas polares
hidratadas. Ahora se identifica como la fase esméctica | [24], o rotatoria, que tiene
un orden posicional de corto alcance con suficiente area transversal para permitir
la rotacion libre. Las moléculas son inclinadas respecto a la normal, y el angulo de
inclinacién varia con la presién. Las peliculas generalmente muestran un régimen
casi lineal en las graficas 1-A.

3.L2" 0 LC'. Esta region se ha dividido en dos subfases, L2"y S'. La fase L2 difiere
de la fase L2 en la direccidn de inclinacion. Las moléculas se inclinan hacia sus
vecinos mas cercanos en L2 y hacia los préoximos vecinos mas cercanos en L2
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(una fase esméctica F [24]). La fase S* comprende la parte de ™ mas alta y T mas
baja de L2'. Esta fase es caracterizada por una estructura esméctica H o de espiga
inclinada y alli son dos moléculas (de diferente orientacion) en la celda unitaria.
Otra fase que tienen una direccion de inclinacion diferente, L1, puede aparecer
entre las fases L2y L2'.

4. LS. En la fase LS las moléculas se orientan normales a la superficie en una
celda unitaria hexagonal. Se identifica con la fase esméctica hexatica BH. Las
cadenas pueden girar y tienen simetria axial debido a su falta de inclinacién. Cai y
Rice desarrollaron un modelo funcional de densidad para la transicion de
inclinacion entre las fases L2 y LS [28]. Los célculos con este modelo muestran
que las interacciones superficiales en los anfifilos juegan un papel importante en la
determinacion de la inclinacién; sus conclusiones apoyan la falta de inclinaciéon
encontrada en los anfifilos fluorados [29].

5. S. Las cadenas en la fase S también estan orientadas de forma normal a la
superficie, pero la celda unitaria es rectangular posiblemente debido a la rotaciéon
restringida. Esta estructura es caracterizada como la fase esméctica E o de
espiga.

6. CS. Es la fase verdadera de cristal bidimensional, existe a baja T con las
cadenas orientadas verticalmente y alta 1T en la fase CS. Esta estructura exhibe
orden traslacional de largo alcance.

2.5.4. Colapso de la Monocapa

En areas superficiales mas pequefias ocurre el fenomeno del colapso y la
compresibilidad diverge. La aparicion del colapso depende en gran medida de
factores como la histéresis de la pelicula y la velocidad a la que se comprime. En
este tipo de colapso se cree que las capas moleculares se estan montando una
encima de otra y se estan formando capas multiples desordenadas (figura 2.8);
Por lo tanto, se trata de un proceso que es intrinsecamente variable que exhibe
periodos de induccion e histéresis [14].
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>
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|

Figura 2.8 Colapso de una monocapa [14].
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2.6 Monocapas Mixtas

El estudio de las peliculas mixtas ha adquirido un interés considerable.
Desde el punto de vista tedrico, existen extensiones de los diversos modelos para
peliculas de una sola componente; y desde el lado empirico, uno se acerca a la
modelizacion de membranas bioldgicas. Siguiendo a Gershfeld [25], clasificamos
los sistemas de la siguiente manera:

1. Ambos componentes forman monocapas insolubles.
a.El equilibrio entre mezclas condensadas y fases mezcladas de vapor
puede ser observado.
b.Sdlo se observan fases condensadas.

2. Un componente forma una monocapa insoluble, mientras que el otro es
soluble. Histéricamente, el fendmeno se conoce como penetracion.

3. Ambos componentes son solubles.

Las fases condensadas de los sistemas de la categoria 1 pueden
presentar un comportamiento de solucion esencialmente ideal, un comportamiento
no muy ideal o una inmiscibilidad casi completa. En este trabajo solo se realizaron
mezclas de esta categoria.

La termodinamica de peliculas mixtas relativamente ideales puede ser
abordar de la siguiente manera. Es conveniente definir el area promedio

Agy = X141 + X245 (2.18)

donde A; y A, son las areas molares, y; y x, las fracciones molares a una presion
superficial m dada para las componentes puras. Un area de exceso es dada por

Aoy = A— Ay (2.19)
Si se forma una solucion ideal, entonces el area molecular experimental
(A) es solo A,, (Y A., = 0). El mismo resultado se obtiene si las componentes son

completamente inmiscibles. Estos sistemas suelen distinguirse a través de la
estructura del mosaico, visto en la observacion microscopica (ver figura 2.9).
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Figura 2.9: Dominios en una monocapa de dos componentes inmiscibles (diagrama) [14].

El proceso de mezcla considera:

[n, moles de la pelicula (1) en n] + [ n, moles de pelicula (2) en 7]
= (pelicula mixta en m)

Barnes [30] advierte sobre el uso de las unidades apropiadas (area
molecular con fraccion molar o area por unidad de masa con fraccion de masa) al
analizar los datos de area.

En el enfoque de fase superficial alternativo, la ec. (2.16) puede ampliarse
para peliculas mixtas, para dar [40]

m= Z—T [ln (1 + M) - lnfls] (2.20)

1_A2 |—2 _A3r3
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2.7 Médulo de Compresibilidad

La energia libre de Helmholtz F de un cuerpo esta en funcion del tensor
de deformacion u;,. Partiendo del hecho de que la deformacion usualmente es
pequeia en comparacion con el tamafno del cuerpo, es valida la expansion de F
en potencias de u;;,. Consideraremos s6lo cuerpos isotropicos. [31]

Al considerar un cuerpo deformado a alguna temperatura (constante en
todo el cuerpo), tomaremos el estado no deformado como el estado del cuerpo en
ausencia de fuerzas externas y a la misma temperatura; esta ultima condicion es
necesaria debido a la expansion térmica. Entonces para u;, = 0, los esfuerzos
internos también son cero, es decir, g;;, = 0.

