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Resumen

Las propiedades termodindmicas y mecanicas de las monocapas for-
madas por lipidos juegan un papel importante en procesos tales como la
respiracion y el parpadeo. Estudiamos esas propiedades usando monoca-
pas de Langmuir. Realizamos experimentos de compresién isotérmica y
deformaciones oscilatorias de cizallamiento en mezclas de lipidos. También
observamos diferentes fases con microscopia de angulo de Brewster y en
algunas de ellas aparecié un cambio de forma en los dominios. Encontra-
mos que las propiedades mecdnicas son afectadas por la miscibilidad de los
lipidos en las mezclas. En la regién de dos fases, el médulo elastico de com-
presion incrementa con la cantidad de fase liquido-condensado (LC), pero
en general esta no sigue las predicciones del modelo de medio efectivo. Las
discrepancias surgen del hecho de que al comprimir, los dominios crecen a
una velocidad mayor que la velocidad de compresién, pero esta no es sufi-
ciente para alcanzar el equilibrio termodindmico. Antes de alcanzar la fase
LC, fue observada la percolacién de los dominios en la cual los médulos de
compresion y cizallamiento son iguales a los de la fase LC pura. En el ran-
go de frecuencias investigado, la mayoria de las monocapas se comportan
como fluidos viscoelasticos.

Palabras clave. Materia blanda, Tensoactivos, Tension Superficial, Biofisi-
ca, Termodinamica.
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Abstract

The thermodynamical and mechanical properties of lipid monolayers
and their mixtures with nanoparticles play an important role in proces-
ses such as breathing and eye blinking. We studied those properties using
Langmuir monolayers. We performed isothermal compressions and sinu-
soidal shear deformations of these mixed monolayers. Also, the different
phases were observed with Brewster angle microscopy and a shape change
was observed in some mixtures. We found that the mechanical properties
are affected by the miscibility of lipids mixture. In the two-phase region,
the compression elastic modulus increases with the amount of the liquid-
condesed (LC) phase but in general does not follow the predictions of a
simple effective medium model. The discrepancies arise from the fact that,
upon compression, the domains grow at a rate faster than the compres-
sion rate but not fast enough to reach thermodynamic equilibrium. Before
reaching the LC phase, domain percolation was observed and compression
and shear moduli become equal to those of the pure LC phase. Most of the
monolayers behave as viscoelastic fluids at the investigated frequencies.

XI






Colaboraciones

La mayor parte experimental de esta tesis no podria haberse llevado a
cabo sin la ayuda de valiosas colaboraciones en diferentes instituciones, a
sus profesores y estudiantes encargados.

1. Universidad Auténoma de San Luis Potosi. Mi agradecimiento
al profesor Jaime Ruiz Garcia ya que en su laboratorio realicé mis
primeros experimentos de esta tesis.

2. Universidad Auténoma Metropolitana Campus Cuajimalpa.
Mi agradecimiento al profesor José Campos Teran por su apoyo in-
condicional en la prestacién de las intalaciones, también por el apoyo
continuo durante y después de la realizacién de esta tesis. A Diego
Goémez por la sintesis de nanoparticulas de oro usadas en esta tesis.

3. Universidad Nacional Auténoma de México. Mi agradecimien-
to al profesor Rolando Criséstomo Castillo Caballero, por su expe-
riencia en el estudio de monocapas en la intercara aire-agua y a Sal-
vador Ramos por su apoyo en las mediciones experimentales y el uso
del microscopio de angulo de Brewster.

4. Université Paris Sud IX. Mi agradecimiento a la profesora Domin-
que Langevin por sus ideas en la interpretacién de los datos obtenidos.

XIII






Introduccion

Las membranas son una de las principales caracteristicas del mundo biolégi-
co, todos los microorganismos dependen de una u otra forma de las mem-
branas. Ellas envuelven las células y separan los contenidos celulares del
ambiente externo, incluso forman compartimientos especiales dentro del ci-
toplasma que separa los diferentes procesos celulares. Sin las membranas,
la vida como la conocemos probablemente no existiria.

Hoy en dia se conoce mucha informacién sobre las membranas, pero no
siempre fue asi. La historia de como empezd el estudio de las membranas,
no fue por medio de la biologia, sino con la fisico-quimica y el estudio de
lipidos (es decir, aceites) y su interaccién con el agua.

Desde la antigiiedad, la inmiscibilidad entre el agua y el aceite han
sido de gran interés para la humanidad. Uno de los primeros cientificos
que escribi6 sobre estos efectos fue Pliny (the Elder 29-73 d.C.) en su en-
ciclopedia “Natural History”donde hizo una importante observacién que
seria usada durante varios siglos, “..sea water is made smooth by oil, and
so divers sprinkle oil on their face because it calms the rough element...” [1].

Fue hasta 1774 cuando se documentaron los primeros experimentos lle-
vados a cabo por Benjamin Franklin (1706-1790), que por asuntos de Esta-
do se encontraba en Londres. Las observaciones de sus experimentos fueron
enviadas a la Royal Society, “..But recollecting what I had formerly read
in Pliny, I resolved to make some experiment of the effect of oil on water,
when I should have the opportunity... At length being at Clapham where the-
re 1s, on the common, a large pond, which I observed to be one day very
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rough with the wind, I fetched out a cruet of oil, and dropt a little of it on
the water. I saw it spread itself with surprizing swiftness upon the surface;
but the effect of smoothing the wave was not produced; for I had applied
it first on the leeward side of the pond, where the waves were largest, and
the wind drove my oil back upon the shore. I then went to the windward
side, where they began to form; and there the oil, though not more than
a tea spoonful, produced an instant calm over a space several yard square,
which spread amazingly, and extended itself gradually till it reached the lee
side, making all the quarter of the pong, perhaps an acre as smooth as a
looking glass. After this, I contrived to take with me, whenever I went into
the country, a little oil in the upper hollow joint on my bamboo cane, with
which I might repeat the experiment as opportunity should offer; and I found
it constantly to succeed. In these experiments, one circunstance struck me
with particular surprize. This was the sudden, wide, and forcible spreading
of a drop oil on the face of the water, which I do not know that any body
has hitherto considered. If a drop of oil is put on a polished marble table,
or on a looking glass that lies horizontally; the drop remains in its place,
spreading very little. But when put on water it spreads instantly many feet
round, becoming so thin as to produce the prismatic colours, for a conside-
rable space, and beyond them so much thinner as to be invisible, except in
its effect of smoothing the waves at a much greater distance...”[3] De estas

Figura 1: Estanque de Clapham, Londres, antes (izquierda) y después (de-
recha) de dispersar aceite en la superficie (Fotografias tomadas por el pro-
fesor Charles Giles [2] casi doscientos anos después de los experimentos de
Benjamin Franklin).



observaciones (Figura , Benjamin Franklin pudo hacer algunos célculos
cuantitativos. Si una cucharada de aceite de aproximadamente 2ml se di-
funde en 0.2 hectéreas (0.5 acres) de agua, la pelicula resultante debe tener
un espesor de menos de 2nm. Sin embargo, ain cuando el experimento
fue de gran importancia para el estudio de superficies en la actualidad, la
comunidad cientifica de su época no se dio cuenta de su relevancia.

Casi cien anos después, en 1890, Lord Rayleigh (John William Strutt)
(1842-1912) continué con los experimentos de Benjamin Franklin, de don-
de establecié que las peliculas de aceite formadas sobre el agua deberian
tener una molécula de espesor, cerca de 1 o 2 nanometros [4]. A pesar de
que los resultados fueron publicados por la Royal Society, pocos cientificos
tuvieron interés. Casi al mismo tiempo una mujer alemana llamada Agnes
Pockels (1862-1935) desarroll6 una palangana rudimentaria en en lavabo
de su cocina, el cual usé para determinar la contaminacion superficial como
funcién del area de la superficie para diferentes aceites [5], también logré
medir los primeros diagramas de presién-area en monocapas de acidos gra-
sos [6], lo cual fue fundamental para establecer las bases de la ciencia de
superficies, que describe las propiedades de superficies solidas y liquidas.
Asi comenzé el estudio sobre monocapas de dcidos grasos, alcoholes, éteres,
etc.

El uso del concepto membrana bioldgica se atribuye al botdanico aleman
Wilhelm Friedrich Philipp Pfeffer (1845-1920) que en el afio de 1877, reali-
zaba algunos estudios sobre las propiedades osméticas en las células vege-
tales, donde identifica semejanzas entre éstas y las membranas obtenidas
al precipitar ferrocianuro cuprico sobre las paredes porosas de la ceramica.
Los estudios permitieron que Pfeffer desarrollara la hipétesis en la cual ad-
mitia la existencia alrededor de la célula de una capa de protoplasma con
un espesor fino e invisible, que podria tener propiedades osméticas [7].

De los estudios de propiedades osméticas de las células y su relacién con
el estudio del comportamiento de los lipidos en superficies, Charles Ernest
Overton (1865-1933), botédnico especializado en fisiologia celular y farmaco-
logia, realizaba su trabajo doctoral en la Universidad de Zurich, descubrié
accidentalmente algunas propiedades importantes de las membranas. Su



trabajo estaba relacionado con los procesos hereditarios en plantas y para
poder completar sus estudios necesitaba encontrar sustancias que se pudie-
ran absorber facilmente en las células de las plantas. Encontré que para que
una substancia pudiera pasar a través de la membrana debia tener cierta
naturaleza quimica. Overton descubrié que las sustancias no polares podian
pasar rapidamente a través de la membrana hacia la célula. Este descubri-
miento era muy diferente a la idea de que la membrana era impermeable a
casi todo excepto al agua [8]. Basado en como algunas moléculas pasaban
a través de la membrana, Overton publicé una hipétesis preliminar en la
cual proponia que:

= Hay ciertas similitudes entre las membranas celulares y los lipidos
como el aceite de oliva.

» Ciertas moléculas (lipidos) pasan a través de las membranas al “di-
solverse” en el interior lipidico de la membrana.

Aun cuando hoy en dia estas caracteristicas son bien conocidas, en ese
tiempo habia muchas ideas opuestas a las de Overton.

A finales de la década de 1910 y principios de 1920, Irving Langmuir
(1881-1957), empleado de los laboratorios de General Electric cuyo trabajo
sobre la adsorcién superficial de gases en metales (motivado por entender
las propiedades de los alambres de tugsteno en bulbos llenos de gases) lo
condujo a interesarse en la quimica de peliculas de aceite. Fue capaz de
medir de forma precisa el efecto de varios compuestos sobre la tensién su-
perficial del agua al inventar una palangana similar al disefio que décadas
antes habia hecho Agnes Pockels, pero con la adicién de un dispositivo para
medir la presién superficial [9]. Sus estudios alcanzaron alto reconocimien-
to cuando recibio el premio Nobel de Quimica en 1932. Langmuir propuso
que las moléculas de acidos grasos forman una monocapa orientada por si
misma hacia arriba con las cadenas hidrocarbonadas lejos del agua y el
grupo carboxilo en contacto con la superficie del agua, esto resulté ser una
pieza clave para el entendimiento de las bicapas lipidicas asi como de las
membranas.



Probablemente los primeros en estudiar los lipidos encontrados en mem-
branas celulares fueron Evert Gorter (1881-1954), y su asistente Francois
Grendel. En su experimento cldsico, Gorter y Grendel extrajeron lipidos
de células de la sangre (eritrocitos) humana, de conejo, perro, conejillo de
indias, oveja y cabra, con acetona y otros solventes organicos. Usando una
palangana modificada, similar a la de Langmuir, pudieron demostrar que
las moléculas lipidicas podian formar una doble capa, o bicapa, tanto como
una monocapa. Mas aun, pudieron mostrar que el drea superficial de los
lipidos extraidos de los eritrocitos eran el doble del area de las propias célu-
las ain cuando hay una gran diferencia entre los tamafios de las especies
sobre las cuales se tomo la muestra. Basados en estas dos observaciones,
Gorter y Grendel concluyeron que las membranas estudiadas estaban com-
puestas por una capa de lipidos de dos moléculas de espesor [11]. Aunque
no se pensé en un modelo de membrana celular como tal, Gorter y Grendel
si describieron una posible estructura para la membrana (Figura .

Siete anos mas tarde al modelo de Gorter-Grendel, el biofisico Kenneth
Stewart Cole (1900-1984), hoy reconocido como el padre de la biofisica debi-
do a sus estudios de las propiedades eléctricas de las células vivas, concluyé
que la membrana celular tenia que estar formada por otros componentes

ROReTITRenTees
BL8L8LLL888888

Figura 2: Modelo de membrana celular propuesto por Gorter y Grendel en
1925. Figura adaptada de [10].



ademas de lipidos.

El primer modelo aceptado por la mayoria de los cientificos fue pro-
puesto por Danielli y Davson en 1935 que predominé hasta 1972. James F.
Danielli (1911-1984) fue fisico-quimico, aunque mucho de su trabajo estaba
relacionado con la biologia. Su trabajo doctoral fue sobre las propiedades
superficiales de los lipidos, después trabajé en la Universidad de Prince-
ton (1933-1935) con E. Newton Harvey (1887-1959), un experto en el area
de estudios en superficies celulares. Trabajando en el laboratorio encontré
que las proteinas podian ser adsorbidas por gotas de aceite obtenidas de
huevos de verdel, una clase de pez. Estos hallazgos se convertirian en una
caracteristica principal del modelo de membrana propuesto por Daniellli y
Davson (Figura [3]).

En 1935 Danielli regres6 al University College en Londres donde Hugh
Davson (1909-1996), un fisidlogo, estaba trabajando. La asociacién de los
dos originé el primer modelo de membrana. El modelo propuesto era basi-
camente un sandwich de lipidos cubierto en ambos lados con proteinas [12].

Figura 3: Modelo de membrana celular propuesto por Danielli y Davson en
1935. Figura adaptada de [10].



El modelo de Danielli y Davson fue el modelo bésico de la estructura de
la membrana aceptado durante muchos anos por los bidlogos. Sin embar-
go, explicaba de forma inadecuada muchos de los hallazgos encontrados en
investigaciones posteriores. En 1957 J. David Robertson (1923-1995) pro-
puso una modificaciéon al modelo de membrana, basado principalmente en
estudio de microscopia electrénica, que él llamo the unit membrane [13].
Durante la magnificacién debida a la microscopia electrénica, las membra-
nas tenian una apariencia trilaminar que consistia en dos lineas oscuras
y una region interior blanca. De acuerdo al modelo de Robertson, las dos
lineas oscuras eran las capas de proteinas y la regién interna la bicapa

M S

Ve,

Figura 4: Trazo de dos células Schwann (Sch.) del sistema nervioso pe-
riférico que parcialmente envuelven un axén (ax.) cada una, también se
muestran 3 mitocondria (M). Las membranas de Sch. y ax. tienen dos pa-
res de lineas cercanamente espaciados y cada par de lineas estd separada
por una regién que tiene siempre la misma distancia de separacién (Imagen
tomada de [13]).



lipidica (Figura . Durante la década de 1960 y principios de 1970, los li-
bros de texto generalmente incluian una micrografia electrénica ilustrando
the unit membrane como un sandwich de lipidos y proteinas.

El modelo de Robertson fue eventualmente reemplazado a principios
de la década de 1970 por el modelo actual de membrana. Este modelo,
conocido como el modelo de mosaico fluido, propuesto por los bioquimicos
Seymour Jonathan Singer (1924-2017) y Garth L. Nicolson (1943-) [14].
El modelo aun tenia la estructura basica de una bicapa de lipidos pro-
puesta por Gorter-Grendel y modificada por Danielli-Davson y Robertson.
Sin embargo, las proteinas eran globulares y flotaban dentro de la bicapa
lipidica en lugar de formar capas tipo sandwich. Las colas hidrofébicas de
los fosfolipidos, el mayor componente lipidico de la membrana, apunta en
direccién opuesta al agua. Las cabezas hidrofilicas de los fosfolipidos apun-
tan al exterior donde interactian con las moléculas de agua en el ambiente
exterior e interior de la célula. Las proteinas se encuentran flotando en esta
bicapa, algunas de las cuales se expanden sobre toda la bicapa pudiendo
formar canales, o poros, para permitir el paso de moléculas o iones a través
de la membrana (Figura . La membrana en si es fluida (los lipidos se
mueven en las capas al igual que las proteinas). La naturaleza de estas
proteinas de membrana fue estudiada por Nigel Unwin (1942-) y Richard
Herderson (1945-) en 1984 [15], ellos encontraron que la porcién de la pro-
teina que se expandia dentro de la bicapa era de naturaleza hidrofébica, es
decir, similar a la parte interior de la bicapa de lipidos y a menudo tenia
forma de una hélice alfa.

En el afio de 1988 Kai Simons (1938-) y Gerrit van Meer (1953-), propo-
nen el modelo de microdominios lipidicos [16], conocido actualmente como
balsas lipidicas. Sin embargo, este no es tomado como un modelo en si, sino
una adecuacién extra al modelo de Singer-Nicolson. Simons y van Meer
plantean que los complejos glicoesfingolipidos-colesterol se mantienen es-
trechamente empaquetados y se comportan como unidades de balsas en
la monocapa externa de la membrana plasmatica. Posteriormente, en la
década de los noventa se demuestra que esta situacién también ocurre en
la monocapa interna, es decir, la que estd en contacto con el citoplasma.
Sin embargo su estructura y sus propiedades todavia no eran claras para



los investigadores. Actualmente se conocen dos tipos de balsas lipidicas:

1. Balsas planas, son continuas con el plano de la membrana plasmatica
y no tienen caracteristicas morfolégicas distinguibles.

2. Balsas caveolas, que son invaginaciones de la membrana plasmética
que contienen proteinas caveolin (proteinas integrales de membrana)
y son facilmente observables.

Hoy en dia a las balsas lipidicas se les adjudica un papel importante
en la coordinacién de la transduccién de senales extracelulares, apoptosis,
infecciones provocadas por virus, endocitosis y exocitosis. También se sa-
be que la desestabilizacién de las mismas podria afectar la expresion y la
actividad de algunas proteinas de membrana.

Los principales indicadores en la evolucién del modelo de membrana
plasmatica iniciaron muchos anos antes de su visualizacién en el micros-
copio, desde los estudios de la interaccién de los lipidos con el agua, esos
conocimientos han sido usados para la comprensién de las propiedades de
la membrana plasmatica, sus caracteristicas estructurales y finalmente el
desarrollo de los aspectos dindmicos de la membrana.

En cuanto a la parte mecanica de las superficies la primera contribucién
imporante la hizo Joseph Plateau [I7] en una serie de articulos publicados

Figura 5: Modelo de membrana celular propuesto por Singer y Nicolson en
1972 (Imagen tomada de [14]).



en 1873. El fue el primero en probar experimentalmente que fuerzas mo-
leculares actian en una delgada parte de la superficie de un fluido y en
proclamar la existencia de la viscosidad superficial. Lo hizo al comparar
el amortiguamiento de una aguja magnética en una superficie con y libre
de surfactante [I7]. Sin embargo, como Marangoni hizo notar [1§], la aguja
giratoria barre la intercara creando un gradiente de concentracion. Por esta
razén Marangoni propuso un dispositivo modificado con un disco de latén
sélido con lo cual no fue posible detectar cambios significativos en la vis-
cosidad superficial entre una supeficie con y sin surfactante. Para resolver
este problema, Lord Rayleigh [19] disen6 un experimento con un anillo, lo
cual nos ensend la importancia de reducir el area de contacto de la geo-
metria con la superficie y asi evitar gradientes de concentracion. Ademas de
estos problemas, cuando se mide en la superficie, la subfase juega un papel
importante sobre la geometria colocada. Boussinesq introdujoé los calculos
matematicos para conocer que tanto se mide la contribucién de la superficie
con respecto a la intercara [20].

Recientemente algunos de los equipos y métodos mas usados para es-
tudiar el comportamiento reolégico de las membranas son:

= Redmetro con el método de la doble pared con anillo de Du Noiiy o
con geometrias biconicas. Con el cual se ha estudiado la capacidad
de la membrana a fluir bajo un esfuerzo de cizallamiento [21), 22].

= Redmetro de bobinas magnéticas con nanobotones o rodillos magnéti-
cos adsorbidos en la superficie. Con el cual se han encontrado creci-
mientos exponenciales de la viscosidad con respecto a la presién su-
perficial, en las regiones donde la monocapa esta en un estado de alta
compacticidad [23].

= Reologia por medio del rastreo de particulas. Con el cual se ha ob-
servado un decrecimiento en el coeficiente de difusiéon cuando la mo-
nocapa es comprimida [24].

Aun cuando se tiene mucho conocimiento de las membranas lipidicas
desde el punto de vista termodindmico y biolégico, para el comportamiento
mecéanico de estos sistemas bidimensionales no existen suficientes modelos
matematicos que lo caractericen por completo. La presente tesis se enfoca



en estudiar algunos modelos mateméticos para mejorar la caracterizacién
de estos sistemas.

En el primer capitulo se lleva a cabo una revisién desde el punto de
vista de la bioquimica sobre los componentes de las membranas biolégicas;
el favorecimiento a la formacién de los dominios lipidicos en base a su ca-
racter anfifilico; el tipo y forma de las estructuras que se pueden formar
dependiendo de las condiciones del sistema. El segundo capitulo abarca los
conceptos fundamentales de fisico-quimica para las membranas biolégicas,
partiendo del concepto de tension superficial hasta las interacciones de las
moléculas anfifilicas en agua, pasando por la termodinamica que lo caracte-
riza. De este capitulo se hace enfdsis en la correspondencia entre monocapas
y bicapas debido a que las células tienen bicapas, pero los experimentos se
hacen con monocapas. El tercer capitulo se encarga de explicar el estudio
reologico en general, sus modelos matematicos mas representativos y una
explicacién breve de sus implicaciones.

Una vez explicada la teorfa, el capitulo cuatro muestra los métodos ex-
perimentales utilizados en el estudio de los sistemas bidimensionales, desde
la preparacién de las muestras hasta la matematica de los experimentos
reoldgicos. El capitulo cinco muestra los resultados encontrados para los
diferentes sistemas estudiados, en el capitulo seis se concluye sobre dichos
resultados.

Objetivo general

Estudiar la fisico-quimica de varios sitemas fosfolipidicos, algunos de
ellos con la inclusién de nanoparticulas.

Objetivos especificos

1. Aprender y entender los métodos experimentales usados en este tipo
de sistemas.

2. Estudiar la termodinamica de los sistemas bidimensionales en analogia
con los tridimensionales ampliamente estudiados.



Entender las interacciones de las moléculas anfifilicas que se presentan
en esto sistemas.

Estudiar la mecanica de estos sistemas mediante diferentes métodos.

Obtener imagenes de microscopia que ayuden al entendimiento de los
resultados.



Capitulo 1

Membranas bioldgicas

Con el fin de establecer el contexto biofisico apropiado que nos permita
identificar las caracteristicas principales en nuestros modelos fisicos, en
este capitulo se presentan las bases bioldgicas de los sistemas de estudio en
esta tesis.

1.1. Membrana celular

Las membranas celulares representan un elemento esencial en el desarrollo
de los organismos vivos. Constituyen la frontera de la célula, separando
su interior del ambiente externo. Las membranas también encierran los
organulos y componentes que forman la unidad bésica de la vida. Sin em-
bargo, la funcionalidad de la membrana no esta limitada a un simple papel
estructural, también son responsables de la interaccién de las células con
sus vecinas. Estas interacciones estan mediadas por cierto tipo de proteinas
transmembranales que coordinan las senales de la célula, habilitando las
respuestas de la célula a las condiciones del ambiente. Ademas la membrana
mantiene los gradientes iénicos que permiten la sintesis de ATP, la molécu-
la bésica de energia celular. La membrana plasmatica es la mas importante
de la célula, pero otras membranas estdn presentes en los organulos como
el nucleo, el aparato de Golgi, el reticulo endoplasmico y la mitocondria.
Considerando todas las membranas de la célula, concentran alrededor del
30 % de la actividad proteica total [25].
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Todas las membranas bioldgicas comparten una estructura y composi-
cién similar a pesar de ser parte de diferentes organulos, e independien-
temente de su funcién. El componente principal de las membranas es una
molécula conocida como lipido, y estan formadas por millones de estés
moléculas que, dado su carater anfifilico, se ensamblan formando bicapas.
Las bicapas lipidicas son selectivamente permeables a moléculas polares
y contienen una gran cantidad de proteinas transmembranales, que esen-
cialmente definen la funcionalidad de cada membrana. Los lipidos estan
enlazados entre si débilmente, por interacciones no-covalentes que permi-
ten un rapido intercambio de posiciones entre ellos, llevando a una gran
difusién superficial sobre el plano de la membrana. Tipicamente, un lipido
intercambia lugar con sus vecinos unas 107 veces por segundo, pudiendo
explorar asi, toda la superficie de la célula en unos pocos segundos. Los lipi-
dos practicamente se comportan como fluidos en el plano de la membrana,
una propiedad con importantes implicaciones para la actividad celular. Las
proteinas transmembranales se encuentran insertadas en la bicapa [14], y
al ser una bicapa fluida, pueden difundirse lateralmente. La membrana esta
conectada con el citoesqueleto, una malla tridimensional formada por fila-
mentos de actina que provee ordenamiento estructural y determina la forma
de la célula, que ademas depende del tipo de célula y de sus funciones. En
algunas células existe un citoesqueleto exterior, y se conecta con células
vecinas para facilitar y coordinar la respuesta del tejido. El fragil equilibrio
de la membrana estd controlado por varios procesos activos, incluyendo
el reacomodo de las diferentes especies de lipidos de la bicapa, remodela-
miento del citoesqueleto, o el balance en la densidad de lipidos durante
los procesos vesiculares (por ejemplo, durante la endo y exocitosis), que es
logrado gracias a los depdsitos de lipidos en el interior de la célula.

1.2. La bicapa lipidica

1.2.1. Composicién lipidica

Las membranas contienen una amplia diversidad de lipidos, los cuales po-
seen una propiedad anfifilica; esto es, contienen regiones tanto hidrofébicas
como hidrofilicas. El término anfifilo, que en griego significa both lover,
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proviene de antiguas observaciones en que las moléculas anfifilicas se orga-
nizaban en la intercara entre el aceite y el agua, orientando sus cabezas a
la regién acuosa y su cola a la regién oleica [26].

La mayoria de los lipidos muestran propiedades quirales, es decir, no
se pueden superponer con su imagen especular. En general el centro quiral
lipidico es el carbono central del glicerol. En monocapas formadas por este
tipo de lipidos, la quiralidad conlleva a la formacién de dominios con cierta
direccién preferencial que pueden ser vistos por medio de microscopia de
fluorescencia [10].

1.2.2. Fosfoglicéridos

La mayor parte de los lipidos de la membrana contienen un grupo fosfato,
que los convierte en fosfolipidos. Ya que la mayoria de fosfolipidos estan
construidos con una columna de glicerol, son conocidos como fosfoglicéri-
dos. A diferencia de los triglicéridos, los cuales tienen tres dcidos grasos y
no son anfifilicos, los glicéridos de la membrana son diglicéridos (sélo dos
de los grupos hidroxilos del glicerol estan esterificados por acidos grasos);
el tercero contiene un grupo fosfato [10].

Composicién de la cabeza polar

Sin ninguna adicién extra después del grupo fosfato, la molécula se deno-
mina dcido fosfatidico, que estd practicamente ausente en la mayoria de las
membranas. En su lugar, los fosfogliceridos tienen un grupo adicional vin-
culado al fosfato, los mas comunes son la colina (formando fosfatidilcolina,
PC), etanolamina (formando fosfatidiletanolamina, PE), serina (forman-
do fosfatidilserina, PS), o inositol (formando fosfatidilinositol, PI) (Figura
. Cada uno de estos grupos es pequeino e hidrofilico y, junto con el fosfa-
to negativamente cargado al cual esta ligado, forma un dominio altamente
soluble en agua en un extremo de la molécula, llamado grupo polar o cabe-
za del lipido. A pH fisioldgico, el grupo polar de la PS y PI tiene un carga
total negativa, mientras que el PC y el PE son neutros (zwitterionicos), en
la naturaleza no existen cabezas polares positivamente cargadas, aunque si
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son sintetizados con propédsitos médicos ya que se adhieren al ADN y otras
moléculas negativamente cargadas [27].

Composicion de la cadena hidrocarbonada

En contraste, las cadenas de acidos grasos unidas al glicerol son hidrofébi-
cas. Compuestas por una gran variedad de hidrocarbonos en cadenas linea-
les y en su grado de saturacién. Un acido graso de estas moléculas puede
estar completamente saturado (es decir, sin enlaces dobles entre carbonos),
monoinsaturada (es decir, posee un enlace doble), o poliinsaturada (es de-
cir, posee mas de un enlace doble). Los dcidos grasos mas abundantes en
las colas de los lipidos de membrana se muestran en la Figura y algu-
nos nombres correspondientes se muestran en el Cuadro Una cadena
con 18:0 denota una cadena con 18 carbonos sin enlaces dobles, mientras
que 18:1 denota una cadena de 18 carbonos con un enlace doble. Asi, con
cadenas de acidos grasos en un extremo y una cabeza polar del otro, los
fosfoglicéridos presentan un caracter anfifilico.

Figura 1.1: Estructura de las cabezas polares de los fosfolipidos mas co-
munes: fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol
(PQG), fosfatidilserina (PS), dcido fosfatidico (PA).



1.2. LA BICAPA LIPIDICA 5

1.2.3. Esfingolipidos

Una clase menos abundante de lipidos de membrana, es conocida como es-
fingolipidos, son derivados de la esfingosina (Figura , un amino-alcohol
que contienen una larga cadena hidrocarbonada. Los esfingolipidos que
consisten de esfingosina unida a un acido graso en su grupo amino son co-
nocidos como ceramidas que tienen un papel importante en la apoptosis
celular [28]. Otros lipidos basados en esfingosina tiene grupos adicionales
esterificados al alcohol. Si la sustitucion es una fosforilcolina, la molécula
es esfingomielina, la cual es el unico fosfolipido de la membrana que no esta
construido con una columna de glicerol. Si la sustitucién es un carbohidra-
to, la molécula es un glicolipido. Si el carbohidrato es una azicar simple,
el glicolipido es una cerebrosida, si es un oligosacarido, el glicolipido es una
gangliosida. Ya que todos los esfingolipidos tienen dos grandes cadenas hi-
drocarbonadas en un extremo y una regién hidrofilica en el otro, también
son anfifilicos y bésicamente similares en estructura a los fosfoglicéridos
(algunos de ellos se muestran en la Figura .
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Figura 1.2: Seleccién de cadenas de acidos grasos saturadas e insaturadas
que forman la parte hidrofébica de los lipidos (Imagen adaptada de [10]).
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Nombre trivial  Longitud de la cadena:  Posicién de
numero de dobles enlaces insaturacién

Laurico 12:0

Miristico 14:0

Miristoleico 14:1

Palmitico 16:0

Palmitoleico 16:1 9-cis

Estearico 18:0

Oleico 18:1 9:cis

Lindleico 18:3 6-cis, 9-cis, 12-cis
Araquico 20:0

Araquidénico 20:4 5-cis, 8-cis, 11-cis, 14-cis

Cuadro 1.1: Nombres triviales de algunas colas hidrocarbonadas (Cuadro
adaptado de [10])

1.2.4. Colesterol

Otro componente importante de ciertas membranas es el colesterol (deri-
vado del esterol), considerado como un lipido no polar. En ciertas células
animales pueden constituir hasta el 50 % de lipidos en el plasma de mem-
brana. Sin embargo, en células de plantas y bacterias estd ausente. El co-
lesterol es mas pequeno que otros lipidos y menos anfifilico, ya que tiene
un pequeno grupo hidroxilo (hidrofilico) tal como se observa en la Figura
A diferencia de los otros lipidos que contiene cadenas lineales hidrocar-
bonadas, el colesterol contiene anillos esteroides que contiene una pequena
cola hidrocarbonada al final, con esta estructura, el colesterol interfiere con
el movimiento de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos [29].

1.3. Proteinas de membrana

Atn cuando las proteinas incrustadas en la membrana celular son mucho
menores en numero comparadas con los lipidos, constituyen aproximada-
mente la mitad del peso de la membrana, y son responsables de los prin-
cipales procesos que ocurren en la membrana y por lo tanto definen su
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funcionalidad [25]. Pueden clasificarse en dos tipos, proteinas integrales y
proteinas periféricas (Figura|1.4]).

» Proteinas integrales. Penetran completamente la membrana y solo
pueden extraerse al romper la membrana a su alrededor, una forma
de hacerlo es disolverla en detergentes.

= Proteinas periféricas. No penetran completamente la membrana, usual-
mente forman enlaces i6nicos o se unen a la membrana por efectos
hidrofébicos-hidrofilicos, éstas pueden removerse de la membrana con
procesos mas suaves como la agitacién con soluciones salinas.

Dependiendo de la membrana, las proteinas representan del 25 al 74 %
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Figura 1.3: Lipidos basados en esfingosina y esterol. Dipalmitoilglicerol
(DPG) y acido palmitico (PA) (Imagen adaptada de [10]).
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de la masa total de la membrana. Algunas membranas tales como las de la
E. Coli, son caracterizadas por su baja actividad protéica, ademés de tener
concentraciones de protefna menores a 20 %. Sin embargo, en la membrana
interna de las mitocondrias en células eukariotas, las proteinas represen-
tan casi el 80% del total de la masa, reflejado en la alta concentracién
de gradientes i6nicos y su actividad catalitica [30]. Las proteinas trans-
membranales también son anfifilicas y orientan sus grupos polares hacia el
ambiente acuoso, mientras que los grupos hidrofébicos interactian con las
cadenas hidrocarbonadas de los lipidos. La funcionalidad de las proteinas
estd directamente relacionada con la composicién de las membranas, ya
que necesitan moverse a través de ellas para llegar a los lugares indicados
para ejercer sus funciones.

1.4. Microdominios en la membrana

Usualmente las moléculas lipidicas estan mezcladas aleatoriamente en las
capas de la membrana celular. Cuando los lipidos presentan colas largas e

Figura 1.4: Proteinas integrales (a y b) y proteinas periféricas (c, d y e)
sobre una bicapa de lipidos.
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insaturadas pueden formar agregados en la membrana. Estos agregados o
microdominios son relevantes para la organizacion de las proteinas en la
membrana (Figura [1.5)) y han sido estudiados en los dltimos anos [311 [32].

Este modelo que involucra microdominios sugiere que las proteinas y
lipidos muestran interacciones con energia libre positiva debida a las va-
riaciones en la longitud de las cadenas hidrofébicas de las moléculas. El
espesor tipico de una bicapa es de 5nm. Si la parte hidrofébica de una
proteina de membrana es més larga o més corta que el espesor de la mem-
brana, un grupo hidrofébico ya sea de la proteina o de los lipidos quedara
expuesto al agua, o la membrana lipidica debe deformarse para compensar
la interaccién hidrofébica desfavorable; este efecto es conocido como aco-
plamiento hidrofébico. Este acoplamiento da origen a tensiones interfaciales
entre lipidos y proteinas, los cuales pueden llevar a la acumulacién de cier-
tas especies de lipidos alrededor de algunas proteinas, y en atraccion entre
proteinas debido a fuerzas capilares, formando agregados de proteinas.

Figura 1.5: Arreglos entre proteinas y lipidos para cubrir los ntcleos hi-
drofébicos de las proteinas.
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1.5. Modelos de membranas

La cadena hidrocarbonada de los lipidos es insoluble en agua, asi en me-
dios acuosos, ain a bajas concentraciones se autoensamblan en diferentes
agregados los cuales exponen sus cabezas hidrofilicas al medio, y escon-
den sus colas hidrofébicas. Si no fuese por este efecto de hidrofobicidad,
la entropia favoreceria que los lipidos estuvieran bien disueltos en la fa-

Figura 1.6: Posibles formas de las moléculas lipidicas. a) Forma cilindrica:
tamano similar en la cabeza y la cola. b) Cono: cabeza ancha y cola delgada.
c¢) Cono invertido: Cabeza pequena y cola amplia. d) Se vuelve cénica
al incrementar la temperatura. e) Se vuelve cénica al cambiar el tamano
efectivo de la cabeza, es decir, cambiando el grado de hidracién o la carga
efectiva de un grupo iénico. f) Se vuelve cénica al cortar un dcido graso, es
decir, por accién de una fosfolipasa. g) Se vuelve cénica al cortar la cabeza
polar, por accién de una fosfolipasa.
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se acuosa. Asi, exponer la cola hidrocarbonada causa cambios energéticos
desfavorables debido a su incapacidad de formar enlaces hidrégeno con las
moléculas de agua y estas deben reacomodarse a su alrededor, efecto con-
trario al que sucede con la cabeza polar, la cual si forma enlaces hidrégeno
con las moléculas de agua sin perturbar considerablemente su estructura
[33] (este fenémeno es conocido como efecto hidrofébico).