Cuando

o = (——) (2.21)

oujg/
Sigue que no hay un término lineal en la expansion de F en potencias de u;;, [31].

Luego, cuando la energia libre es un escalar, cada término en la
expansion de F deberia ser un escalar también. Dos escalares independientes de
segundo grado se pueden formar de los componentes del tensor simétrico u;:
pueden ser tomados como la suma al cuadrado de las componentes diagonales
(u?) . Expandiendo F en potencias de u;, por lo tanto, tenemos en cuanto a los
términos del segundo orden [31]

F = Fy+ 2 uf + puf, (2.22)

Esta es la expresidon general para la energia libre de un cuerpo isotrépico
deformado. Las cantidades A y p son llamadas coeficientes Lamé.

Recordando que un cambio de area en la deformacién es dado por la
suma u;;. Si esta suma es cero, entonces el area del cuerpo esta sin alterar por la
deformacion, unicamente su forma es alterada. Tal deformacién es llamada
cizallamiento puro. El caso opuesto en el que una deformacion que causa un
cambio en el area del cuerpo, pero no cambios en su forma. Cada elemento de
area del cuerpo conserva su forma también. Tal deformacién es llamada
compresion hidrostatica.

Cualquier deformacion puede ser representada como la suma de
cizallamiento puro y de compresion hidrostatica. Para hacerlo, solo necesitamos
usar la identidad [31]

1 1
Uge = (uik - §5ikuu) + 3 0l (2.23)
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El primer término de |la derecha es cizallamiento puro, cuando la suma de
sus términos diagonales es cero (6;; = 3). El segundo término es una compresion
hidrostatica.

A partir de los cuadrados de las sumas de la expresiéon anterior pueden
obtener dos coeficientes de segundo orden independientes. Asi:

2
F=upu (uik - §5ikull) + éEouzzz (2.24)

donde Eo es el médulo de compresion hidrostatica. Como la deformacion aplicada
a las membranas en este trabajo fue del tipo uniaxial, nos referiremos a €l como
modulo de compresion uniaxial o médulo de compresibilidad y u es el médulo de
cizallamiento. Diferenciando respecto a u;;, se obtiene:

o = Eouy 6y + 21 (uik - %&'kuu) (2.25)

Es posible obtener una expresion general de u;;, en términos de oy, , Sin
embargo, por ahora nos interesa solo la traza del tensor, y como en el segundo
término de la expresidn anterior se anulan los coecientes de la diagonal, nos
queda:

gi;i = 3E0uii (226)

O bien, en la forma usual de una ecuacién constitutiva (tensor de
deformacion en términos de tensor de esfuerzo):

WZ%? (2.27)

El interés por la traza del tensor de deformacién es que este representa el
cambio en el area relativa del cuerpo al ser deformado [17]:

_ dA'-dA
i - dA

(2.28)

donde dA es el area de un elemento infinitesimal del material y dA’” el area del
mismo elemento del material luego de ser deformado. Asi, la ecuacion (2.27) nos
dice que el cambio de area relativo u;; de cualquier cuerpo isotrépico depende
solo de la suma o;; y se relacionan unicamente por el médulo de compresién
hidrostatica E,. En compresion hidrostatica g;, = —md;, Yy (2.27) es simplemente:

T

O bien,
1 Uij
o= (2.30)
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Finalmente, si la deformacion es pequeia, u; y m son cantidades
pequefias, podemos escribir la razén u;; /m del area relativa y la presion en la

forma diferencial.

5= 1),
Por lo tanto
Bo=-4(3),

(2.31)

(2.32)
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Capitulo 3

Materiales y Métodos Experimentales

Los lipidos que se usaron en este trabajo fueron 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-
3-fosfatidilcolina  (DPPC) y 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
(DPPE). Los cuales fueron obtenidos de Avanti Polar Lipids, Albaester, AL, en
presentacion en polvo liofilizado. Se preparé una disolucién en cloroformo para
obtener una solucion con una concentracion de 1 mg/ml. En la figura 3.1 podemos
observar su estructura.

Acidos palmiticos Glicerol Grupo fosfato

Grupo fosfato
Glicerol

Acidos palmiticos

Figura 3.1 Estructura de los lipidos DPPC y DPPE. Figura adaptada de Avanti Polar Lipids.
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3.1 Estructura de los lipidos DPPC y DPPE

Como ya se ha mencionado anteriormente, los lipidos estan formados por
un grupo polar y uno no polar, en ellos podemos ver esas similitudes y diferencias.
El grupo no polar esta formado de cadenas de carbono en este caso son dos
acidos palmiticos. El acido palmitico es un acido graso saturado (enlaces simples),
constituido por dieciséis atomos de carbono [17]. Ambos lipidos tienen dos acidos
palmiticos, glicerol y grupo fosfato.