Los agregados formados por las mezclas de fosfolipidos dependen prin-
cipalmente de la geometria del lipido (Figura , su concentracién y su
temperatura, y pueden ir desde pequenas micelas hasta fases lamelares,
liposomas, fases hegaxonales, y diferentes fases cibicas. Ademads de las mi-
celas que constan de una sola capa de moléculas, también estan las mono-
capas de Langmuir que se forman en la intercara de dos fluidos inmiscibles,
la formacion de estas estructuras es propiciada principalmente por el efecto
hidrofébico.

Las membranas estdn compuestas de una variedad de lipidos cuyas
propiedades intrinsecas inducen cierta curvatura. Mas aun, las estructu-
ras geométricas de los lipidos producen curvaturas positivas, negativas o
cero dependiendo del tamano de la cabeza polar y de la longitud de la
cola hidrocarbonada del lipido (Figura. Para membranas celulares, las
curvaturas positivas o negativas estan determinadas por la direccionalidad
de la curva hacia afuera o hacia adentro relativa al compartimiento o volu-
men contenido por la membrana. Las curvaturas positivas producen esferas
mientras que las negativas producen compartimentos tipo cuello.

1.5.1. Micelas

El caracter de afinidad dual de los lipidos es responsable de su comporta-
miento en presencia de agua. Consideremos un sistema formado de agua y
una pequena cantidad de lipidos a muy bajas concentraciones los lipidos
estardn creando interacciones energéticamente desfavorables para el siste-
ma debido a que sus partes hidrofébicas deben romper enlaces hidrégeno.
Sin embargo, arriba de cierta concentracién los lipidos se agregan en es-
tructuras conocidas como micelas. Estas estructuras se forman ya que las
regiones hidrofilicas se exponen formando enlaces H con las moléculas de
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agua y protegen las regiones hidrofébicas. Las estructuras pueden tomar
formas esféricas, tubulares y tipo gusano (Figuraderecha). Esta concen-
tracién es conocida como concentracién micelar critica (CMC) y a partir
de esta todos los lipidos agregados se unen al sistema mediante la forma-
cién de nuevas micelas, arriba de la CMC la tension superficial del sistema
permanece relativamente constante [35].

La formacion de micelas es un proceso cooperativo que es espontaneo y
reversible [36], 37]. Las micelas son especies termodindmicamente estables
que estédn en equilibrio con lipidos que no componen otras micelas (libres).
Las micelas puede utilizarse como encapsuladoras de compuestos insolubles
en agua [38, 39].

1.5.2. Fases lamelares

Al aumentar la concentracion de lipidos por encima de la CMC, las micelas
crecen en fases bidimensionales extendidas, llamadas bicapas (Figura
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Figura 1.7: Desestabilizacién de las membranas lipidicas debido a la forma
cOnica o conica invertida de los lipidos que promueve una tendencia a curvar
las capas de la membrana (Imagen adaptada de [34]).
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derecha). Las bicapas pueden existir en diferentes estados dependiendo de
la temperatura a la que se encuentre, como se muestra en la Figura (1.9

= Fase cristalina L. con orden en 3 dimensiones. Los lipidos forman una
capa sobre otra capa donde en la parte intermedia no se permite el
acceso de agua por efectos hidrofébicos ya mencionados.

» Fase gel Lg, los lipidos ordenados en bicapa usualmente presentan
una inclinacién de su cola hidrocarbonada con respecto a la normal
a la intercara. Las fosfatidilcolinas muestran una inclinacién de 30°,
mientras que las fosfatidiletanolaminas no muestran inclinacién prin-
cipalmente por los tamanos de sus cabezas en comparacién con la
seccién transversal de sus colas [41].

» Fase ondulada Py que muestra periodicidad unidimensional de sus
ondas [42]. En esta fase, usualmente (dependiendo del lipido) hay
muy poco ordenamiento en las colas hidrocarbonadas de los lipidos.

= Fase fluida L,, en la cual las cadenas hidrocarbonadas estdn desor-
denadas casi en su totalidad, también se le conoce como fase liquido
desordenado ya que ademas de la pérdida del orden en las colas, tam-
bién se pierde el orden orientacional de largo alcance de la red trian-

Figura 1.8: Izquierda. Micela esférica tipica. Derecha: Micelas tubular, mu-
cho menor en tamano con respecto a una micela de gusano las cuales pueden
formar redes micelares (Imagen adaptada de [40]).
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gular observado en fases anteriores. Esta fase ocurre a temperaturas
por encima de la temperatura de fusion del lipido.

1.5.3. Liposomas

Los fosfolipidos forman fases lamelares al aumentar la concentraciéon de
moléculas se pueden formar estructuras mas complejas llamadas liposomas
que tienen geometria una esférica hueca formada por una bicapa, y son las
més parecidas a las membranas celulares. Atn cuando son las estructuras
lamelares mas estables, pueden no ser termodinamicamente estables como
las micelas [43], debido a que una monocapa toma la curvatura preferi-
da por la geometria de la molécula, cuyo valor depende de la estructura
quimica del lipido y la interaccion entre ellos. Basado en consideraciones

Figura 1.9: Fases de una membrana lipidica formada por dos capas, al
incrementar la temperatura muestra un decrecimiento en el orden de las
cadenas hidrocarbonadas.
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de la energia de doblamiento (bending) de una monocapa de lipidos se pue-
de llegar facilmente a la conclusién de que sélo bicapas planas (curvatura
cero) pueden ser termodindmicamente estables, y ademads, que las vesicu-
las (bicapas con curvatura diferente de cero) formadas de una sola especie
de tensoactivo o fosfolipido no pueden ser termodindmicamente estables
[43]. En cambio, si las capas tanto interna como externa de un liposoma
son formadas por diferentes especies de moléculas, tales que sus geometrias
produzcan una curvatura en la bicapa se favorecerd la estabilidad de los
liposomas [44]. En todos estos casos, las cabezas polares estdn orientadas
hacia la parte interior y hacia la parte exterior en donde se encuentra el
medio acuoso, protegiendo asi su parte hidrofébica en una regién interme-
dia. La figura [1.10] muestra un liposoma tipico.

Las vesiculas estdn comtinmente compuestas por fosfolipidos. Existen
diferentes métodos para preparar vesiculas [45]. Adn cuando estas estruc-
turas muestran estabilidad en tiempos largos, las vesiculas formadas con
tensoactivos o fosfolipidos de una sola cadena hidrocarbonada son inesta-

Figura 1.10: Izquierda: Esquema de un liposoma formado por una bicapa
de lipidos. Derecha: Liposoma formado por muchas capas de lipidos.
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bles y generalmente cambian su estructura en poco tiempo (fases lamelares,
en la mayoria de los casos).

1.5.4. Fases cubicas

Las fases cuibicas son en su mayoria formadas por bicapas bicontinuas con
periodicidad tridimensional [46]. Hay, en principio, 36 posibles grupos de
fases cubicas, pero experimentalmente solo se han encontrado seis de ellas
mediante pruebas cristalograficas sobre membranas lipidicas. Una de las
posibles formas se muestra en la Figura[L.11] (izquierda).

Las estructuras cubicas son mucho méas complejas que las estructuras
lamelares. Al decir que son bicontinuas queremos decir que el agua estd
dividida en dos regiones no conectadas, una en cada lado de la bicapa,
la cual estd curvada en todos lados. Aun cuando las estructuras cubicas
parecen exoticas, estan relacionadas a funciones bioldgicas. En contexto
matematico, estas estructuras se forman siguiendo teorias de superficies
minimas [47].

Figura 1.11: Izquierda: Esquema de una fase cubica. Derecha: Formacién
de una fase hexagonal inversa (Imagen adaptada de [10]).
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1.5.5. Fases hexagonales

Otra fase no lamelar es la fase hexagonal inversa, es una fase lipidica que se
forma a temperaturas suficientemente altas con respecto a la temperatura
de fusién del lipido [48]. Debido al incremento de la entropia el volumen de
la cadena se incrementa y los lipidos forman cilindros con cadenas dirigidas
hacia afuera. Ya que las cadenas hidrocarbonadas quieren evitar el contac-
to con el agua se ordenan en estructuras hexagonales bidimensionales [49].
La figura (derecha) muestra una fase hexagonal invertida. Aunque es-
tas fases se han encontrado en membranas de fosfolipidos puros, no se han
observado en membranas bioldgicas. Se cree que tiene un papel importante
en la fusién y divisién celular [50].

Usualmente estas fases se forman con fosfolipidos de grupo polar pe-
queno, tales como las fosfatidiletanolaminas, y cadenas hidrocarbonadas

insaturadas que dan como resultado lipidos con forma coénica invertida que
favorece una curvatura negativa de la membrana (Figura [1.6).

1.5.6. Monocapas de Langmuir

Las capas formadas por las moléculas anfifilicas al esparcirse en la inter-
cara aire-agua son conocidas como monocapas de Langmuir (insolubles en
Tensiometro
Barrera 1 Barrera 2
Agua
Palangana de Langmuir de teflon

Figura 1.12: Monocapa de Langmuir de moléculas anfifilicas dispersadas
en la intercara aire-agua en una palangana de Langmuir.
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agua). Estas monocapas son llamadas asi en honor a Irving Langmuir unos
de los primeros en investigar su comportamiento. En la formacion de las
monocapas, los lipidos se ordenan tal que su parte hidrofébica no quede en
contacto con el agua, asi, las cabezas polares estan sumergidas en el agua y
las colas hidrocarbonadas apuntan hacia el aire, la inclinacién de las colas
depende de las condiciones a las que se encuentre la monocapa debido a la
interaccion entre moléculas y al area disponible por molécula (Figura.

Una observacion notable hecha por Irving Langmuir hace cien anos fue
que las peliculas mono-moleculares pueden ser comprimidas para formar
versiones bidimensionales en analogia de los estados conocidos de la materia
tridimensional: gas, liquido y sélido. Para las dos fases bidimensionales, el
area de la monocapa (A) y la presién superficial (IT) juegan los papeles
andlogos al volumen (V') y la presién hidrostéatica (P) en tres dimensiones.
Estos comportamientos de fases bidimensionales y sus transiciones pueden
ser investigados al encontrar las areas y las presiones superficiales para
diferentes temperaturas, tal como se hace en el caso tridimensional.

Figura 1.13: Imagen ilustrando la estructura de los pulmones y acerca-
miento (derecha) a una de sus células mostrando una cavidad llena de aire
rodeada de epitelio pulmonar (Imagen tomada de [10]).
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1.6. Importancia de los lipidos en las membranas

Los lipidos juegan papeles muy variados, su papel principal es formar la
barrera permeable de la célula y de sus organelos, al formar una bicapa
lipidica con su regién hidrofébica orientada hacia adentro de la bicapa pro-
tegiéndola del agua y si regién hidrofilica expuesta al medio acuoso extra
e intracelular. Esta bicapa sirve como una matriz y soporte para un vasto
arreglo de proteinas involucradas en muchas funciones celulares importan-
tes, tales como trasduccién energética, transducciéon de senales, transporte
de solutos, replicaciéon de ADN, direccionamiento proteico, reconocimiento
extracelular, y mas. Ademas de que los lipidos juegan un papel activo en
estos procesos que influencian las propiedades de las proteinas asociadas a
la membrana y sirven como precursores para algunos componentes celula-
res importantes.

1.6.1. Lipidos en las células pulmonares

Los lipidos en las membranas celulares de los pulmones tienen una funcién
critica para su funcionamiento. Sus diferentes formas de estructurarse y sus
transiciones de fase, juegan un papel importante para evitar el colapso de
las células durante la exhalacién reduciendo la cantidad de trabajo que se
necesita para respirar.

El pulmén es una red ramificada de canales llenos de aire que termi-
nan en un gran numero de cavidades pequenas llamadas alvéolos (Figura
. Durante la inhalacién el alvéolo se expande para tomar oxigeno, el
cual subsecuentemente es intercambiado por diéxido de carbono al exhalar,
cuando se reduce el tamafio del alvéolo nuevamente. La superficie interna
del sistema pulmonar es muy grande, casi como el tamano de una cancha
de badminton (81.74m?).

Los recién nacidos por debajo de la semana 34 son susceptibles a pre-
sentar deficit del tensoactivo pulmonar, lo que constituye el origen de la
enfermedad de membrana hialina. La consecuencia del deficit es el colapso
alveolar produciendo distrés respiratorio, hipoxemia e hipercapnia. Para



20 CAPITULO 1. MEMBRANAS BIOLOGICAS

contrarestar esta falta, se utilizan mezclas de tensoactivo del cual un 70 %
de su parte lipidica estd compuesta de fosfatidilcolina, ademés de una mez-
cla de proteinas. Su funcién principal es disminuir la tensién superficial en
la intercara aire-liquido del alvéolo, evitando el colapso pulmonar durante
la respiracién. El tratamiento respiratorio con esta mezcla tensoactiva ha
revolucionado el cuidado respiratorio de estos pacientes desde su introduc-
cién en 1980.

1.6.2. Lipidos en el liquido lagrimal

El liquido lagrimal es un fluido tinico en el cuerpo producido por las glandu-
las del Meibomio (situadas en los parpados superior e inferior), este tiene
multiples funciones que incluyen la proteccién de la cérnea y las superficies
oculares de infecciones, al proveer nutrientes y oxigeno, al acarrear desechos
celulares y manteniendo un fluido claro para lubricar y humedecer las su-
perficies oculares. El liquido lagrimal es una capa dinamica, no uniforme,
y que cambia su espesor con y entre cada pestaneo [51].

Uno de los problemas més recurrentes en el ojo es el sindrome del ojo
seco, que de acuerdo a la International Worksop on Meibomiam Gland Dys-
function llevada a cabo en 2011, se cree que la causa mas recurrente del
sindrome es una disfuncién de la gldndula del Meibomio. Por lo tanto es
importante conocer la contribuciéon de la capa lipidica, asi como sus pro-
piedades de flujo ante los esfuerzos provocados por el parpadeo.

Atln cuando se conoce mucho sobre este liquido, su composiciéon aun
continua en debate. Mientras que en la parte no-polar se han reportado
componentes como el colésterol y mono, di y trigliceridos, la parte polar
la cual forma la intercara entre las regiones hidrofébica e hidrofilica esta
compuesta principalmente de fosfolipidos, las fosfatidilcolinas y las fosfati-
diletanolaminas componen el 60 % de este liquido.



Capitulo 2

Conceptos fundamentales

2.1. Tension superficial y energia libre superficial

De la termodinamica sabemos que cuando un gas esta confinado en un vo-
lumen definido, este tiende a ocupar todo el espacio disponible [52]. Si en
el mismo volumen hay dos especies diferentes de gases separadas s6lo por
una barrera impermeable, cada uno ocupara soélo la parte en la que estaba
confinado. Si la pared es removida y se espera el tiempo suficiente, los dos
gases ocuparan la totalidad del volumen. Este efecto no se produce cuando
introducimos un gas y un liquido en el mismo volumen. En condiciones
isotérmicas y bajo el punto de evaporacién del liquido, este permanecerd
en el fondo del contenedor y el gas ocupard el volumen restante. El gas
no ocupard la totalidad del volumen en este caso debido a la existencia de
la frontera o intercara entre el gas y el liquido. Esta superficie es creada
espontaneamente y puede ser entendida como un balance entre fuerzas. En
el interior del liquido cada molécula estda rodeada por otras en cada di-
reccién; por lo tanto esta sujeta a una atraccién en todas direcciones. En
promedio, sobre periodos de tiempo largos comparado con las vibraciones
moleculares, la atraccién de cualquier molécula es uniforme e isotropica.
En la superficie, sin embargo, las condiciones son completamente diferen-
tes. Las moléculas en la superficie son atraidas hacia adentro, y a sus lados,
por sus vecinos; pero no hay atraccién hacia afuera que ayuden a equilibrar
la fuerza resultante hacia adentro ya que las moléculas de gas en el exterior
no producen la misma fuerza de atraccién. Por lo tanto cada molécula su-

21
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perficial esta sujeta a una fuerte atraccién hacia el volumen, perpendicular
a la superficie (Figura . Esta atraccion hacia el interior provoca que el
area superficial disminuya, ya que las moléculas en la superficie estdan en
constante movimiento hacia adentro mas rapido que lo que otras se mueven
hacia afuera para tomar sus lugares; por lo tanto, el nimero de moléculas en
la superficie estan en constante disminucién, y la contraccién de la superfi-
cie continlia hasta que el méaximo ntimero posible de moléculas estén en el
interior, es decir, hasta que la superficie sea minima para un volumen dado.

El hecho de que la superficie del liquido se contraiga espontaneamente
muestra que hay una energia libre asociada. Esta energia es interpretada
como la energia de Gibbs necesaria para crear una nueva superficie, esto
puede ser visto como una forma de trabajo superficial. El origen de este
trabajo, en términos moleculares, cuando la superficie se extiende, se deben
traer moléculas del interior hacia la superficie en contra de las fuerzas de
atraccién hacia el interior. Por lo tanto, es necesario un coste energético
para vencer las fuerzas de atraccién moleculares y llevarlas a la superficie.
Aunque nos refiramos a ella como la energia libre por unidad de édrea, la

Figura 2.1: Balance de fuerzas en la superficie de un liquido
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tension superficial () también puede considerarse como una fuerza por
unidad de longitud. Veamos dos ejemplos que ilustran esta dualidad:

1. Fuerza por unidad de longitud. Considere una pelicula de jabén
estirada sobre un marco de alambre, donde uno de sus lados se puede
mover sin friccién, para contraer o estirar la pelicula (Figura .
Experimentalmente al estirar, se puede medir la fuerza F' que actia
sobre la barrera movil en la direccién opuesta a la flecha mostrada
en la Figura A la fuerza por unidad de longitud la conoceremos
como v = F/I. Asi, el trabajo hecho por la fuerza F' para mover la
barrera una distancia dx estd dada por:

dW = Fdx = vyldx = vdA (2.1)

donde dA = ldx es el cambio del 4drea al mover la barrera una distan-
cla dzx.

2. Energia por unidad de area. Considere una burbuja de jabén. En
ausencia de gravedad y otros campos, la burbuja es esférica, debido a
que esta es la forma que minimiza el drea superficial de un volumen
cerrado (Figura . Una burbuja de jabén de radio r tiene una

Figura 2.2: Pelicula de jabdén estirada sobre un marco de alambre con una
barrera mévil.
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energfa libre superficial total de 472y y, si el radio decrece por dr,
entonces el cambio en energia libre superficial sera 8mrydr. Ya que al
encogerse decrece la energia superficial, la tendencia a hacerlo debe
equilibrarse con una diferencia de presién sobre la superficie AP tal
que el trabajo contra esta diferencia de presién A P47r? es justamente
igual al decrecimiento en energia superficial, asi

AP4rr?dr = 8rrydr (2.2)
o rearreglando
2
AP =21 (2.3)
T

asi podemos llegar a la conclusién de que mientras mas pequena es
la burbuja, més grande es la presion del aire dentro con respecto al
de afuera (presién de Laplace).

Asi, las superficies en equilibrio pueden tratarse usando el concepto
mecanico de tensién superficial o su equivalente matematico de energia li-
bre superficial.

Las unidades usuales para v son mN/m. Los valores de 7 siempre son
positivos, valores negativos indicarian que es mas favorable la creacion de
una nueva superficie. Esto indicaria que nuevas rugosidades aparecerian en
la superficie y, con suficiente tiempo, formarian nuevos volimenes con sus
respectivas superficies. Sin embargo, a temperatura ambiente provocado
por el movimiento browniano, existe una rugosidad superficial de 0.3 nm
(el didmetro de dos moléculas) que no desaparece debido a que se trata de
un proceso continuo.

Ejemplos de algunos valores de 7 pueden ir desde 20 mN/m para
petréleo o 72.8 mN/m para agua pura a temperatura ambiente (20°C),
otros valores estan dados en el Cuadro Estos valores de « son depen-
dientes de la temperatura y de la pureza del liquido.
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2.1.1. Presion superficial

Al introducir agentes externos, en este caso moléculas anfifilicas, a la su-
perficie de los liquidos estos pueden reducir la tension superficial. Para
considerar este fenémeno, una primera aproximacion es tratarlos como ga-
ses ideales confinados en dos dimensiones.

Para poder estudiar las monocapas de Langmuir primero debemos en-
contrar una forma de caracterizarlas, al tratarse de un sistema termo-
dindmico, lo méas natural es usar variables termodinamicas como tempe-
ratura (7'), drea superficial (A) y presién superficial (II). Esta tltima esta
definida como la diferencia de la tensién superficial del liquido puro (sub-
fase) y la tensién superficial cuando se esparce la monocapa sobre ella [54]:

Figura 2.3: Burbuja de jabén sin considerar los efectos gravitacionales.
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Liquido v (mN/m)
Acetona 23.7
Benceno 28.85
Tetracloruro de carbono 26.95
Acetato de etilo 23.9
Alcohol etilico 22.75
Eter etilico 17.01
n-Hexano 18.43
Alcohol metilico 22.61
Tolueno 28.5
Agua 72.8

Cuadro 2.1: Tensién superficial de liquidos a 20°C (Cuadro adaptado de
[53]).

IT=v -7 (2.4)

donde v y 7 son las tensiones superficiales en presencia y ausencia de las
moléculas anfifilicas, respectivamente.

2.2. Isotermas bidimensionales

Una primera caracterizacién de una monocapa en una intercara aire-agua
puede lograrse con la medicién de la presién superficial (en condiciones de
equilibrio) como funcién del drea superficial disponible por molécula sobre
la superficie del agua. En la practica, estas mediciones son usualmente reali-
zadas en condiciones de cuasi-equilibrio, durante compresiones superficiales
a velocidad constante y suficientemente baja de dos barreras moviéndose
sobre una superficie liquida (usualmente de agua o una solucién acuosa).
Durante este proceso, la tensién superficial es determinada con una placa
o rodillo suspendido que es mojado por la superficie y al medir la fuerza
que siente se puede calcular la presién superficial (Véase Capitulo 5). La
curva obtenida con estos cambios de presién superficial respecto al area
molecular son conocidas como isotermas IT — A (el prefijo iso debido a que



2.2. ISOTERMAS BIDIMENSIONALES 27

se hacen a temperatura constante). Una isoterma tipica de una monocapa
de lipidos se muestra en la Figura

Experimentalmente se observa que la curva puede ser divida en varias
regiones; en cada region la presion superficial crece de diferentes formas,
y el cambio en la pendiente indica una transicion de “fase”. En la iso-
terma hipotética de la Figura se pueden observar diferentes tipos de
comportamientos caracteristicos:

1. A grandes valores de area molecular, las moléculas no interactian mu-
cho entre ellas; la monocapa es considerada en un estado “gaseoso”,
a presion superficial cero.

2. Al decrecer el drea molecular (e incrementar la presién superficial),
la monocapa llegaria a una fase tradicionalmente llamada “liquido
expandido”, en esta fase, tanto como en la fase gaseosa las moléculas
estan traslacionalmente desordenadas y las colas conformacionalmen-
te desordenadas.

Figura 2.4: Isoterma que muestra algunas fases implicadas en el proceso
termodindmico de una monocapa (Imagen adaptada de [55]).
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3. Una mayor compresién podria dar lugar a una coexistencia de fa-
ses, entre la fase “liquido expandido”, y la fase “liquido condensado”.
Esta coexistencia estd indicada por una meseta (I cuasi-constante)
en la curva de II — A indicando una transicién de primer orden, esta
meseta no es perfectamente horizontal en muchos sistemas lo cual fue
una fuente de gran controversia sobre la existencia de la transicién
y principalmente atribuida a impurezas [56], pero fue explicada por
medio de observaciones Opticas directas de la coexistencia de fases
[57]. Recientemente se ha explicado con la incapacidad que los domi-
nios de “liquido condensado”tienen para incorporar moléculas libres
durante la compresién [58].

4. Una vez pasada la regién de coexistencia, se podria observar la fase
“liquido condensado”, la cual estd caracterizada por un ordenamiento
traslacional y conformacional de las moléculas.

5. Al seguir comprimiendo se llegard a la regién de colapso, donde las
moléculas estdn tan empaquetadas que no pueden seguir compri-
miéndose y algunas empiezan a caer en la subfase formando agre-
gados, o formar multicapas.

En la seccién 2.2.2 se hard una descripcién més detallada de las dife-
rentes fases.

2.2.1. Compresibilidad

En termodindmica y mecénica de fluidos, la compresibilidad (a temperatura
constante) es una medida de cambio relativo del volumen de un fluido o
s6lido como respuesta a una presion aplicada [59] y se denota como:

oP

donde V es el volumen y P es la presién. Asi, si tratamos nuestra mo-
nocapa como un sistema bidimensional, podemos hacer una analogia de la
compresibilidad tridimensional con la bidimensional de la siguiente manera:

oIl
E=—-As (2.6)
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donde A es el area molecular disponible y II es la presion superficial. Para
obtener E se debe derivar numéricamente los datos experimentales de las
isotermas Il — A y mutiplicarlos por el area molecular experimental. F es
un nimero positivo en todos los casos antes del colapso.

En la Figura se puede observar que al incrementar la pendiente
de la isoterma II — A durante la compresién, hay un incremento en el
médulo de compresibilidad Ey (Figura ) llegando a un méximo y luego
disminuyendo cuando la monocapa empieza a colapsar. Fisicamente este
aumento esta relacionado con la energia que se necesita suministrar al
sistema para comprimirlo (debido al tamano y forma de las moléculas).
Asi, mientras menos drea disponible hay, la resistencia de las moléculas a
ser comprimidas crece, indicando que la monocapa es mas resistente a las
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Figura 2.5: A. Isoterma II — A de una monocapa de ceramida. B. Médulo
de compresibilidad E en funcién de la presion, obtenido como la derivada
directa de la isoterma IT — A. (a-d) imédgenes de las transiciones de fase de
la monocapa de ceramida (Imagen adaptada de [28§]).
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compresiones y su compresibilidad disminuye, marcado con un aumento en
el médulo de compresibilidad.

2.2.2. Diagramas de fase

Los estudios sobre isotermas revelan singularidades en las monocapas, de-
bajo de la temperatura critica, se espera encontrar un estado gaseoso, liqui-
do y sélido separado por una transicién de fase de primer orden (regién
LE-LC en la Figura . En una transicién de primer orden, la entropia

Figura 2.6: Isoterma de Il — A de DMPE y DLPE, se muestra la transicién
de fase de primer y segundo orden denotadas por la meseta LE-LC y el

cambio abrupto en la pendiente en Il respectivamente (Imagen adaptada
de [23]).
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molar, el volumen molar y otros pardmetros molares sufren cambios dis-
continuos. La energia libre de Gibbs, G = U — T'S + II A, es continua pero
su derivada parcial con respecto a 17"y 11

(‘;g)ﬂ ~ -3 (2.7)

(%) . o8

son discontinuas. En contraste una transicién de segundo orden (Il en
la Figura es en la cual la energia libre de Gibbs y su primera deri-
vada son continuas pero su segunda derivada no lo es. Algunos ejemplos
de transiciones de segundo orden son los cambios de fase asociados con la
temperatura de Curie en materiales ferromagnéticos y las transiciones de
orden-desorden observado en algunas aleaciones.

Los estados mas generales en una monocapa se ilustran en la isoterma
II— A de la Figura[2.6] A muy bajas presiones, se tiene una fase gaseosa, G,
que se condensa en una fase denominada liquido expandido (LE) [60, [61].
Una fase mds compacta es la fase de liquido condensado (LC') que existe
a mayores presiones y bajas temperaturas. Una fase sélida (S) aparece
cuando hay un cambio repentino en la pendiente de la isoterma a altas
presiones y densidades.

Fase gaseosa

En una monocapa a bajas densidades y presiones la interacciéon entre
moléculas es muy poca y como primera aproximacién obedece la ecuacién
de estado de un gas ideal descrita por

Ma = kpT (2.9)

donde kg es la constante de Boltzmann y a el drea por molécula. En esta
fase el drea disponible por molécula es muy grande comparada con el drea
transversal de cada molécula. En general el drea por molécula (a) se mide
usando la siguiente ecuacién:
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A A A
_A_ 4 2.1
“TN T aNs T mNa (2:10)
A AMW 211)

CYENs, NaVC
donde A es el drea disponible en la palangana, N4 es el nimero de Avoga-

dro, V es el volumen depositado, C' es la concentracién del lipido, y MW
es su peso molecular.

Transiciones gas-liquido

Mientras la monocapa se comprime, la fase gaseosa se condensa en una fa-
se liquido expandida (LE) mediante una transicién de primer orden. Esta
transicion es dificil de estudiar debido a que la presion superficial es muy
pequena en la mayoria de las monocapas y es necesario evitar cualquier
impureza que pueda causar una medicién errénea de la presén [62]. Existe
una amplia evidencia de que la transicion de fase es de primer orden: a
partir de las discontinuidades en las isotermas II — A, la existencia de un
calor latente de vaporizacién asociado con la transicién y la coexistencia de
fases se puede observar por métodos experimentales. Ademas, las fluctua-
ciones en el potencial superficial [63] en la regién de ambas fases indica una
coexistencia de fases. El caso tridimensional de la transiciéon vapor-liqui-
do puede tratarse en el caso bidimensional usando la ecuacién de van der
Waals [64] o modelos de mecénica estadistica [65]. A temperaturas muy
bajas, una monocapa en estado gaseoso puede comprimirse indefinidamen-
te a una fase liquido condensado sin una discontinuidad discernible en la
isoterma II — A.

Fases condensadas

Después de la transicion de gas a liquido, se tiene una variedad de estados
condensados. El diagrama de fases de la Figura (derecha) presenta los
tipos de estados conocidos hasta ahora y se describen a continuacién:

1. Liquido-expandido (LE, L;). Es una fase con un arreglo bidimen-
sional isotrépico de anfifilos. Ain existe un debate sobre como for-
mular de la mejor forma una ecuacion de estado para una monocapa
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en este estado. Tales monocapas son fluidas y coherentes (se puede
aplicar estadistica de promedios temporales), la distancia promedio
entre moléculas es mucho mayor que en el volumen de los liquidos. En
el volumen un liquido es tipicamente 10 % menos denso que su esta-
do sélido correspondiente, mientras que una monocapa en estado LE
puede existir con areas moléculares al doble que las de una monocapa
en estado solido. Se han hecho varias modificaciones de la ecuacién
bidimensional de van der Waals y se ha observado que ajustan bien
con datos experimentales [68].

2. Liquido-condensado (LC, Lg). Esta es la fase de liquido conden-
sado primaria, considerada al inicio de su caracterizacion como una
pelicula semisélida, teniendo hidratadas las cabezas polares de sus
moléculas [61], [69]. Sin embargo, estudios posteriores identificaron es-
ta fase como una fase “esméctica I”, que tiene un ordenamiento de
corto alcance traslacional y el drea transversal por molécula les per-
mite una rotacion libre. Las moléculas estan inclinadas con respecto a
la posicién normal a la intercara, y el d&ngulo de inclinacién varia con
la presion. Las monocapas en LC' generalmente exhiben un régimen
casi lineal en las isotermas 1T — A.

80 T T T T T 50 .’

70 N — 310.15K| 4 H
L —— 303.15K | i
ok \ | 298.15K /| - i

¥

w2 % w  m
Temperature (°C)

Area (Aglmolecule)

Figura 2.7: Izquierda. Isotermas a diferentes temperaturas (Imagen toma-
da de [66]). Derecha. Diagramas de fase de monocapas de acido behénico
(Imagen tomada de [67]).
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. Liquido condensado (LC’, L}). En esta regién las moléculas difie-

ren de la fase anterior en la direccién de inclinacién de las moléculas.
En la fase LC, las moléculas estan inclinadas hacia el vecino maés cer-
cano mientras que a bajas presiones de la fase LC” estén inclinadas
hacia el segundo vecino més cercano (fase “esméctica’F). Mientras
se comprime mas y se baja la temperatura la fase LC’ es caracte-
rizada por un comportamiento “esmético H”, o una estructura tipo
espiga inclinada con dos moléculas en la celda unitaria (a diferentes
orientaciones).

. Sélido-liquido (LS). En esta fase las moléculas estan orientadas en

direccion normal a la superficie en una celda unitaria hexagonal. Esta
identificada como una fase hexatica “esméctica BH”. Las cadenas
pueden rotar y tener simetria axial debido a su falta de inclinacién.
Se ha desarrollado un modelo de densidad funcional para la transiciéon
de inclinacién entre las fases LC' y LS [70], cuyos calculos muestran
que las interacciones anfifilo-superficie juegan un papel importante en
la determinacion de la inclinacién; sus conclusiones concuerdan con
la falta de inclinacion encontrada en anfifilos fluorinados.

. Sélido (5). Las cadenas en el estado S también estan orientadas

normales a la superficie, aunque su celda unitaria es cuadrada posi-
blemente debido a su restriccién a rotar. Esta estructura es carac-
terizada por una fase “esméctica E”, o fase espiga. Esta fase puede
ser tratada con la teoria de densidad funcional de redes que describe
rotaciones de segundo orden en la transicién de fases [71].

. Cristal sélido (CS). El cristal bidimensional con cadenas orientadas

verticalmente y una estructura traslacional ordenada de largo alcance
ocurre a bajas temperaturas y muy altas presiones.

Colapso

Cuando la presion superficial de la monocapa llega a un valor suficiente-
mente alto (dependiendo de las moléculas que la componen) la monocapa
colapsa en estructuras tridimensionales. Aiin cuando no es completamente
conocido el mecanismo de colapso de las monocapas se conoce que pueden
ocurrir una formacién de fases onduladas (ripples), también pueden crearse
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mecanismos de nucleacién seguidos de un continuo crecimiento de estruc-
turas en el bulto [72], etc.

La fractura de las monocapas es el tnico tipo de colapso que se puede
medir mediante los cambios en las isotermas II — A, usualmente como un
pico o una meseta de presién maxima, este valor es el que se reporta como
“presién de colapso”. Desafortunadamente, estas presiones de fractura son
altamente dependientes de las velocidades de compresién y a menudo no
son muy reproducibles.

2.2.3. Teoria de medio efectivo

La aproximaciéon de medio efectivo se encarga del modelado tedrico que
describe las propiedades macroscopicas de un material compuesto de dos
o més componentes (fases). En general son desarrolladas tomando prome-
dios de cantidades de las cuales estd formada cada una de las fases que
componen el material [73]. En este sentido, la teorfa de medio efectivo es
una descripcién de un material compuesto (medio) basado en fracciones
relativas de sus componentes.

Existen muchas teorias de medio efectivo, sin embargo, muchas de ellas
fallan al predecir las propiedades del medio compuesto cerca de la perco-
lacién, la cual ocurre cuando el medio inicialmente disperso comienza a
unirse conviertiéndose en la fase continua, esto es debido a la ausencia de
correlaciones de largo alcance no contempladas en la teoria.

Las propiedades usualmente calculadas son la conductividad eléctrica
[74], la constante dieléctrica [75] y las propiedades eldsticas [76], las ltimas
caracterizadas por tensores de alto orden.

En el caso del médulo de compresibilidad de monocapas de Langmuir
mixtas también se ha empleado en su versién més simple [77]. En esta
version solo se toma en cuenta la fase LE y la fase LC y se suman sus
contribuciones individuales, usando la ecuacion y teniendo en cuenta
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que el area total de la monocapa es A = A. + Ag:

11 (0A+A)\ 1 (A A
E__A< oIl )T_A<EE+EC> (212)

donde A, y A. son el area de la regiéon LE y LC respectivamente (Apéndi-
ce C). E. y E. son los médulos de compresibilidad en los limites de la
transicion LE-LC. Este resultado se obtiene suponiendo que la variacién
de la composicién de fases con respecto a la presion es despreciable. Sin
embargo, en general esto no ocurre [77]. En principio este modelo tampoco
contempla la percolacién de la fase LC .

Un método usado para contemplar la percolacién es normalizar el médu-
lo de compresibilidad de la siguiente forma

E—-F,

Ernorm = m (213)

Este médulo es graficado con respecto al porcentaje de area condensada
menos el porcentaje de drea al cual hay percolacién. En general, las curvas
siguen un comportamiento parecido yendo desde 0 hasta 1 con un creci-
miento abrupto en una region cercana a la percolacién.