En el grupo polar (o cabeza polar), el DPPC tiene una colina y el DPPE
una etanolamina. La colina es una sal cuaternaria de amonio soluble en agua. La
etanolamina es un compuesto organico que es tanto amina primaria como un
alcohol primario. Los glicerofosfolipidos que contienen colina son los fosfolipidos
mas abundantes de la membrana celular y representan una proporcion grande de
la reserva de colina del cuerpo. La colina es importante en la transmision nerviosa,
como acetilcolina, y como una reserva de grupos metilo labiles. La dipalmitoil
fosfatidilcolina (lecitina) es un agente tensoactivo muy eficaz y un constituyente
fundamental del surfactante que evita la adherencia, debido a tensién superficial
de las superficies internas de los pulmones. Su ausencia en los pulmones de
infantes con nacimiento prematuro causa sindrome de dificultad respiratoria [18].
Dentro de los principales glicerofosfolipidos de membrana en Escherichia coli esta
la fosfatidiletanolamina [17].

3.2 Caracteristicas de los lipidos DPPC y DPPE

En la tabla 3.1 se enlistan las caracteristicas principales de los lipidos utilizados.
Los datos son obtenidos de Avanti Polar Lipids.

Tabla 3.1. Caracteristicas de los lipidos DPPC y DPPE.

Caracteristicas DPPC DPPE

Formula molecular C4oHgoNOgP C3,H;4,NOgP

Composicion C 65.45%, H 10.98%, N 1.91%, | C 64.22%, H 10.78%,

porcentual 0 17.44%, P 4.22% N 2.02%, O 18.50%, P
4.48%

Pureza >99% >99%

Estabilidad 2 anos 1 afo

Almacenamiento —20°C —20°C

Numero *CAS 63-89-8 923-61-5

Peso Molecular 734.039 691.959

Masa Exacta 733.562 691.515

Temperatura de 41°C 63°C (Tm), 118°C (Th)
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https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_graso_saturado
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono

transicion
Sindénimos 1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3 | 1,2 - dihexadecanoil - sn
-fosfocolina, PC (16:0/16:0) - glicero - 3 —
fosfoetanolamina, PE
(16:0/16:0)

*CAS: Numero de registro es una marca registrada de la Sociedad Quimica
Americana

3.3 Palangana de Langmuir

Para realizar los experimentos de isotermas de compresion se utilizé una
palangana de Langmuir. La palangana de Langmuir KSV NIMA usada cuenta con
diferentes dispositivos conectados a una interfaz electrénica conectada a una PC
donde se utilizd un paquete computacional KSV NIMA que controla el
funcionamiento del equipo para la medicion. Los datos que requiere el paquete
computacional son: la masa molecular del lipido, la concentracion molar del lipido,
el volumen depositado en la subfase del lipido, la subfase en este caso agua para
obtener de su catalogo principalmente la tension superficial del liquido puro, la
masa molecular de la subfase. Y el paquete computacional mide la presién
superficial y el area molecular graficando con ellos la isoterma. La configuracion
basica del sistema se presenta en la figura 3.4.

Las partes principales de una balanza de Langmuir consisten en un
marco, dos barreras, superficie de la palangana, un sensor de presién superficial,
y una unidad de interfaz. El marco es la estructura principal del sistema,
incluyendo lugares de fijacion para otros dispositivos y un mecanismo motorizado
de accionamiento de las barreras. Estas ultimas son responsables de comprimir la
monocapa lipidica previamente dispersada en la superficie de la subfase. La parte
superior de la palangana contiene la subfase y la monocapa. El sensor de presion
de superficie, o balanza, mide la presidon superficial durante la compresion de la
monocapa. Finalmente, la interfaz conecta y transforma las sefales analogas de
los dispositivos de la palangana de Langmuir en informacién que puede ser
interpretada mediante datos experimentales acorde a las calibraciones realizadas
y los datos introducidos [25].
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Figura 3.4. Configuracidn basica de una palangana de Langmuir. 1) Marco, 2) Barreras, 3)
Superficie de la palangana, 4) Sensor de presion superficial, 5) Termoémetro, 6) Tensiémetro, 7)
Conexion a recirculador 8) Unidad de interfaz.

3.4 Formacion de Monocapas de Langmuir

Para formar una monocapa insoluble en la interfaz aire-liquido, se empled
una microjeringa Hamilton, para dispersar una solucion de los lipidos de manera
uniforme sobre el area de toda la interface. Dicha solucién se preparé a una
concentracion de 1 mg/ml de lipido disuelto en un solvente organico, volatil
insoluble en agua en el caso de todos nuestros experimentos utilizamos
cloroformo, obtenido de Sigma-Aldrich. Los experimentos en monocapas de
Langmuir se realizaron en una subfase de agua. El agua de alta pureza fue
producida por un sistema Milli-Q (resistividad <18 MQcm; y = 72.6 mN/m a 20°C;
Millipore).
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3.5 Isotermas de Compresion