2.3. Termodinamica bidimensional

Considere dos fases y la intercara entre ellas. Escogemos el sistema como
una porcion de las dos fases My y My, y la porcién de la intercara I ence-
rrada por la superficie cilindrica (Figura . Supongamos que la intercara
es desplazada ligeramente a una nueva posicién I’. El cambio en energia
interna es:

Para M; dUy =TdS1 — p1dVy;
Para M, dUy = T'dSs — padVs;
Para la superficie dU =T4dS + IIdA

La 1ltima ecuacién es escrita tomando en cuenta que dW = —IIdA. El
cambio total de la energia interna es:
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AUtor = dU1 + dUs + dU = Td(Sl + Sy + S) — p1dVh — padVs + I1dA
=TdS — p1dVy — podVs + I1dA.

Ya que el volumen total es Vi,; = Vi 4 Vo, entonces dV; = dVigy — dVa, y

AUy = TdS — p1dV + (p1 — p2)dVa + 11dA (2.14)

Si la entropia y el volumen son constantes dS = 0y dV = 0. Entonces en
equilibrio, la energia tiene un minimo, dU = 0. Esto reduce la ecuacién a

(p1 — p2)dVz + I1dA = 0. (2.15)

Si, como se muestra en la Figura2.8] la intercara es plana y la superficie
no tiene cambios de area, tenemos que dA = 0. Ya que dV5 # 0, la ecuacién
2.15| requiere que p; = po. Consecuentemente, la presién es la misma en
las dos fases que estdn separadas por una superficie divisoria plana. Asi, a
menos que haya una fuerza externa que perturbe la intercara, esta no se
verd afectada mas que por los procesos que ocurran en ella.

2.3.1. Mezcla en monocapas

El estudio de monocapas con un solo tipo de moléculas son interesantes
primero, desde el punto de vista tedrico porque conforman un excelente
modelo para estudiar el ordenamiento molecular en dos dimensiones. La
superficie donde se colocan es una superficie con una suavidad ideal, atn
tomando en cuenta las ondas capilares debidas principalmente a las fluctua-
cions térmicas. La temperatura y la presion superficial pueden ser directa e
indirectamente controladas; la segunda al ajustar el area superficial al cual
estan restringidas las moléculas. Estas variables no pueden ser controladas
en otro sistema bidimensional. Mds atn, las interacciones entre moléculas
y entre la subfase y las moléculas pueden ser muy diferentes al cambiar la
cabeza o la cola de las moléculas, otra forma de manipular las interacciones
es cambiando el pH de la subfase. Podemos categorizar los sistemas donde
se tiene mas de un componente en 3 tipos, dependiendo de la solubilidad
de los componentes de la monocapa:
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1. Ambos componentes forman monocapas insolubles.

2. Un componente forma una monocapa insoluble mientras que el otro
es soluble, fenémeno conocido como penetracién.

3. Ambos componentes son solubles.

La tercera clase de mezclas no seran tratadas en esta tesis.

Mezcla de componentes insolubles

Las fases condensadas de este tipo de mezclas pueden exhibir comporta-
mientos ideales, comportamientos no ideales, o comportamientos de com-

pleta inmiscibilidad (Figura [2.9).

Al tratar estas monocapas, la presencia de solventes se puede ignorar
y la fase superficial es considerada como una mezcla de los componentes

—_—
"""""""""""""" o Interfase I |
T Dl

Figura 2.8: Intercara plana que separa los medios M; y Ms.



2.3. TERMODINAMICA BIDIMENSIONAL 39

lipidicos. La interpretacién de la existencia de interacciones es basada en re-
laciones aditivas (Ecuacién . En general una monocapa con diferentes
especies muestra comportamientos no ideales, causados por interacciones
moleculares significativas, cuando estas propiedades no dependen lineal-
mente de la composicién de la monocapa aparecen maximos o minimos
que indican estas desviaciones del caso ideal [78]. La relacién lineal que
siguen esté dada por:

Aideal = X141 + X242 (2.16)

donde Ay y As son las areas moleculares a una presion 11 dada para los com-
ponentes puros (obtenidas experimentalmente) y, x1, x2 son las fracciones

0 4846584844484444
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0 bbAELEL544484444

Figura 2.9: Posibles distribuciones de las moléculas en la monocapa de
una mezcla. a) Una mezcla homogénea, con componentes completamen-
te miscibles. b) Monocapa no homogénea, con cierta inmiscibilidad de los
componentes. ¢) Completa inmiscibilidad de los componentes de la mono-
capa.
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molares de cada componente para cada mezcla. También es conveniente
definir una area de exceso dada por

Aez =A- Aideal (217)

donde A es el drea molecular de la respectiva mezcla. Si resulta que A tiene
los mismos valores que A;geq obtenemos una Ag, = 0 lo cual denotard un
comportamiento completamente ideal. El mismo resultado se puede obte-
ner si la mezcla es completamente inmiscible.

Los comportamientos no ideales presentan desviaciones en la ecuacién
representando mayores dreas promedio por molécula (A.; > 0) o me-
nores areas promedio (A¢, < 0), y tiene relaciones fisicas expresadas de la
siguiente manera:

1. Aer < 0 (Figura izquierda). El drea por molécula es menor que
el area ideal, esto significa que las moléculas tienen un mayor em-
paquetamiento, sugiriendo una cierta atraccién entre las moléculas y

Figura 2.10: Area molecular promedio de (izquierda) DMPC y (derecha)
DOPC reportada como funciéon de la concentracion molar en la mezcla
con pyrene, las lineas rectas representan los valores que debe seguir el
comportamiento ideal o mezcla completamente inmiscible. Los sistemas
fueron investigados a 21°C' y a diferentes presiones superficiales (Imagen
tomada de [79]).
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una mayor miscibilidad entre especies conllevando a la formacién de
complejos.

2. A.; > 0 (Figura derecha). En el otro caso, el drea por molécula
es mayor que el area ideal, sugiriendo que las moléculas tienen una
menor atraccién o repulsién entre ellas, creando un mayor espaciado
entre las diferentes especies y favoreciendo la formacién de agregados
de especies puras.

Otra forma de evaluar la interaccién entre las moléculas que componen
y la estabilidad termodindmica de la monocapa es calcular su exceso de
energia libre de Gibbs (AG,,). Para esto, consideremos un pequeno cambio
reversible dE en la energia del sistema

dE =TdS +  pidn; + TIdA. (2.18)

7

Y considerando la energia libre de Gibbs del sistema tenemos

G=FE—-TS—TIA, (2.19)

diferenciando y usando la ecuacién [2.18] encontramos

dG = dE — TdS — SdT — IIdA — AdIl
=TdS + Y pdn; + TIdA — TdS — SdT —TIdA — AdII

= pidn; — SdT — AdIL.

Al considerar los experimentos a temperatura y nimero de moles constante,
obtenemos

dG = —AdIL. (2.20)

Al considerar el proceso de mezclado tenemos que las monocapas tienen
permitido esparcirse a una presion baja Il y su cambio de energia libre es
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II 11
AGi12 = —x1 /AldH — XQ/AQdH. (2.21)

o o

Por otro lado, a la presién Iy (suficientemente baja) la monocapa se com-
porta de manera ideal, asi, en ese proceso inicial de mezclado tenemos

AGigea = RT (x1lnx1 + xalnxe). (2.22)

Una vez mezcladas las moléculas a baja presion, se lleva a cabo la compre-
sién hasta II, en este proceso tenemos:

11
AGlz = /AlgdH (223)
Iy

Para todo el proceso de mezclado desde una presién incial IIy hasta una
presion dada I tenemos que

AG iz = AG12 + AG12 + AGigeal
m

= /(A12 — x141 — x242)dIl + RT (x1lnx1 + xa2lnx2),
I

asi, podemos definir la energia de exceso como:

I

AG., = / (A1 — 141 — x2A2)dIL. (2.24)
I

Usualmente las compresiones comienzan a Il = 0. Para obtener los ex-
cesos de energia libre de Gibbs se puede integrar por diferentes métodos
numéricos.

Nuevamente, tenemos dos casos para cuando AG,, # 0:
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1. AG.; < 0 (Figura izquierda). Implica interacciones atractivas
entre las moléculas que componen la mezcla, indicando una interac-
cién termodindmicamente favorable.

2. AG.y > 0 (Figura derecha a concentraciones molares altas).
Implica interacciones repulsivas entre las moléculas que componen la
mezcla. Estos valores pueden ser interpretados como una tendencia de
las moléculas a interactuar con otras moléculas de la misma especie,
conllevando a la observacién de separacién de fases [80)].

Un minimo en el exceso de energia libre de Gibbs es un indicativo de
la formacién de complejos entre moléculas de diferentes especies [81], sugi-
riendo que la influencia de las interacciones moleculares sobre la estabilidad
de la monocapa es mas significativa en ese valor de concentracién molar
[82]. Otro efecto que se puede observar en la Figura es que a mayores
presiones, la desviacién de AGe, se ve incrementada (en valor absoluto)
con respecto al comportamiento ideal, lo cual implica una mayor interac-
cién molecular cuando la monocapa de la mezcla se encuentra en un estado

Figura 2.11: Exceso de energia libre de Gibbs reportada como funcién de
la concentracién molar en la mezcla de (izquierda) DMPC y (derecha)
DOPC con pyrene, las lineas rectas representan los valores que debe seguir
el comportamiento ideal o mezcla completamente inmiscible. Los sistemas
fueron investigados a 21°C' y a diferentes presiones superficiales (Imagen
tomada de [79]).
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més condensado [82].

Mezcla de componentes insolubles y solubles (penetracién)

Para las monocapas constituidas por particulas superficialmente activas
pero solubles en agua, es necesario esperar diferentes tiempos de difusién,
para que penetren en la monocapa, adhiriéndose a la superficie y formando
una monocapa mixta que contiene componentes insolubles y componentes
solubles en agua (Figura [2.12)).

Una de las dificultades del estudio fisico-quimico de la penetracion, es
que la cantidad de componente soluble presente en la monocapa no es una
cantidad tan accesible.

La forma mas conveniente de medir la cantidad de material adsorbido

Figura 2.12: Esquema de una monocapa de lipidos en la intercara aire-agua
y nanoparticulas de oro recubiertas con albumina en la subfase y algunas
adsorbidas en la intercara.
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en la intercara es a partir de la medicién de los cambios en el drea superficial
mientras se mantiene una presién constante, de esta forma los cambios en
el area estaran directamente asociados a tres situaciones:

1. Aumento de area superficial. Las particulas son adsorbidas en
la intercara creando un aumento en el area superficial al mantener
la presién constante. En este caso se puede calcular el nimero de
particulas que han sido adsorbidas.

2. Disminucion de area superficial. Las particulas solubles secues-
tran a las moléculas insolubles por efectos hidrofébicos, electrostati-
cos, etc. a este efecto se le conoce como desorcién.

3. Se mantiene el area superficial. En este caso las particulas no
son adsorbidas en la intercara o bien hay un intercambio entre la
adsorcion de unas y la desorcién de otras manteniendo el drea cons-
tante. En este escenario no se puede saber que esta ocurriendo sélo
con la presién superficial, por lo que otros métodos experimentales
complementarios deben ser empleados [83].

2.4. Interacciones moleculares

Los componentes de una monocapa estan relacionados directamente con su
comportamiento mecanico. En monocapas tanto de una sola especie como
mixtas, la longitud de su cola, la cantidad de enlaces dobles, el tamano de
su cabeza o estructura quimica tendran un efecto tanto en las isotermas
II — A, como en la compresibilidad y en las propiedades mecénicas.

2.4.1. Dependencia de la cola hidrofébica

La temperatura de la transicién de fase depende de la longitud de la cola
hidrocarbonada, las moléculas con colas mas largas experimentan tran-
siciones a temperaturas més altas (temperaturas de fusién T,,, Cuadro
. Haciendo coincidir las lineas de transicion de fase de acidos grasos se
puede observar un corrimiento sistemético en el eje de la temperatura de
5-10°C por cada grupo metileno adicional. Asi, las monocapas formadas
por moléculas que difieren solo en el tamafnio de la cola hidrocarbonada
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Lipido T, (°C) | Lipido T, (°C) | Lipido T, (°C)
DLPC 14 DLPE 29 DLPG -3
DMPC 24 DMPE 50 DMPG 23
DPPC 41 DPPE 63 DPPG 41
DSPC 55 DSPE 74 DSPG 55

Cuadro 2.2: Temperaturas de fusién de diferentes fosfolipidos (datos obte-
nidos individualmente de Avanti Polar Lipids).

experimentan la misma secuencia de transiciones de fase, pero a diferentes
temperaturas.

Estudios cuantitativos sobre las transiciones de fase en monocapas que
difieren solo en su cola hidrocarbonada han sido realizados [84] relacio-
nando las monocapas en “estados equivalentes”, es decir, los estados que
poseen los mismos grupos polares, son mantenidos a la misma temperatu-
ra y con la misma subfase, y tienen la misma inclinacién de sus cadenas
hidrocarbonadas y empaquetamiento.

2.4.2. Dependencia de la insaturacién en la cola hidrofébica

La insaturacion de las colas hidrofébicas también influyen directamente y
con gran impacto en la temperatura de fusién (7},,) de los fosfolipidos. Para
ejemplificar esto tomemos el lipido méas estudiado, DPPC, cuya tempera-
tura de fusion es 41°C. Si cada una de sus colas estuviesen monoinsatura-
das, conviertiéndolas en acido palmitoleico, esta temperatura caeria hasta
—20°C, un cambio drastico de 61°C. Es dificil hacer una tabla que contenga
todos los cambios en las insaturaciones, ya que estas se pueden encontrar
en casi cualquier enlace C-C dentro de la cola hidrocarbonada.

Este grado de insaturacién y su decaimiento en la temperatura de fu-
sién esta directamente relacionado con la geometria que pueden tomar estos
lipidos. Una cola saturada sin enlaces dobles tendra una forma maés recta
en comparacién a una insaturada, la cual tiene la capacidad de doblar-
se o torcerse. Esto provocard un arreglo mas ordenado en una monocapa
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formada solo de lipidos saturados, esto maximizard las interacciones entre
las colas disminuyendo la fluidez de la monocapa. En cambio, en monoca-
pas formadas por lipidos insaturados existird una mayor distancia entre las
colas, lo que favorecerd la fluidez de la membrana. En conclusién agregar
lipidos insaturados a una monocapa de lipidos saturados incrementara su
fluidez.

2.4.3. Dependencia del grupo polar

El tamano del grupo polar tiene una relacién directa con la compresion de
las moléculas, un lipido con una cabeza polar de mayor tamano tendrd un
area por molécula més grande en las isotermas II—A. Ademads, mientras mas
pequena sea la cabeza polar, la cola hidrocarbonada tendra maés restriccion
en su inclinaciéon debido a las interacciones hidrofébicas desfavorables. Las
interacciones entre los grupos polares también pueden variar dependiendo
del pH de la subfase [85] [86]. Asi, debido a este hecho se debe tener cuidado
al usar s6lo agua ultrapura, ya que no mantiene su pH fijo, en el caso de
lipidos zwitteriénicos esto puede no tomarse en cuenta ya que tienen un
intervalo relativamente grande de pH sobre los cuales sus propiedades no
varian.

2.5. Monocapas como modelos biolégicos

El estudio de monocapas en la intercara aire-agua ha sido de gran ayuda pa-
ra comprender fenémenos fisicoquimicos que involucran sistemas bidimen-
sionales, pero también ayudan a dilucidar las interacciones entre moléculas
y elementos biolégicos que cuentan con membranas compuestas de un con-
junto similar de moléculas. Sin embargo, los elementos bioldgicos estan
compuestos de membranas con estructuras lamelares en especial en forma
de bicapa. Aun cuando fisicamente una bicapa y una monocapa no son la
misma estructura existen condiciones en las cuales el comportamiento es
similar. A continuacién, trataremos los casos separados de la bicapa y la
monocapa considerando la contribuciéon de sus energias libres, junto con
las condiciones para que exista un equilibrio mecénico. La bicapa es un
estado libre de tensién en ausencia de un esfuerzo externo [87]. Una mo-
nocapa, por otro lado, sélo se puede mantener en equilibrio mecanico si se
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le aplica una presién superficial externa, en general por medio de paredes
que mantengan las moléculas en un area definida. Termodindmicamente,
la presion superficial ejercida por la monocapa es una propiedad solamente
de la monocapa y no de la intercara [88]. Asi, el control de la presién su-
perficial juega un papel importante en la correspondencia entre monocapas
y bicapas de fosfolipidos.

2.5.1. Bicapas

La energia libre Fj, de la bicapa (Figura[2.13)) puede ser expresada en térmi-
nos de la contribucién de las moléculas que la componen [89]:

Fy = npop(ay) = np [Gphov(as) + dnia(ay) + dine(ay) + dm-—m(ap)], (2.25)

donde ap es el area por molécula y n es el nimero de moléculas en la
bicapa, el area total de la bicapa es entonces A, = nyap. Los valores de la
energia libre en la ecuacién [2.25] se obtienen de exposicién hidrofébica de
las colas hidrocarbonadas con el agua en la superficie de la bicapa (¢phob),
la interaccion de hidratacién de los grupos polares (¢pyq), la interaccién

Figura 2.13: Representacion esquematica del balance de fuerzas y energias
en una bicapa de lipidos.
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intermolecular entre las moléculas de lipidos junto con las contribuciones
intramoleculares (¢;n), y la energia libre de interaccién con las colas hidro-
carbonadas de una monocapa con la otra monocapa (¢,—m,) del ensamble
de la bicapa.

Las condiciones para el minimo de energia libre determina el area de
equilibrio por molécula, ag, en una bicapa libre de tensién y estd dada por

OF,
<a:) = 15 [$pnon (a5) + Frya(a)) + Fa(ap) + G (ap)] = 0, (2.26)

donde la prima indica derivada con respecto al area por lipido. De las di-
ferentes contribuciones en la ecuacién [2.26] es probable que la interaccién
entre los dos componentes de la bicapa, representado por ¢/, ., son rela-
tivamente pequenios debido a que las contribuciones en su mayoria son de
van der Waals entre el grupo terminal metilo de las cadenas hidrocarbo-
nadas. Asi, la estabilidad de la bicapa es determinada escencialmente por
el balance entre la interacciéon hidrofébica, que tiende a decrecer el drea
interfacial lipido-agua, y las interacciones inter e intramoleculares (inclu-
yendo la hidratacién del grupo polar), que dan lugar a una repulsién neta
que tiende a incrementar el area superficial de la bicapa.

Ya que en buena aproximacién, la energia libre hidrofobica esta rela-
cionada linealmente con el area de contacto interfacial de la cadena hi-
drocarbonada con el agua [90], y puede ser expresada como una densidad
de energia libre superficial: y,p0p = gb;hob, siendo positiva. Los términos
restantes, por otro lado, pueden ser expresados como contribuciones a la
presién lateral: m;(ay) = —¢}(ap), cuyo resultado nuevamente es positivo.

Asf, la ecuacidn [2.26] puede reescribirse como:

Yphob = Wint(ag) + ﬂ—hyd(a’g) - (b;nfm(ao)' (227)

Esta es la ecuacion para el equilibrio mecanico de una bicapa libre de
tensién.
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2.5.2. Monocapas

La energfa libre, F,,,, de una monocapa (Figura [2.14)) en la intercara aire-
agua o en la intercara aceite-agua puede ser expresada en forma similar a
la ecuacion para una bicapa:

Fy, = nm¢m(am) =Nm [Qbhyd(am) + Qbint(am) + ¢m*’u(am)] ) (228)

donde a,, es el drea por molécula en la monocapa y n,, es el nimero de
lipidos en la monocapa, que tiene un area total de A,,, = n,mayn,. El término
final, ¢.,,—q, en este caso representa la energia libre de interaccion de las
cadenas hidrofébicas con la fase superior, ya sea aceite o agua. El término
hidrofébico es omitido debido a que, a diferencia de las bicapas, las cadenas
hidrofébicas pueden escapar hacia la fase aire o aceite y por lo tanto evitar
contactos energéticamente desfavorables con la fase acuosa. En areas por
molécula comparables a aquellas en bicapas, el empaquetamiento tiene una
forma similar y por lo tanto las interacciones de van der Waals para ¢y,
son muy parecidas a las interacciones en bicapas. Asi, para monocapas en
ambos tipos de intercaras, los primeros dos términos de la ecuacién [2.28son

o Ty T e e T He
BSALAASIALSASAAASLARIAIAAN

Figura 2.14: Presién superficial en una monocapa en la intercara aire-agua.
Las fuerzas repulsivas entre moléculas de la monocapa dan lugar al creci-
miento en la presion lateral lo cual reduce la tensién interfacial. En equi-
librio mecéanico, la presiéon superficial de la monocapa debe balancearse
con la presiéon externa aplicada con las barreras lo cual previene que la
monocapa se siga esparciendo.
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similares a aquellas en bicapas, a densidades de empaquetamiento similares.

A diferencia de la bicapa, la monocapa estara en equilibrio solo cuando
estan bajo la accion de una presién superficial externa, de otra forma esta
se expandird indefinidamente. Derivando la ecuacién 2.28] y tomando en
cuenta que — (0F;,/0An),, , es dada por:

o (am) = Tint(am) + Thya(am) + Gy (@m). (2.29)

Esta ecuacién representa la condicién para el equilibrio mecanico de la mo-
nocapa en un experimento, donde la presion superficial aplicada es numéri-
camente igual a IT,,(a,,). Claramente, la presién aplicada Il.,; tiene signo
contrario a la presién de la monocapa y es negativa de acuerdo a la con-
vencion de signos adoptada para los componentes de las presiones laterales
m;i(a), que en términos de la bicapa corresponde a una tensién extensiva.
Nuevamente el término ¢/, _,, debe ser aproximadamente cero para una in-
tercara aire-agua ya que corresponde a las interacciones de van der Waals
de las cadenas hidrocarbonadas con el aire. Para la intercara aceite-agua,
el término ¢/,_,, aunque es del orden de ¢/,_,, de la ecuacién puede
ser mayor que el de una intercara aire-agua.

2.5.3. Correspondencia bicapa-monocapa

Comparando las ecuaciones y obtenemos informacién sobre las
condiciones en las que la monocapa esta o no en un estado correspondiente
al de la bicapa lipidica. El primer requerimiento para la correspondencia es
que las dreas por moléculas deben ser las mismas. Ya que los componentes
Tint Y Thya son similares cuando el drea por molécula es la misma, con esto,

igualando las ecuaciones y obtenemos:

Wi (ay) = Yphob + [Gp—m(ah) — $ru_u(ap)] - (2.30)

Si tomamos en cuenta que los términos relacionados a las interacciones en-
tre monocapa-monocapa en la bicapa y la interaccién entre monocapa y la
fase superior son muy pequenos entonces I, = Y,40b, €s probable que los
lipidos en monocapas y bicapas estén en un estado similar, ya que ambos
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estan sujetos a la misma tensién de compresién, que para bicapas tiene un
valor numéricamente comparable a la densidad de energia libre superficial,

Yphob O interaccién debida al efecto hidrofébico. Atin cuando en monocapas

em(@d) — @1, (ad) # 0, se tiene que ¢, (ad) < Yphov, Por lo que la

correspondencia es valida para intercara aire-agua y aceite-agua.

Esto quiere decir que la monocapa y la bicapa tienen una correspon-
dencia mecéanica cuando la presién superficial de la monocapa es numéri-
camente igual a la densidad de energia libre hidrofébica [91]. Tipicamente
existe correspondencia cuando las monocapa se encuentra en una fase sufi-
cientemente condensada, lo cual ocurre a presiones relativamente altas, en
general arriba de 25 mN/m. Estos valores también suelen coincidir con los
maximos de la compresibilidad calculadas usando la ecuacion [2.6



Capitulo 3

Reologia interfacial

En general, la reologia es el estudio de la deformacién y el flujo de un ma-
terial en respuesta a un esfuerzo aplicado. Los sélidos simples almacenan
energia y tienen respuestas tipo resorte (elasticas), mientras que los liqui-
dos simples disipan energia a través de un flujo viscoso. Para materiales
viscoelasticos complejos (fluidos complejos), las respuestas reoldgicas reve-
lan ambos tipos de respuestas tanto elasticas como viscosas. Hay dos ideas
fundamentales que deben tomarse en cuenta en los estudios reolégicos. La
primera es que las fuerzas intermoleculares controlan la forma en que los
materiales se comportan. La segunda es la importancia de las escalas de
tiempo de nuestras observaciones comparados con los tiempos de reaccién
del material [92]. La relacién entre uno y el otro es que los dos surgen a
partir de la estructura que es consecuencia de las fuerzas y las escalas de
tiempo para cambios debidos al movimiento microestructural resultantes
de los cambios en energias mecédnicas y térmicas.

La reologia interfacial, como su andlogo tridimensional, define la re-
lacién entre esfuerzo, deformacién y tasa de deformacién. Una diferencia
importante entre los comportamientos reoldgicos de intercaras y de volu-
men es que los ultimos pueden ser considerados incompresibles en muchas
aplicaciones practicas. Sin embargo, las monoacapas en la intercara pueden
ser comprimidas o expandidas sobre un amplio rango de areas por molécula
[93].

53
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Los modos posibles de deformaciéon en una monocapa en la intercara
aire-agua pueden clasificarse en dos clases principales (Figura :
1. Deformaciones fuera del plano (transversales).
2. Deformaciones sobre el plano.

a) Cizallamiento.

b) Compresién.

Si una monocapa estd presente en una intercara aire-agua, los modos
longitudinales son restaurados por los gradientes de tensién superficial de-

Figura 3.1: Esquema de los diferentes modos de deformacién (a) dentro y
(b) fuera del plano [94].
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bido al gradiente de concentraciones. Ya que los efectos disipativos existen
dentro de la monocapa, cada uno de estos modos dindmicos contienen com-
ponentes eldsticos y viscosos. Asi, los materiales consisten generalmente en
dos componentes que lo caracterizan, las propiedades elasticas y disipativas
de la monocapa en la superficie.

3.1. Esfuerzo y deformacion

El esfuerzo se define como la fuerza dividida sobre el area a la cual se
aplica. La presién tridimensional es un esfuerzo compresivo de volumen.
Cuando colgamos un peso sobre un alambre, estamos aplicando un esfuer-
70 extensional, asi como cuando deslizamos un pedazo de papel sobre una
superficie engomada para alcanzar la posicion deseada, estamos aplicando
un esfuerzo de cizallamiento.

Cuando se aplica un esfuerzo a un material, ocurre una deformacién.

AT dy
d
Deformacion  } = 4z g
F
Esfuerzo g=—
Xy
z A
Moédulo de Young
v = do
v dz T

1] -

Figura 3.2: Deformacion extensional a volumen constante A = 0., = 0, +

Oyy-
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Deben notarse algunos casos sobre las deformaciones y esfuerzos (Figuras

B3y E:

1. El médulo eldstico (médulo de Young) es constante a pequenos es-
fuerzos y pequenas deformaciones. Esta linealidad da lugar a la ley
de Hooke [95], la cual establece que el esfuerzo es proporcional a la
deformacién.

2. A mayores esfuerzos y deformaciones, se observan efectos no lineales.
En redes poliméricas es normal observar un endurecimiento del mate-
rial (un incremento del médulo cuando se incrementa la deformacién
hasta la fractura). Un reblandecimiento es observado en algunos me-
tales y coloides hasta que el material cede al esfuerzo.

3. Debemos reconocer que el esfuerzo y la deformacién son cantidades
tensoriales y no escalares. Para ilustrar el problema en el caso tri-
dimensional pensemos en lo que pasa si aplicamos una deformacion
a un elemento del material. La deformacion estard compuesta de 3

e/

dy z Médulo de
Deformacion Yy=— cizallamiento
Zz
c— do
y -
Esfuerzo g=— dy
Xy

Figura 3.3: Deformacion de cizallamiento v = 0,, = 0.
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elementos ortogonales que estdn alineados con cada eje, estos pueden
descomponerse nuevamente en 3 elementos formando asi 9 elementos
que pueden ser acomodados en una matriz de 3 x 3 (Figura 3.4).

3.1.1. Tensor de deformacion

La deformaciéon matematica de un cuerpo se puede describir con la posicién
de cada punto definido por su vector radial ¥ = (z1,z2,x3) en algin sis-
tema coordenado. Asi, cuando el cuerpo se deforma, cada punto puede ser
desplazado. Si consideramos el desplazamiento de un punto desde i~ antes
de la deformacién hasta un valor diferente 7 (Figura . Si denotamos el
vector desplazamiento como @ = 7 — 7, entonces cada componente es

u; = T, — T (3.1)

Figura 3.4: Tensor de deformacion.
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El vector # es conocido como el vector desplazamiento. Por lo tanto, si el
vector 4 es dado como funcion de x;, se puede determinar la deformacién
del cuerpo.

Si consideramos dos puntos muy cercanos, el vector radial que los une
antes de la deformacién es dz;, después de la deformacién tenemos dx; =
dx; + du;. Por lo tanto, la distancia entre los puntos estd dada por

dl = \/da? + da} + da}
di* = da?,

y después de la deformacion,

Figura 3.5: Esquema de una deformacion general. Se supone que los puntos
se mueven de 7 hacia 7.
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dll = \/dx + dzf + daf?
di”* = dz? = (dx; + du;)?.

Sustituyendo du; = (Qu;/0xy) dxy, podemos escribir

di"”* = da? + deidu,- + du?
8uZ ou;
—dzpdz
8wk 8 T 81‘1 RES
Y que la sumatoria es sobre 7 y k en el segundo término podemos reescribirlo
como

= dJ?

5’uz
895 k

8uz~ T 8uk

En el tercer término, cambiamos los indices y obtenemos

drpdx; = Ou; —dx;dzy + %dxldwk = dr;dxy.
8xk 81‘1

dl’? = di? + 2ugdxidey,

donde definimos u;;, como el tensor de deformacién

g, = 1 (8% 8uk 811,[ 8ul> . (3.2)

+ +
8$k al'i 8.%' &ck
Con el cual se obtienen los cambios de longitud en los elementos del cuerpo

cuando este se deforma. Una propiedad importante que podemos notar es
que es simétrico, es decir:

Como cualquier tensor simétrico, wu;, puede ser diagonalizado. Esto
quiere decir que podemos escoger ejes coordenados (ejes principales del
tensor) de tal forma que los componentes diagonales w11, ugz y ugs del ten-
sor u; sean diferentes de cero. Estos componentes, los valores principales
del tensor de deformacién serdn denotados como u™, u® y w(). Debe
recordarse que, en general, la diagonalizaciéon del tensor u;; en un punto
del cuerpo no sera diagonal en cualquier otro punto.
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3.1.2. Tensor de esfuerzo

Cuando un cuerpo se encuentra en un estado de equilibrio mecénico y
térmico, es decir, que no estd deformado. Esto quiere decir que si se con-
sidera una porcion del cuerpo, la fuerza resultante en esa region sera cero.
Sin embargo, cuando una deformacién se lleva a cabo, el equilibrio se pier-
de principalmente por el reacomodo de las moléculas. Por lo tanto, surgen
fuerzas que tienden a regresar al cuerpo al estado de equilibrio, estas fuerzas
se conocen como esfuerzos internos. De acuerdo a la teoria de elasticidad,
podemos decir que estos esfuerzos internos son fuerzas de corto alcance,
las cuales actian solo en los puntos vecinos. Asi, las fuerzas ejercidas so-
bre cualquier parte del cuerpo actiian solo en la superficie de esa parte del
cuerpo.

Consideremos la fuerza total en alguna parte del cuerpo. Primero, esta
fuerza es la suma de todas las fuerzas de todos los elementos del volumen
en esa regién del cuerpo, es decir, se puede escribir la integral de volumen

Figura 3.6: Tensor de esfuerzo sobre un volumen.
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Ik ﬁdV, donde F es la fuerza por unidad de volumen y FdV es la fuerza
sobre el elemento de volumen dV'. Segundo, las fuerzas con las cuales varias
partes del elemento considerado actiian una sobre otra no pueden dar algo
diferente de cero (tercera ley de Newton). Asi, la fuerza total es la suma
de las fuerzas ejercidas sobre un elemento dado del cuerpo debido a los ele-
mentos que lo rodean (Figura. Sin embargo, estas fuerzas actiian sobre
la superficie del elemento, y asf la fuerza resultante puede representarse co-
mo la suma de fuerzas que actian sobre todos los elementos superficiales,
es decir, una integral sobre la superficie.

En este caso tenemos la integral de un vector. Asi, F; debe ser la diver-
gencia de un tensor de rango dos, es decir, de la forma:

Doy,
Oz

F; (3.4)

Entonces la fuerza sobre cualquier volumen puede escribirse como la inte-
gral sobre la superficie que encierra el volumen:

6Uik
Fi = = i A s .
/ dv i y{o’ kd Ay (3.5)

donde dAj, son los componentes del vector superficial d/_f, dirigido de forma
normal hacia afuera de la superficie.

El tensor oy es es llamado tensor de esfuerzo. Como o, d Ay, es el i-ési-
mo componente de la fuerza sobre el elemento de superficie dA. Tomando
elementos de area en los planos de zy, yz y zx, encontramos que el com-
ponente o;, del tensor de esfuerzo es el i-ésimo componente de la fuerza
por unidad de area perpendicular al eje xp. Asi, la fuerza por unidad de
area perpendicular al eje x normal al area es 0., y las componentes tan-
genciales son 0, y 0.,. En total el tensor de esfuerzo tiene 9 componentes
debidas a la descomposicién del esfuerzo en cada eje en 3 subcomponentes

(Figura y esté dado por:
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Ozx Oyx Ozx
ik =\ Owy Oy 0z |- (3.6)

Orz Oyz Ozz

En el caso general para una deformacién arbitraria, los componentes
no-diagonales del tensor de esfuerzo no son cero. Esto quiere decir que
no so6lo las fuerzas normales (compresién) sino también las tangenciales
(cizallamiento) actian sobre cada elemento de superficie. En nuestro caso la
ecuaciones se restringen a un sistema bidimensional donde también existen
esfuerzos tanto de compresién como de cizallamiento.

Figura 3.7: a). Comportamiento Hookeano (parte lineal) y comportamiento
neo-Hookeano, donde la tensién crece al aumentar la deformacién (Imagen
tomada de [96]). b) Diagrama esquematicos de la deformacién.
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3.2. Deformacion en solidos elasticos

Robert Hooke y sus experimentos mostraron que cuando se cuelga un peso
de un resorte, este sufre un estiramiento, y que cuando se duplica el pe-
S0, la longitud de estiramiento se ve duplicada. Asi, propuso que la fuerza
es proporcional al cambio en la longitud de estiramiento. Pero si usaba
un espesor o tamano diferente de resorte, encontraba una constante de
proporcionalidad diferente. Por lo que su constante de proporcionalidad
no era universal y dependia de las propiedades del material, asi como de
su geometria. Para encontrar la verdadera constante del material (médulo
eldstico) de los resortes, Hooke desarrollé el concepto de esfuerzo y defor-
macion (conceptos clave en reologia y definidos en las secciones anteriores).