Las isotermas de compresién son graficas de la presion superficial ©
contra area molecular A. Para formar las monocapas se depositd la solucion de
lipido en cloroformo sobre la subfase de agua y se esperd un tiempo de 50 min
para garantizar que todo el disolvente se evaporara. La presidén superficial se
midié con el método de la placa de Wilhelmy descrito en el capitulo 2. En la
superficie se mide la presion en el centro del area utilizando un rodillo (placa de
Wilhelmy), con un perimetro de 3.140 mm, conectado a la balanza que es un
sensor de fuerzas (PS4, NIMA). La temperatura en la subfase se mantuvo
constante a 20 + 1.0 °C. Se controla mediante la recirculacion del agua desde un
termostato (Polyscience) a través de un circuito de fluido situado en la parte
inferior y medido por un termopar Pt-100. Las configuraciones experimentales
fueron colocadas en una caja de plexiglas transparente para evitar flujos de aire
indeseables y/o deposicion de polvo en la superficie durante los experimentos. La
palangana de Langmuir (KSV NIMA) equipada con dos barreras simétricamente
moviles. Tiene un area disponible de 24300 mm?, con una anchura de 75mm vy
largo 324 mm. En este método, una proporciéon de 20 yl de solucion lipidica se
dispersé sobre la superficie libre de la subfase contenida en la palangana de
Langmuir. Después de la evaporacion de cloroformo, la monocapa se encuentra
en equilibrio en el estado diluido, y con lo cual se procede a realizar el
experimento. Las isotermas fueron medidas con una razon de compresion
constante de 5 mm/min.
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Capitulo 4

Resultados y Discusion

4.1 Isotermas de superficie

Isotermas de monocapas lipidicas formadas por DPPC puro y mezclas a
diferentes fracciones molares de DPPE (Xpopre = n2 /(n1+n2), donde n1 es el
numero de moles de DPPC y n2 es el numero de moles de DPPE) a T=20 + 1.0 °C
depositadas sobre una superficie de agua (subfase) son mostradas en la Figura
4.1.
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Figura 4.1: Isotermas de compresion (Presidon Superficial-Area Molecular) de monocapas de las
mezclas DPPC/DPPE.
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En la monocapa formada unicamente por DPPC, se observa que a bajas
compresiones corresponden areas mayores, se eleva a un area de 100 A2/moléc.,
donde las presiones son cercanas a cero, estas bajas presiones indican que la
monocapa se encuentra en un estado gaseoso. Al incrementar la compresion de la
monocapa, en la regién entre 90-100 A2moléc. se aprecia un incremento lineal en
la presién superficial, el cual corresponderia al comportamiento caracteristico de
un estado liquido expandido (LE), este incremento llega a un punto donde se
observa un cambio de pendiente, observado como una region en donde la presion
superficial se comporta de manera casi constante en el intervalo de areas por
molécula entre-60-90 A2/moléc. (M= 4-8 mN/m). Este intervalo indica una region de
coexistencia de fases liquido condensado y liquido expandido, correspondiente a
una transicion de fase de primer orden. A mayores compresiones la presion
superficial de la monocapa se eleva gradualmente hasta alcanzar la maxima
presion lateral alcanzada por la monocapa ~ 63 mN / m en ~ 40 AZmoléc., a
mayores compresiones (menores areas por moléculas) la monocapa colapsa.

Las isotermas de compresion a Xorpe = 0.1, 0.25 y 0.4 se observd que en
la region de coexistencia la presion cambia su comportamiento de ser una presion
casi constante a un crecimiento lineal al aumentar la compresion, sugiriendo un
comportamiento dominante de la fase LE. En las tres isotermas esa regién
corresponde a los intervalos en el area por molécula de: 65-100 A2/molé., 60-75
A%2/moléc. y 52-65 A?moléc. La transicion en la fase LC se observa en areas
menores de 65 AZmoléc., 60 A2moléc. y 52 A%moléc. (a una presion de ~6
mN/m). Estos resultados nos muestran que la monocapa ya no pasa por una
coexistencia de fases LE-LC, y que la region de la fase liquido expandido va
desapareciendo, lo cual nos indica que ocurre un dominio en el comportamiento
en los lipidos de DPPE cuyo, empaquetamiento de las moléculas es mayor dada
la estructura compacta de su cabeza polar (fosfatidiletanolamina).

En las isotermas de compresion a Xoere = 0.5, 0.6 y 0.75, no muestran
una region de coexistencia de fases, observamos la fase gas entre las areas de 50
A?2/moléc. y 130 A%moléc., y a menores areas de 40-55 A%moléc. el
comportamiento de la isoterma es caracteristico al de la fase sélida mostrada por
el DPPE. A mayores compresiones, se observa el colapso de la monocapa (30-35
A2/moléc. y M~58-60). Estos resultados sugieren una mayor densidad de
empaquetamiento de las moléculas en la monocapa de la mezcla DPPC/DPPE
con fracciones molares de 0.5, 0.6 y 0.75.

La isoterma de compresion formada por DPPE puro. Esta monocapa
presentan la fase gas a grandes areas por molécula. De acuerdo con H. Zhu et al.
[32] los lipidos de DPPE exhiben una fase LE en un pequefo intervalo, seguida
por una fase ordenada conocida como liquido condensado con inclinacién (LC’),
no existe una coexistencia de fases LE-LC, sin embargo, presenta una transicion
de fases LC’ a una fase ordenada sodlida (S) entre 27 y 40 mN/m, y a mayores
compresiones la monocapa sufre un colapso.
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La monocapa de la mezcla a Xoppe = 0.1 tuvo la presion superficial mas
alta (> 8 mN/m) en el inicio de la formacién de fase condensada (~ 8 mN/m) y
pendientes inferiores a las de la mezcla con concentraciones molares de 0.25 y
0.4. Estos resultados indican un empaquetamiento menos eficiente (o con mayor
fluidez) efecto de mezcla DPPC/DPPE a una fraccién molar de 0.1, seguido de
0.25y 0.4. Y observamos que la monocapa de DPPC presenta mayor resistencia
a la compresion antes del colapso.