Si en esa época hubiera tenido caucho, las conclusiones habrian sido
diferentes. La Figura muestra resultados para una muestra de caucho
probada en deformaciones de tensiéon y compresién. Podemos ver que a
bajas deformaciones el esfuerzo es lineal con la deformacién, pero a grandes

Figura 3.8: Deformacién de cizallamiento sobre un sélido (Imagen adaptada
de [96]).
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deformaciones el esfuerzo es mayor al predicho por la ley de Hooke. La
relacién que en este caso ajusta la informacion es:

T11 =G <a2 - ) y (37)
«
donde 771 es la fuerza de tensién dividida por el area a sobre la cual se
actia (T = %) y G es el factor de proporcionalidad también conocido
como el médulo de cizallamiento. El radio de extensién « es definido como
la longitud de deformacion dividida por la longitud sin deformacién:

L
L
La Figura muestra resultados de diferentes experimentos sobre el
mismo caucho, en estos el material es cizallado entre dos placas paralelas
manteniéndolas a la misma separacién xs. Podemos observar que el esfuer-
zo de cizallamiento es lineal con la deformacién sobre un amplio rango; sin
embargo, a grandes deformaciones hay un componente adicional, los es-
fuerzos normales 171 y Th9 necesarios para mantener el bloque con espesor
constante zo. En el caucho, esta diferencia de esfuerzos normales dependen
de la deformacion de forma cuadratica:

(67

Ty — Ty = G2,

donde v es definida como la deformacién de cizallamiento sobre la superficie
superior del bloque, es decir:

s
v=—.
Z2
Ademds podemos encontrar que:
o=Gn. (3.8)

donde podemos observar que el esfuerzo de cizallamiento denotado por o
es lineal con la deformacién.
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3.3. Tasa de deformacién y fluidos viscosos

Cuando un sistema fluido es estudiado mediante la aplicacién de un esfuer-
z0, se produce movimiento hasta que el esfuerzo es removido. Considere dos
superficies separadas por un pequeno espacio que contiene un liquido, como
en la Figura Un esfuerzo de cizallamiento constante debe ser mante-
nido en la superficie superior para que se mueva a velocidad constante,
v. Si suponemos que no hay deslizamiento entre la superficie y el liquido,
habra un cambio continuo en la velocidad a través del espacio entre super-
ficies, llegando a cero en la superficie inferior. Ahora a cada momento, el
desplazamiento producido x y la deformacién esta dada por

i
= — 3-9
V= (3.9)

y la velocidad v = dz/dt, podemos escribir la tasa de deformacién como

dy _

v
= —. 3.10
dt z ( )

Los términos tasa de deformacion, gradiente de velocidad y tasa de ciza-
llamiento son usados como sinénimos. Cuando la grafica de esfuerzo de
cizallamiento contra la tasa de deformacion es lineal (Figura derecha),

[42
3 — 3 o
z >
I N
2

Figura 3.9: Gradiente de velocidades cuando un fluido es cizallado.
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el comportamiento del liquido es simple y el liquido es Newtoniano [97] con
la viscosidad, 7, siendo la constante de proporcionalidad, es decir:

o="ny. (3.11)

donde 4 denota la derivada temporal de +.

3.4. Fluidos complejos y viscoelasticidad

Como ya hemos visto en las secciones anteriores, podemos escribir dos re-
laciones fundamentales que identifican las dos formas principales de com-
portamientos. Por ejemplo

o =Gy, (3.12)
o=y, (3.13)

para solidos Hookeanos y fluidos Newtonianos, respectivamente. Estas ecua-
ciones describen el comportamiento general de estos materiales a deforma-
ciones pequenas.

3.4.1. Viscoelasticidad

La principal caracteristica que distingue a los diferentes tipos de materia-
les es como se comportan ante una deformacién, es decir, el esfuerzo que
sus moléculas realizan ante dicha deformacién. Supongamos que tenemos
un conjunto de ligas que pueden tener diferentes respuestas al aplicarles
un esfuerzo constante que las estira (Figura durante un periodo de
tiempo:

1. Caso elastico. Si la liga permanece estirada durante ese lapso de
tiempo y se suelta, el esfuerzo de las moléculas permanecera constante
tal que al momento de soltarla, la liga regresara a su longitud original.

2. Caso viscoso. Nuevamente si se intenta estirar la liga, las moléculas
no realizaran ninguna clase de esfuerzo en mantener la forma original
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al momento de soltarla. Al tratarse de un caso puramente viscoso es
como si intentaramos jalar una liga de agua, donde la forma no sera
conservada.

3. Caso viscoelastico. En el caso en que las moléculas vayan perdiendo
la capacidad de realizar esfuerzo mientras pasa el tiempo, es decir,
que al soltarla la forma sea diferente a 1 original, tendremos un caso

Figura 3.10: Una deformacién constante se aplica a 3 diferentes materiales.
a) Elastico. b) Viscoso. ¢) Viscoeldstico.
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intermedio, tanto eldstico como viscoso. A este tipo de materiales los
denominaremos fluidos complejos.

Dentro de la complejidad de los fluidos complejos, el tiempo de observa-
cién es esencial para atribuirles algtin tipo de comportamiento preferencial.
Por ejemplo, el vidrio a temperatura ambiente cumple todos los requisitos
para ser un soélido con un punto de quiebre muy bajo. Sin embargo, si uno
toma tiempo de observaciéon muy largos (10 millones de anos) el vidrio se
comporta como un fluido [9§].

Viscoelasticidad de compresién

Consideremos un cambio infinitesimal en el area superficial,  A(t) produ-
cido por un esfuerzo uniaxial. La perturbacién del area induce un cambio
en la presion superficial 0II(¢) el cual evoluciona en el tiempo hasta que se
alcanza un nuevo estado de equilibrio. Este cambio en la presién superficial
depende de la escala de tiempo a la cual se lleva a cabo el experimento, y,
a primer orden, puede expresarse como [99]:

oll(t) =TII(t) — Iy = 2—3514 = —E(t)u(t), (3.14)
donde E(t) = —Ao(0II/0A)r es el médulo de compresibilidad dependiente
del tiempo (definido en el capitulo 3) y est4 relacionado con la capacidad de
la monocapa de almacenar energia elastica al comprimirse. Esta ecuacién
puede ser entendida como una respuesta general dependiente del tiempo,
donde el esfuerzo superficial 411 aparece como consecuencia al estimulo apli-
cado por medio de una deformacién de compresién dada por u(t) = dA/Ay.
En este contexto, la funcién de proporcionalidad E(t) estd relacionada con
la funcién del material, que usualmente contiene ambos modos: tanto el
componente de compresién como de cizallamiento: E(t) = K 4+ G [100]. Es-
to es debido a que la compresién uniaxial siempre involucra cizallamiento.
Para sistemas fluidos, usualmente el componente de cizallamiento es muy
pequeno comparado con el de compresion, mientras que es diferente de cero
en monocapas sélidas.
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En el limite de moédulo de elasticidad constante, la ecuacion |3.14] es
equivalente a la ley de Hooke para un sélido puramente eldstico. Si hay
friccién involucrada, debe existir algin retraso en la funcién de respuesta
que puede escribirse en términos del médulo viscoelastico incluyendo un
término asociado a la disipacién:

0

—OTI(t) = E*(t)u(t) = [E’(t) - “(t)at] u(t). (3.15)

El segundo término esta relacionado con las perdidas debido a la viscosi-
dad, que son proporcionales a la tasa de deformacién (ley de Newton). Los
factores de proporcionalidad son el médulo eldstico (E'(t)) y la viscosidad
de compresion (p(t)) que también depende del tiempo.

Para una deformacién oscilatoria de pequefia amplitud (54 = e™?)
frecuencia w, el médulo es una cantidad compleja dada por:

con

E'(w) = E'(w) + iwp(w),

donde definimos el mddulo eldstico o de almacenamiento como E’ y el
moédulo viscoso o de perdidas como E”, asi

E*(w) = E'(w) +iE"(w). (3.16)

En equilibrio, o cuando la monocapa es perturbada a lo largo de un
proceso cuasi-estatico (w — 0 para deformaciones oscilatorias), no hay res-
puestas viscosas presentes y el esfuerzo es puramente elastico. En este caso,
el moédulo de elasticidad es el mismo que el médulo de compresién obte-
nido de las pendientes de las isotermas II — A (Ep). Y la viscosidad de
compresion alcanza su limite Newtoniano en el que es independiente de la
frecuencia.

La respuestas viscoelastica lineal de las monocapas adsorbidas obedece
las relaciones de Kramers-Kronig, de las cuales se puede concluir que la
respuesta eldstica incrementa mondétonamente con la frecuencia de defor-
macién, mientras que la viscosidad decrece con la frecuencia (Figura
[102].
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Viscoelasticidad de cizallamiento

Los conceptos de reologia tridimensional pueden ser aplicados a la reologia
en dos dimensiones, aunque hay varias limitantes.

1. Para un analisis correcto el tensor de esfuerzo en la intercara debe
ser simétrico.

2. Debido a las fuerzas de arrastre las propiedades de cizallamiento in-
terfacial dependen de la geometria del aparato y el efecto de acopla-
miento de la subfase debe considerarse en el analisis de la informacién.

3. Cada elemento de la intercara debe deformarse a area constante, y
cualquier flujo radial en la intercara debe evitarse [103} [104].

Para deformaciones en el plano x—y podemos definir la elasticidad inter-
facial de cizallamiento G como el factor de proporcionalidad entre la defor-

Figura 3.11: Dependencia de la frecuencia tipica, médulos eldstico y viscoso
(Imagen tomada de [I0T]).
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macion aplicada (ugy) y el esfuerzo ejercido por la monocapa (o). Las mo-
nocapas “sélidas”muestran comportamientos elasticos (Hookeano) carac-
terizados por 0,y = G7ay. Para monocapas totalmente “fluidas”, un com-
portamiento viscoso (Newtoniano) se observa con oy = ndyey/dt = 72y,
donde 7,y es la tasa de deformacién y 7 es la viscosidad interfacial de ci-
zallamiento.

La mayoria de monocapas interfaciales muestran comportamientos tan-
to elasticos como viscosos, y la respuesta a tal viscoelasticidad, de acuerdo
a la reologia de bulto, es un médulo complejo de cizallamiento G* con una
parte real y otra imaginaria dadas por:

G*(w) = G'(w) +iG" (w) = G’ +iwn (3.17)

donde G’ es el componente de almacenamiento y G” es el componente de
perdidas en cizallamiento. Para un movimiento oscilatorio a pequena am-
plitud de frecuencia w (7 = 7€) el médulo de perdidas est4 relacionado
con la friccién debida a la viscosidad como G” = wn, donde nuevamente 7
es la viscosidad interfacial de cizallamiento.

3.4.2. Respuestas reoldgicas

Los materiales fluidos, por definicién, son aquellos que fluyen cuando se les
aplica un esfuerzo de cizallamiento. La forma en que responden a dichos
esfuerzos es la base de la reologia. Existen muchos tipos de fluidos: sustan-
cias puras, mezclas, dispersiones y soluciones, que caen en categorias de
fluidos simples o complejos. Cada uno tiene su comportamiento particular.
En general, cuando un material tiene una fase uniforme, tal material es una
substancia pura y se le conoce como un fluido simple. Los materiales que
contienen més de una fase, como las mezclas entre otras, son considerados
fluidos complejos ya que su comportamiento reoldgico es generalmente do-
minado por las interacciones de sus constituyentes.

Ya hablamos de los comportamientos bésicos (eldsticos y viscosos) cu-
ya particularidad es que siguen un comportamiento lineal entre el esfuerzo
aplicado y su forma de fluir o deformarse. En los comportamientos lineales
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existen otros tipos de materiales, y dentro de los comportamientos vis-
coelasticos la variedad aumenta.

Flujo de Bingham (plastico)

FEugene Bingham, un quimico de coloides, primero en acunar el término
reologfa. También mostré que muchos fluidos reales tienen un nivel critico
de esfuerzo al cual deben ser sometidos para poder comenzar el flujo. De-
bajo de este esfuerzo critico (o), el material se comporta como un sélido,
absorbiendo energia sin fluir. Una vez que se llega al umbral de esfuerzo
critico, el material cede y comienza a fluir (limite de fluencia). Este esfuer-
zo de corte es el responsable, por ejemplo, de porque necesitamos agitar el
bote de la catsup para lograr un buen flujo. Los materiales que muestran
este comportamiento llevan el nombre de fluidos de Bingham [105].

Los materiales bidimensionales como las monocapas de lipidos también
tienen este tipo de comportamientos y pueden ser investigados siguiendo
las curvas de esfuerzo contra deformacion.

Un modelo simple para materiales plasticos es el modelo de Hooke para

Power law
(pseudoplastic)

" Plastic

e |
:

Shear stress T
o

Newtonian
G ¥ << U . e n
n i
Strainy Strain rate §
(a) (b)

Figura 3.12: Comportamiento de Bingham. a) Esfuerzo de cizallamiento
contra deformacién. b) Esfuerzo de cizallamiento contra tasa de deforma-
cién comparado con la ley de potencias para modelos Newtonianos (Imagen
tomada de [96]).
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esfuerzos debajo del esfuerzo de corte y comportamiento Newtoniano arriba
del esfuerzo de corte (Figura [3.12). Para deformaciones unidimensionales
tenemos

o=Gy para o <oy, (3.18)
o=nYy+o0, para o > 0y. (3.19)

Este modelo también puede ser escrito tal que no permite movimiento
debajo del esfuerzo de corte

v =0 para o < gy, (3.20)
o =1ny+ oy para g > oy, (3.21)

este ultimo fue el modelo usado originalmente por Bingham.

101 103

103 10°

Shear rate ¥ (s—1)

Figura 3.13: Viscosidad de cizallamiento contra la tasa de deformacion
(Imagen tomada de [96]).
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Flujo pseudopléstico (shear thinning)

Algunos materiales no tienen un esfuerzo de corte, pero tienen comporta-
mientos no lineales. Estos son considerados como pseudoplésticos [106] y
fluyen instantdneamente al aplicdrseles un esfuerzo pero muestran una dis-
minucién en su viscosidad y por lo tanto en su forma de fluir al aumentar
la tasa de deformacién (Figura , en la Figura se muestra la di-
ferencia entre comportamientos Newtonianos, plasticos y pseudoplésticos,
representando su esfuerzo en funcién de v y 7.

El fenémeno de disminucién en la viscosidad es también evidente en
mediciones dependientes del tiempo. La Figura |3.14] muestra la dependen-
cia temporal de la viscosidad de cizallamiento, definida andlogamente a la
viscosidad estacionaria como:

n (Pars)

1 [} 1 | 1 | 1 i
103 102 10! 109 10! 102 103 104
Time (s)

Figura 3.14: Crecimiento en la viscosidad de cizallamiento como funcién
del tiempo después del cizallamiento a varias tasas de deformacién (Imagen
tomada de [96]).
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n 5 (3.22)

Mientras menor sea la tasa de deformacién, el comportamiento esta

dentro de un régimen viscoelastico lineal (Figura donde la viscosidad
se vuelve independiente de 7.

Las pinturas modernas son ejemplos de materiales pseudoplasticos. Cuan-
do las pinturas son aplicadas el cizallamiento creado por la brocha permite
que disminuya la viscosidad tal que moje la superficie de forma unifor-
me. Una vez aplicada la pintura vuelve a recuperar su viscosidad para no
escurrir y terminando por solidificar.

Flujo dilatante (shear thickening)

El comportamiento de flujo dilatante es un fenémeno inusual donde los
materiales aumentan su viscosidad al aumentar la tasa de deformacién.
En algunos casos son suspensiones densas de particulas sélidas en un me-
dio fluido, las cuales al desarrollar espaciados mayores entre las particulas
durante la agitacion. Este efecto es encontrado en las temibles arenas mo-
vedizas y en suspensiones farmacéuticas tales como la penicilina. Este com-
portamiento dilatante a menudo resulta en la inestabilidad de materiales y
arreglos estructurales o separaciones de fase.

3.5. Modelos viscoelasticos

La respuesta de los materiales eldsticos, tal como vimos en las secciones
anteriores, la relacion entre esfuerzo y deformaciéon puede ser expresada
por medio de la ecuaciéon de Hooke:

o= E~. (3.23)

Al estudiar la respuesta de estos materiales, el concepto de tiempo no
entra en las discusiones. Los materiales elasticos puros no muestran depen-
dencia del tiempo en sus respuestas.
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Cuando le aplicamos una fuerza externa a un fluido, estos se deforman
de forma continua (fluyen). Para estos materiales se sigue la ecuacién lineal
de Newton:

o ="ny. (3.24)

El significado fisico de la tasa de deformacién puede ser visto como un
coeficiente de friccién entre la superficie de contacto y los cuerpos. Mientras
mas alto sea este coeficiente, més grueso (viscoso) serd el material y mas
dificil de deformar.

Cuando queremos modelar estos comportamientos, tenemos dos casos

particulares (Figura [3.15]):

1. Resorte. Elemento bésico para representar los comportamientos de
los materiales elasticos (Hookeanos).

2. Amortiguadores. Elemento basico que representa la parte viscosa
de los materiales (Newtonianos).

Para materiales viscoelasticos, la relacion entre esfuerzo y deformacién
puede ser expresada como:

Resorte: Solido elastico

o=Ey o
E =Y

Amortiguador: Fluido viscoso

o=ny n —>0
=y

Figura 3.15: Los resortes representan la parte eldstica y los amortiguadores
la parte viscosa en los comportamientos de los materiales [107].
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o=0(7,%)

De esta forma podemos ver que el esfuerzo no es solo funcién de la de-
formacién (sélido eldstico) sino también de la tasa de deformacién (fluido
viscoso) donde existe una dependencia temporal.

Una de las formas mas sencillas de modelos empiricos se obtiene conec-
tando un resorte con un amortiguador en paralelo o en serie.

3.5.1. Modelo de Kelvin-Voigt

El modelo de Kelvin-Voigt se obtiene al conectar un resorte y un amorti-
guador en paralelo (Figura[3.16)). En este modelo, el esfuerzo total aplicado
estard compartido por ambos componentes tal que:

o =0, + 04, (3.25)

donde los subindices r y a denotan resorte y amortiguador, respectivamen-
te. Al aplicarse el esfuerzo, el resorte y el amortiguador se deformaran de la
misma forma debido a su arreglo en paralelo. Por lo tanto, la deformacién
~ del sistema sera igual para ambos componentes, es decir,

—\/E\/\/—

r =VYa=Y

Figura 3.16: Modelo de Kelvin-Voight que estd compuesto de un resorte y
un amortiguador acomodados en paralelo [107].
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Y=Y =Ya- (3.26)

De las relaciones de esfuerzo-deformacién para cada uno de los compo-
nentes obtendremos:

o=Ey+ny. (3.27)

De forma alternativa tenemos que,

dry
=F —. 3.28
o=Ey+n_ (3.28)
Y obtenemos una ecuacién diferencial de primer orden para -y.

3.5.2. Modelo de Maxwell

El modelo de Maxwell estda compuesto de un resorte y un amortiguador
conectados en serie (Figura [3.17). En este caso, el esfuerzo aplicado es
sobre el sistema completo, es decir

0 =0, = 0g, (3.29)

Yr Ya

Figura 3.17: Modelo de Maxwell que consta de un resorte y un amortiguador
en serie [107].
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y la deformacion resultante estd dada por:

Y=Yt Ya (3.30)

En este caso derivamos v, y sustituimos los valores en las deformaciones
Yr ¥ Ya y obtenemos:

Nuevamente obtenemos una ecuacion lineal de primer orden que puede ser
resuelta para o o para 7. Ya que las respuestas reolégicas estan determi-
nadas por un tiempo caracteristico, definimos:

T =

n
= (3.31)

Esto reduce las ecuaciones a la forma:

ny =716+ 0. (3.32)

Es importante notar que este comportamiento puede seguirse tanto
para una reologia de compresién como para una reologia de cizallamiento
en cuyo caso, I/ cambia por G.