4.2 Médulo de Compresibilidad

A partir de los resultados obtenidos en las isotermas, obtuvimos el médulo
de compresibilidad Eo de cada una utilizando la ec. (2.33) introducida en la seccion
2.7. La dependencia del modulo de compresibilidad con la presion superficial se
muestra en la figura 4.2 y el médulo de comprensibilidad con el area molecular en
la figura 4.3. EI mddulo de compresibilidad refleja la capacidad de cada monocapa
para ser comprimida en la interfase, en el maximo de Eo obtenemos el valor
maximo de presion lateral que la monocapa puede soportar, valores mayores de
presion ocasionan el colapso de la monocapa. El maximo valor de Eo también nos
indica el punto de menor compresibilidad de la monocapa.

Para la monocapa de DPPC puro, el valor maximo de Eo es de 259 mN /
m; para la mezcla con fraccion molar de 0.25 de DPPE el valor del maximo de E,
es de 312 mN / m; para la mezcla con fraccion molar de 0.4 de DPPE, Eo tiene su
maximo valor de 302 mN/m dado para la mezcla de concentracion de 0.4. Los
valores maximos de Eo de cada monocapa aumentan a partir de la concentracion
0.25 y después tienden a disminuir hasta la fraccion molar de 1, siendo aun el
valor mas alto que para el de la monocapa de DPPC puro. Dicho aumento indica
un efecto de menor fluidez/elasticidad de las monocapas de las mezclas porque
cuanto mayor es el valor maximo para el modulo de compresibilidad, menor es la
fluidez / elasticidad de la monocapa [33]. La mezcla con una concentracion de
0.1(~ 215 mN/m) exhibié el efecto de fluidez mas significativo, seguido el DPPC
puro. En general, la mezcla de los lipidos cambi6 la forma de las isotermas de
presidn superficial-area molecular y aumento los valores del modulo de
compresibilidad, lo que refleja una modificacion de propiedades termodinamicas
de la monocapa DPPC. Tales modificaciones pueden ser inducidas por un cambio
en el area molecular de la molécula de DPPC ocupada en la monocapa, es decir,
un cambio en el empaquetamiento molecular, y consecuentemente, un cambio en
la fluidez de la monocapa [33].

Para aclarar el término fluidez usado anteriormente y debido a que se ha

tratado con procesos cuasiestaticos, la palabra fluidez es usada para describir el
libre movimiento de las moléculas al ser comprimidas.
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Figura 4.2: Grafica del Modulo de Compresion vs Presion Superficial de las monocapas de las
mezclas DPPC: DPPE.
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Figura 4.3: Grafica del Médulo de Compresion vs Area Molecular de las monocapas de las mezclas
DPPC: DPPE
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4.3 Regla de Mezclas

Se realizé un analisis detallado de las isotermas presion superficial-area
molecular desde el punto de vista de la regla de mezclas (ec. 2.19) (Goodrich [34],
1957, Gaines [22], 1966), para una pelicula mixta ideal que implica dos
componentes sin interaccion.

Las graficas de area molecular en funcién de la fraccion molar en una
subfase de agua se muestran en la figura 4.4. Para el analisis de miscibilidad de
ambos lipidos, se tomaron los valores del area molecular correspondientes a las
presiones de 0.05, 0.1, 1.2, 5, 10 y 20 mN/m, es decir, no se tomd en cuenta en el
analisis la regidn de coexistencia de fases.

En la figura 4.4 a) y b) se observa que el area por molécula obtenida
experimentalmente de las monocapas mixtas son inferiores en comparacion con la
teoria para sistemas ideales, excepto para la mezcla de Xoppre = 0.1 que para una
presion de 0.05 mN/M tuvo un comportamiento casi ideal y para una presion de
0.1 fue un poco superior a la del sistema ideal. EI hecho que se presenten
desviaciones negativas prominentes a partir de la linea ideal, indica un mayor
empaquetamiento estrecho de las moléculas [35].

En la figura 4.4 c) correspondiente a una presion superficial de 1.2 mN/m
se observan las desviaciones negativas de la regla de mezclas para los valores de
Xopre = 0.25 y 0.4, positiva para Xpopre = 0.1 y para Xopre = 0.5, 0.6 y 0.75
mostraron un comportamiento casi ideal. La presencia de ambas desviaciones
positivas y negativas en una mezcla indican que las orientaciones mutuas de las
moléculas en la interfaz cambian significativamente con la fraccién molar de DPPE
[35].

En la figura 4.4 d), e) y f) se observan que todas las desviaciones fueron
positivas, es decir, se obtuvieron areas mayores de lo que se esperaba con
respecto de la regla de mezclas, lo que indica comportamientos de monocapas
mas expandidas con respecto a las monocapas ideales [35].

Una desviacion de la curva observada desde la relacion de idealidad
significa fuertes interacciones entre los componentes de la mezcla ( [36], [37]). Las
desviaciones positivas de los puntos de datos del comportamiento ideal en las
monocapas, muestran la interaccion repulsiva predominante entre las
componentes en las monocapas. Lo que puede causar el fendmeno de separacion
de fases en las mezclas de monocapas [37]. Y desviaciones negativas en el area
molecular experimental con respecto al area ideal para mezclas muestran
interacciones atractivas [38].

Debido a las desviaciones positivas y negativas del area molecular las
mezclas nos mostraron una miscibilidad parcial.
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Capitulo 5

Conclusiones

El presente estudio se llevd a cabo un analisis de las isotermas de
mezclas de lipidos de DPPC: DPPE, en diferentes fracciones molares. De estas
mediciones se obtuvo el médulo de compresion y se estudio el comportamiento de
la miscibilidad de ambos lipidos a partir de la regla de mezclas.

De las isotermas de las monocapas podemos observar que con respecto
a las monocapas formadas unicamente por DPPC que presentan las fases: gas,
liguido expandido, liquido condensado y la coexistencia de fases liquido
expandido y liquido condensado; y por otra parte, las monocapas compuestas
unicamente por DPPE que presentan las fases LE en un pequeio intervalo,
seguida por una fase ordenada conocida como liquido condensado con inclinacién
(LC’), no existe una coexistencia de fases LE-LC, sin embargo, presenta una
transicion de fases LC’ a una fase ordenada solida.

A partir de las mezclas de DPPC con DPPE, al incrementar Xorre, se
observd un cambio transicional en la forma de las isotermas vy, por lo tanto, en las
fases de las mezclas. Se observd que la coexistencia de fases LE-LC
gradualmente desaparece, hasta eliminarla completamente. Al no contar con
meétodos Opticos para visualizar las fases formadas por las monocapas mixtas, es
imposible por solo el comportamiento de las isotermas, discernir la fase en la que
se encuentre la monocapa mixta a una Xoppe 0 @ una presion determinada.

De los resultados obtenidos para el médulo de compresibilidad los
maximos valores fueron observados por las mezclas con Xpppe de 0.25y 0.4 a un
area molecular aproximada de ~ 45 A2 a valores medidos para el médulo de
compresion de 312 y 302 mN/m respectivamente. Con el aumento de Xprre se
observa una disminucién del modulo de compresibilidad, sin embargo, se midieron
valores mayores que los medidos para la monocapa de DPPC puro, lo cual nos
indica mayor resistencia de la monocapa a ser comprimida para las mezclas.

Los datos obtenidos por la regla de mezclas nos muestran que para bajas
presiones (entre 0.05 y 0.1 mN/m) en casi todas las concentraciones hechas para
las mezclas, a excepcion de Xpeppe= 0.1 el area por molécula obtenida
experimentalmente es menor que la predicha por la regla para una mezcla ideal.
Esto indica un mayor empaquetamiento de las moléculas de lipidos en las
monocapas.
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Los resultados para mayores presiones (5, 10 y 20 mN/m) después de la
transicion de fases, nos arrojaron areas mayores a las de las esperadas de
acuerdo a la teoria para mezclas ideales, o que nos indica mayor esparcimiento
de las moléculas en la monocapa.

5.1 Perspectivas

Entre las primeras cosas por hacer es volver a realizar todas las
isotermas de las concentraciones de las mezclas de DPPC/DPPE para verificar los
datos obtenidos hasta ahora. A través de la experiencia dada durante este trabajo
aplicar los nuevos conocimientos adquiridos realizando un procedimiento mucho
mas cauteloso que el anterior para corregir las areas y presiones movidas en las
isotermas. También llevar a cabo las isotermas de las mezclas de DPPC/POPC
que no se alcanzaron a realizar en este trabajo.

Otra de las cosas por hacer es llevar a cabo un analisis mas detallado de
estas mezclas DPPC/DPPE y DPPC/POPC estudiando sus propiedades
viscoelasticas a través de meétodos reoldgicos, principalmente reologia de
compresion oscilatoria y reologia de cizallamiento. Haciendo uso de los equipos
Palangana de Langmuir y el Réometro Interfacial de Cizallamiento.

Otra actividad que complementaria este trabajo es obtener imagenes de

BAM (Brewster Angle Microscopy) que muestren el tipo fases en las diferentes
mezclas.
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Apéndice A

Diferenciacion de las curvas Isotermas de compresion

Para la realizacion de la diferenciacion de las curvas se uso6 el programa
IgorPro6.05. Primero nos vamos a la barra de herramienta donde dice Analysis /

Differentiate y nos aparece una ventana:

%, Differentiate ? *
Source ®wave
Clutput
root ~ root i Cutput v ave:
P_13 - _calculated_ |Make M e W ave - |
£ & New Wave Name:
P_1-0 W_DIF2 o1 |
P_23 -
& e 32
&l
P_31 Current Diata Folder
P_g1 v
W W
Dimension: | pows w
[ From T arget
Algarithrr: | Central Differences ~
End Points: | Approsimate v

[ Display Output Wave
New Graph Output only

Differentiate 'P_1-1"{="Mma_1-1YD="DIF_1-1"

e G L Tez Help Canesl

La operacion Diferenciar calcula la derivada numérica de una curva.

El menu Algorithm te ofrece tres opciones:

Central Differences. El valor del punto N es (w [N + 1] -w [N-1]) / 2 * dX.
Forward Differences. El valor del punto N es (w [N + 1] -w [N]) / dX.
Backward Differences. El valor del punto N es (w [N] -w [N-1]) / dX.

El menu End Points le ofrece dos opciones:
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Approximate. Los puntos aproximados que no siguen la definicion de algoritmo
son aproximados. Por ejemplo, cuando se eligen las Diferencias Centrales, el
primer punto es aproximado por una diferencia directa y el ultimo punto es
aproximado por una diferencia hacia atras.

Delete. Los puntos que no siguen la definicidn de algoritmo se eliminan.

De estas opciones se usaron para la tesis: central diference y approximate.

Las opciones de banderas son:

/| D = destWave Especifica el nombre de la onda para contener los datos
diferenciados. Crea destWave si aun no existe o lo sobrescribe si existe. Esta
bandera debe seguir el nombre de la onda fuente.

/ DIM = d Especifica la dimension de onda para diferenciar.
d = -1: trata toda la onda como 1D (predeterminado).
Parad =0, 1, ..., funciona a lo largo de filas, columnas, etc.

| EP = e Controla el manejo del punto final.
e = 0: Reemplaza puntos indefinidos con una aproximacion (por defecto).
e = 1: borra los puntos.

/ METH = m Establece el método de diferenciacion.
m = 0: diferencia central (por defecto).
m = 1: diferencia hacia adelante.

m = 2: diferencia hacia atras.

/ P Fuerza la escala de puntos.

| X = xX\Wave Especifica el nombre de la onda X correspondiente. Esta bandera
debe seguir el nombre de la onda fuente.
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Suavizado para las curvas

Nuevamente nos vamos a la barra de herramienta donde dice Analysis /
Smoothing y nos aparece la ventana:

%y Smoothing ? x
Source: COutput
FL h Output Wawe:
@ _| b ake Wew Wwave ~
@ W_DIF3 Current Data Folder
& w_DIF4 o
- ~ MNew Destination Wave;
W _Smooth
v
Dimension: | rows
[ From target
Algarithin
() Binomial (O Median .
Paints: (15 Znd W | onder
(JBox (®) 5 avitzky-Golay
() Loess () Custom Coefs End Effects: | Bounce -
[] Display Output Wave
New Graph Output only Each in Separate Graph
Duplicate/C W_DIF W_Smooth;DelayUpdate
SmoothiS=2 15, W_Smooth
To Crd Line To Clip Help Cancel

El menu Algorithm ofrece seis opciones para el suavizado; Binomial, Box,
Loess, Median, Savitzky-Golay y Custom Coefs y de ellos se us6 el Savitzky-
Golay. El Savitzky-Golay es un filtro mas nitido que el Binomial, pero creara un
zumbido en los bordes filosos. El suavizado Savitzky-Golay utiliza un conjunto
diferente de coeficientes precalculados. Es un tipo de suavizado de polinomios de
minimos cuadrados. La cantidad de suavizado se controla mediante dos
parametros: el orden polindbmico y el numero de puntos utilizados para calcular
cada valor de salida suavizado. El suavizado de "segundo orden" produce picos
mas redondeados que "cuarto orden". Este algoritmo fue propuesto por primera
vez por A. Savitzky y M.J.E. Golay en 1964. Los coeficientes fueron
subsiguientemente corregidos por otros en 1972 y 1978; Igor usa los coeficientes
corregidos.

El valor maximo de Puntos es 32767; el minimo es 5 (2 ° orden) o 7 (4 °
orden). Tenga en cuenta que los coeficientes de segundo y tercer orden son los
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mismos, por lo que solo enumeramos la opcion de segundo orden. De manera
similar, los coeficientes de 4° y 5° orden son idénticos.

End Effects. Los primeros cuatro algoritmos de suavizado calculan el
valor de salida para un punto dado utilizando los vecinos del punto. Cada
algoritmo combina un numero igual de puntos vecinos antes y después del punto
que se suaviza. Al comienzo o al final de una onda, algunos puntos no tendran
vecinos suficientes, por lo que debe implementarse un método para fabricar
valores vecinos.

Usted elige como Igor fabrica esos valores con el menu emergente Efecto
final en el cuadro de dialogo Suavizado. En las descripciones que siguen, i es un
pequefio entero positivo, y wave [n] es el ultimo valor en la onda que se suavizara.

El método Bounce utiliza la onda [i] en lugar de los valores de la onda
faltante [-i] y la onda [n-i] en lugar de los valores de la onda faltante [n + i]. Esto
funciona mejor si se supone que los datos son simétricos sobre el inicio y el final
de la onda. Si no especifica el método de efecto final, se usa Bounce.

El método Wrap usa la onda [n-i] en lugar de los valores de onda faltante
[-] y viceversa. Esto funciona mejor si se supone que la onda se repite
infinitamente.
El método cero usa 0 para cualquier valor faltante. Esto funciona mejor si la ola
comienza y termina con cero.

El método Repeat usa la onda [0] en lugar de los valores de la onda
faltante [-i] y la onda [n] en lugar de los valores de la onda faltante [n + i]. Esto
funciona mejor para los datos que representan un solo evento. En caso de duda,
use Repetir.

El método de suavizado que se usé para el presente trabajo fue: Savitzky-
Golay y Bounce con 15 puntos debido a la adaptacion de este a nuestros
resultados graficos.

Las opciones de banderas son:

/ B [= b] Invoca el algoritmo de suavizado del vagén de caja. Si se proporciona, b
especifica el numero de pasadas (repeticiones) que se utilizaran al suavizar los
datos con el factor de suavizado num (ancho de la casilla). El nuUmero de pases
puede ser cualquier valor entre 1y 32767.

/ DIM = d Especifica la dimension de onda para suavizar.

d = -1: trata toda la onda como 1D (predeterminado).
Parad =0, 1, ..., funciona a lo largo de filas, columnas, etc.

45



| E = endEffect Determina como manejar los extremos de la onda ("w" en estas
descripciones) al fabricar los valores vecinos que faltan.

endEffect = 0: método Bounce (predeterminado). Utiliza w [i] en lugar de la falta de
w [-i] y w [n-i] en lugar de la w [n + i] que falta.

endEffect = 1: método de ajuste. Utiliza w [n-i] en lugar de la falta w [-i] y viceversa.
endEffect = 2: método cero. Utiliza 0 para cualquier valor faltante.

endEffect = 3: método de relleno. Utiliza w [0] en lugar de la falta de w [-i] y w [n]
en lugar de la falta de w [n + i].

/ EVEN [= evenAllowed]

Especifica el incremento de suavizado para el suavizado del vagén de caja (/ B).
Los valores son:

0: aumenta los valores pares de num hasta el siguiente valor impar. Valor
predeterminado cuando / EVEN se omite.

1: Utiliza incluso valores de num para suavizar el vagén a pesar del cambio de
media muestra que introduce en la salida suavizada (antes de la versién 6, se
evité este cambio). Igual que / EVEN solo.

| F [= f] Selecciona el método de suavizado binomial de vagén o multipaso:
f = 0: Método lento pero preciso (predeterminado).
f = 1. método rapido. Igual que / F solo ..

/ M = threshold Invoca el suavizado de la mediana de ejecucion y especifica un
umbral numérico absoluto utilizado para reemplazar opcionalmente "valores
atipicos". Los puntos que difieren de la mediana central por una cantidad que
excede el umbral se reemplazan, ya sea con el valor de reemplazo especificado
por / R, o de lo contrario con el valor mediano. Los valores de umbral especiales
son:

0: Reemplaza todos los valores con valores de mediana de ejecucion o el valor de
reemplazo.

NaN: Reemplace solo valores de entrada de NaN con valores de mediana de
ejecucion o el valor de reemplazo.

El factor de suavizado num es la cantidad de puntos en la ventana de suavizado
utilizada para calcular cada mediana.

/ R = reemplazo

Especifica el valor que reemplaza los valores de entrada que superan la mediana
central por umbral (requiere / M). el umbral puede ser cualquier valor (incluido NaN
o +/- Inf si waveName es un punto flotante).

/' S = sgOrder Invoca el algoritmo de suavizado Savitzky-Golay y especifica el
orden de suavizado. sgOrder debe ser 2 0 4.
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Apéndice B

Calculos para la obtener el volumen, masa molecular y concentraciones de los
lipidos para las mezclas

Recordemos que la fraccién molar es expresada de la siguiente manera:

x = (B1)

Ndis

donde y es la fraccidon molar, ng,; y ng son el numero de moles del solvente y de
la solucion, respectivamente. El numero de moles es expresado como:

donde m es la masa y MW el peso molecular. La masa también es expresada:

m=CV (Bs)

donde C es la concentracion y V el volumen. Usaré los subindices 1y 2 para
denotar los lipidos DPPC y DPPE, respectivamente.

De (B1), (B2) y (Bs) tenemos que:

n "2 yw,
— 2 2 B
= = 4
m m
X2 = i, Ymwy t mw, (B)
CaVa CaVa
_ MW, _ MW,
X2 = C1V1 ,CoVy ™ C1V1,C2(1-V4) (BS)
MWq ' MW», MWq1' MW,
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CaVo MW,

X2 = (Co MWy —Cy MW,)Vo+C1 MW, (Bs)
(C:MW,x; — LMW, x0)Vy + CLMWo x, = GV, MW, (B7)
CiMWs, ), = [CMWy + CLMW, x, — MW, x, ]V, (Bs)
Por lo tanto
Vo= CZMW1+Cf;/II|I//II/V:)2()2(iCZMW1 X2 (Bo)

Asi que para MW, = 734 , MW, = 692, C; = 1.0lmg/mly C, = 1.1mg/ml,
obtuvimos los volumenes de las siguientes concentraciones:

Tabla A4,. Volumenes de las mezclas correspondientes a las concentraciones y,
dadas.

X2 Vi =1-V, (ml) V, (ml)
0.1 0.898 0.102
0.25 0.755 0.245
0.4 0.594 0.406
0.5 0.493 0.507
0.6 0.394 0.606
0.75 0.245 0.755
0.9 0.098 0.902
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Para obtener el peso molecular de la mezcla y la concentracion de la mezcla
usamos las siguientes expresiones:

MWl/Z = Xlel +X2MW2 (B10)

Ci2 = X161 + X205 (B11)

Asi que los pesos moleculares y las concentraciones de la mezcla son:

Tabla A,. Pesos Moleculares y Concentraciones de las mezclas.

x1 (1-x2) X2 MW, , Ciy2
0.9 0.1 729.8 1.091
0.75 0.25 723.5 1.08
0.6 0.4 717.2 1.064
0.5 0.5 713 1.055
0.4 0.6 708.8 1.046
0.25 0.75 702.5 1.033
0.1 0.9 696.2 1.019
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