Solucién del modelo de Maxwell (caso oscilatorio)

En esta seccién trataremos como caso especial la deformaciéon de ciza-
llamiento puro. Muchos aparatos experimentales desarrollan mediciones
a partir de perturbaciones oscilatorias del sistema, en estos sistemas la
deformacién oscilatoria es:

iwt
Y= WOGW )
t

A = iwyge™”.
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Con esto, la ecuacién [3.32] se convierte en:

76 + 0 = iwnye™t. (3.33)

Si resolvemos esta ecuacién, obtenemos como solucién

~ nyow(i wr)ewt
N 14 72w2
El médulo de cizallamiento G esta definido como el cociente entre el
esfuerzo de cizallamiento y la deformacién,

Gw) = ——=. (3.34)

Figura 3.18: Solucién al modelo de Maxwell a partir de las ecuaciones
y para el caso de reologia de cizallamiento. Los elementos del eje y
estdn normalizados y 7 = 1.
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El cual en general es una cantidad compleja dependiente de la frecuencia
w. Asi, teniendo en cuenta que la deformacién es oscilatoria, y la definicién
del tiempo caracteristico (Ec. [3.31]) tenemos que

Grw(i+ Tw)
cuya parte real e imaginaria son, respectivamente:
2 2
G(w) = G—nut 3.36
() 14 7202 ( )
" _ TW
G'(w) = Gi1 P (3.37)

En la Figura se grafican las soluciones a G’ y G” normalizadas
con G, en este caso se aprecia un comportamiento dominado por el médulo
viscoso a bajas frecuencias y uno dominado por el médulo eléstico a altas
frecuencias de deformacién.






Capitulo 4

Materiales y métodos
experimentales

4.1. Materiales

En este trabajo de tesis se usaron lipidos obtenidos de Avanti Polar Lipids,
Inc. (Alabaste, AL, EUA). Los siguientes lipidos cuentan con una cabeza
polar compuesta de fosfatidilcolina (Figura izquierda):

1. 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (POPC).
2. 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DMPC).

3. 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DPPC).

4. 1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DSPC).

Los siguientes lipidos cuentan con una cabeza polar compuesta de fosfa-
tidiletanolamina, que tiene un tamafio menor a la de fosfatidilcolina (Figura

derecha):
1. 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine (POPE).
2. 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine (DMPE).

3. 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine (DPPE).

83
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Fueron recibidos en forma de polvo con una pureza de 99 % y almace-
nados a —20°C. Sus propiedades quimicas y fisicas se resumen el Cuadro
Para preparar las soluciones de lipidos se utilizé cloroformo obtenido
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Figura 4.1: Estructura molecular de los fosfolipidos utilizados en esta tesis

Figura 4.2: Cambio en el pH de agua ultrapura durante un intervalo de 3
horas con 15 minutos, el valor en el cual se estabiliza es 5.7.
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Nombre No. de carbonos: T,,(°C) MW
dobles enlaces

POPC 16:0, 18:1 -2 760.076
DMPC 14:0 24 677.933
DPPC 16:0 41 734.039
DSPC 18:0 95 790.145
POPE 16:0, 18:1 25 717.996
DMPE 14:0 50 635.453
DPPE 16:0 63 691.959

Cuadro 4.1: Propiedades quimicas y fisicas de los lipidos. T, se refiere al
punto de fusién y MW al peso molecular.

Nanoparticulas de PGLA recubiertas con una coraza de oro y funcio-
nalizadas con albumina de bovino fueron sintetizadas por Diego Gdémez
Maldonado en su trabajo de tesis de maestria en Ingenieria Biolégica en la
Universidad Auténoma Metropolitana, Campus Cuajimalpa.

El agua ultrapura utilizada para la subfase de los experimentos con gra-
do Mili-Q con alta resistividad (18.2 MQ-cm) fue obtenida mediante pro-
cesos de purificacién usando un equipo Millipore (Milli-Q IQ 7000, Merck).
Es importante mencionar que los dos grupos de lipidos utilizados son zwite-
riénicos en el rango de pH entre 5 y 9, por lo tanto no es necesario utilizar
soluciones amortiguadoras para mantener constante el pH de la subfase
para el agua ultrapura (ver figura[4.2).

4.2. Meétodos experimentales

Al tratarse de procesos estadisticos, la mayoria de los experimentos fueron
realizados al menos por triplicado.

4.2.1. Deposicién y formacién de las monocapas

Los lipidos son preparados en solucién de cloroformo a una concentracion 1
mg/ml. Una vez en solucién son depositados en la superficie de agua gota a
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gota (Figura, debido a la tension superficial del agua la solucién no se
va al volumen. Se depositan 20 ul de solucién utilizando una microjeringa
(Hamilton, Gastight serie 1800, 50 wul), ver figura y se deja equilibrar
y a que se evapore el solvente orgdnico durante 20 a 30 minutos.

Cuando se deposita el material en la superficie del agua, se distribuye
por toda la superficie hasta que la presion sube hasta un valor de equilibrio
(alrededor de 1.5 mN/m). Esta presién de equilibrio (II.) estd definida como
la presién generada espontaneamente cuando el material que se esparce (sin
tomar en cuenta el solvente) es puesto en contacto con el agua superficial
[108]. Cuando IT < TII., la monocapa es estable, pero cuando II > TI. la
monocapa puede tomar una de las fases descritas en la seccion [1.5

4.2.2. Determinaciéon de la presién superficial

Para comenzar con la caracterizacién de las monocapas es necesario conocer
la presién superficial. Para esto usaremos un método que se basa en la

Figura 4.3: Deposicién de lipidos en la intercara aire-agua usando una mi-
crojeringa. La deposicién se hace gota a gota y con deposiciones cercanas
a la superficie para evitar que el material se vaya al volumen.
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medicién directa de la fuerza que se necesita para mantener un objeto en
la intercara. Esta fuerza tiene contribuciones gravitacionales y capilares.

Método de la placa de Wilhelmy

Este método es atribuido a Wilhelmy [I09] en 1863. El objetivo principal de
este método es que una placa delgada es suspendida de un tensiometro y es
acercado a la superficie del agua hasta tocarla, lo cual formard un menisco
alrededor de ella (Figura [4.F]), en este método tendremos un sistema de
fuerzas que actuan sobre la placa. Asi, la fuerza total estard dada por el
peso de la placa y la fuerza debida al efecto capilar, es decir:

Figura 4.4: Microjeringa Hamilton utilizada para depositar la solucién de
lipidos en la intercara aire-agua.
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Fiot = Whpiaca — 7P cos(6) (4.1)

donde P es el perimetro de la placa que estd en contacto con el agua y
v es la tensién superficial. Al bajar la placa hasta la superficie y dejarla
estatica, tenemos una fuerza total debida al empuje que sufre la placa hacia
arriba, en consecuencia el peso de la placa se verd afectado cambiando la
tensién en la microbalanza (AW), asi obtenemos para la tensién superficial
medida:

AW
7= P cos(0)

El dngulo de contacto 6 (Figura puede ser medido en el mismo
experimento [I10] mediante:

(4.2)

()2 1 sen(0) (13)

Figura 4.5: Efecto de capilaridad sobre la placa de Wilhelmy. Vista general
y detalles del menisco formado con la placa.
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Donde h es la altura hasta el tope del menisco sobre el nivel del agua y a es
la longitud capilar del agua definida como a = /~/Apg, con p la densidad
del agua. En este caso si el agua moja completamente la placa, el angulo
de contacto es cero y la ecuacién se reduce:

AW

= (4.4)

Y
De esta forma, se puede medir de una forma sencilla la presién super-
ficial. Cuando el volumen de la muestra es disminuido es posible usar una
placa con un perimetro mas pequeno o un rodillo para evitar que los bor-
des de la placa se acerquen a las orillas del recipiente donde se contiene
la muestra y evitar efectos de borde en las mediciones. La precision en las
mediciones de la tension superficial se veran afectadas por la geometria del
tensiéometro, siendo mayor el porcentaje de error con el rodillo [111].

4.2.3. Isotermas y compresibilidad

Para obtener isotermas en dos dimensiones se utiliza comunmente la pa-
langana de Langmuir (Figura en nuestros experimentos se utilizaron
dos modelos (KN3003, KSV-Nima). Muchos materiales que se usaban pa-
ra fabricar las palanganas tendian a filtrar las moléculas superficialmente

AN

Figura 4.6: Perfil de un menisco formado por un liquido.
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activas en la subfase y a través del material. La mayoria de las palanganas
hoy en dia son hechas de dos formas para garantizar que los sistemas estén
libres de impurezas que modifiquen las mediciones:

1. Teflon (politetrafluoroetileno) no filtra el material y puede comprarse
en bloques, hojas, y rodillos de varios espesores.

2. Vidrio de borosilicato.

En nuestro caso, la palangana esté hecha de teflén y tiene las siguientes
caracteristicas (KN3003):

1. Area superficial: 273 em?.

Figura 4.7: Palangana de Langmuir con un microscopio de &ngulo de Brews-
ter adaptado y conectada a un recirculador para mantener la temperatura
constante.
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2. Volumen de la subfase: 109 ml.
3. Dimensiones internas: 364mm x 7bmm x 4mm.

4. Par de barreras hidrofilicas que comprimen el material a diferentes
velocidades.

Para comenzar los experimentos es necesario un alto grado de limpieza
de los aparatos, esto se logra de la siguiente forma:

1. Enjuagar la palangana con etanol para remover impurezas en el teflon.
Remover el etanol con toallas libres de pelusa (Kimwipes, Kimtech).

2. Enjuagar la palangana con cloroformo el cual por su naturaleza sol-
vente ayuda a remover particulas y moléculas adheridas en el teflon.
Remover el cloroformo con toallas libres de pelusa (Kimwipes, Kim-
tech).

3. Enjuagar nuevamente con etanol para remover cualquier rastro de
polvo y particulas. Remover el etanol con toallas libres de pelusa
(Kimwipes, Kimtech).

4. Enjuagar con agua MQ varias veces.

Estos procesos de limpieza deben llevarse acabo con mucho cuidado
para evitar raspar el teflén, las raspaduras crean espacios donde molécu-
las y particulas pueden quedar atrapadas y el proceso de remocién serd
mas complicado después de cada experimento. Para evitar que la palanga-
na se contamine por cualquier contacto con el ambiente y para evitar que
las corrientes de aire del laboratorio modifiquen las mediciones una forma
de lograrlo es colocando la palangana en un cuarto limpio y encerrada en
una caja cerrada de acrilico. Es necesario utilizar guantes de nitrilo ademas
de una bata plastica para no contaminar con polvo alguna parte del equipo.

Los procesos isotérmicos implican que la temperatura debe ser cons-
tante por lo cual es necesario conectar la palangana a un recirculador re-
frigerado (Thermo Scientific, ARCTIC A25, 12 litros, -25°C a 200°C), la
temperatura es medida con un termopar incorporado en la palangana. De-
bido a que las perturbaciones mecdnicas tienen un impacto directo en las
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mediciones, la configuracién del sistema se hizo sobre una mesa antivibra-
toria activa (Accurion, Vario Basic 40).

La caracteristica basica de las monocapas en la intercara aire-agua es
la isoterma, que dan informacion sobre el estado termodindmico de las
moléculas en la monocapa y se observa mediante una grafica de la presién
superficial, II, contra el area por molécula lograda al comprimir lateral-
mente la monocapa a una velocidad constante (en nuestro caso 5 mm/min)
mientras se registra la presién superficial (en la Figura se muestra una
isoterma tipicas de DPPC). Siendo asi el, andlogo bidimensional de las
isotermas tridimensionales de presion contra volumen. El drea por molécu-
la puede calcularse de la concentracién de la solucién que se deposita, la
cantidad depositada, el peso molecular y el drea en la cual se confina la
monocapa.

Caracterizamos el comportamiento mecanico de la monocapa por medio
de su médulo de compresibilidad, F, definida en la seccién 2.2.1] Este

Figura 4.8: Formas tipicas de isotermas en las cuales aumenta la presién al
comprimirse el material, tales isotermas usualmente corresponden a cam-
bios conformacionales en el material mientras la presién incrementa (Ima-
gen adaptada de [112]).
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médulo da informacién sobre la compresién lateral de la monocapa. Asi,
mientras mas altos valores del médulo de compresibilidad, se necesita una
mayor energia para comprimir la monocapa. Por lo que valores pequefios
indican que la monocapa es mas facil de comprimir.

4.2.4. Microscopia de angulo de Brewster

En 1991 el microscopio de angulo de Brewster (BAM, Elli2000, Nanofilm
Technologie GmbH, Alemania, Figura fue introducido de forma inde-
pendiente por dos grupos [113] [114]. La microscopia de éngulo de Brewster
aprovecha el comportamiento reflectivo de la luz en la intercara. Este méto-
do se basa en el hecho de que un rayo de luz que pasa de un material de
menor indice de refraccién, ng, a otro de indice de refraccion mayor, n,
tendra la componente paralela del campo electromagnético polarizada a
un angulo definido por 6 = n;/ng (Figura izquierda), este dngulo es
conocido como dngulo de Brewster [I15]. La reflectividad cerca del dngulo

Figura 4.9: Microscopio de dngulo de Brewster (azul) adaptado a la palan-
gana de Langmuir (EIli2000, Nanofilm Technologie GmbH, Alemania).
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de Brewster es:

1,(6) tan(f — el)] ?

=R,=|r’= | —~—= )
10(9) B Rp N | p| |:ta1’l(90 + (91) (4 5)

Depende del angulo de incidencia, 6y, y el angulo de refraccién, 61, rela-
cionado a través de la ley de Snell (ngsenfy = njysené). Al agregar una
pequenia capa de moléculas a la intercara crea multiples reflexiones en la
intercara aire-monocapa (01) y en la intercara agua-monocapa (12), pro-
duciendo una reflectividad dada por

—2i8
ro1 + T12€
R —

- 4.6
1 4 ro1roee 28 ( )

Que depende del indice de refraccién de la monocapa, n1, y del espesor, d,
a través de B = (2wdni /) cosf;. Por lo tanto, operar un microscopio de

Figura 4.10: A. Angulo de Brewster en el cual la luz se polariza. B. Imagenes
de BAM [28§].
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angulo de Brewster en el angulo de Brewster para una intercara aire-agua
limpia permite obtener imédgenes de la monocapa; el brillo de la luz refleja-
da incrementard con n; y d [I16]. Mediante el andlisis de las anisotropias
Opticas observadas en la despolarizacion de la luz reflejada se puede obte-
ner informacién sobre la inclinacién de las moléculas [117), 118].

La microscopia de angulo de Brewster ha sido ampliamente usada para
estudiar las caracteristicas morfolégicas y la formaciéon de dominios (Figura
derecha) en la regién de coexistencia LE-LC y para observar y analizar
los diagramas de fase en las monocapas de Langmuir [1T9] [120].

4.2.5. Reologia de compresién oscilatoria

La reologia de compresion oscilatoria dentro del régimen de viscoelasticidad
lineal debe realizarse a bajas deformaciones (menos de 10 %). Los equipos
comerciales pueden trabajar en dos modos:

1. Deformacion a velocidad controlada, en los cuales se fija la deforma-

Figura 4.11: Configuraciéon de la palangana de Langmuir para compresiones
oscilatorias.
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cién y se mide el esfuerzo.

2. Esfuerzo controlado, en los que se fija la amplitud del esfuerzo y se
mide la deformacién.

En nuestro caso de compresién oscilatoria, el equipo estd en modo de
deformacién a velocidad controlada, donde se escoge la velocidad a la que
se mueven las barreras y el esfuerzo se mide con los cambios de presién
superficial monitoreados con la microbalanza y el rodillo de platino. Para
una adecuada descripcion a través de las ecuaciones matematicas se asume
que la deformacién es igual en todos los puntos de la muestra, es decir,
la inercia de la muestra es despreciable y se cumplen las condiciones de
viscoelasticidad lineal.

Considerando que las barreras se mueven de manera sinusoidal, en unos

u(t)

[(t)

Tiempo

Figura 4.12: Componentes de la deformacién y el esfuerzo oscilatorios y su
diferencia de fase.
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cuantos ciclos el esfuerzo también debe variar de forma sinusoidal, a la
misma frecuencia que la deformacién pero desplazada por una fase ¢
(Figura. Matematicamente podemos expresar el cambio de drea en el
tiempo como

A(t) = Ao + ug sen(wt)

Donde ug es la amplitud de la deformacion. De esta ecuacién podemos
definir la deformacién en funcién del tiempo como

u(t) = ug sen(wt) (4.7)

Mientras las barreras oscilan, el cambio en la respuesta mecanica es
monitoreado por los cambios en la presion superficial, los cuales presentaran
una respuesta sinusoidal dentro del régimen de viscoelasticidad lineal dado
por

II(t) = Iy + Allsen(wt + ¢r1) (4.8)

Donde Il es la presién a un estado de empaquetamiento fijo, impuesto por
las condiciones iniciales justo antes de comenzar la medicion, y ¢ es el
factor de fase relacionado con el retraso en la respuesta del material debido
a la friccién impuesta por la viscosidad. En el mismo régimen, el esfuerzo
o es proporcional a la deformacién (u(t))

o(t) = Bu(t) (4.9)

Donde E = |E*| = VE" 4+ E"? es el médulo viscoeldstico, E* es un niimero
complejo cuya parte real £’ representa el médulo de almacenamiento in-
terfacial que estd relacionado con el comportamiento eldstico del material
y E” representa el médulo de perdidas relacionado con el comportamiento
viscoso. En el andlisis oscilatorio el esfuerzo sobre la monocapa es la dife-
rencia entre la presién superficial del estado sin deformar Il y el estado
estresado TI(t),
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o(t) = ogsen(wt + 1) (4.10)

la amplitud de esfuerzo, oy, es obtenida experimentalmente de la amplitud
de la presién superficial, AIl. De esta forma E’ y E” son calculados de la
siguiente forma:

Figura 4.13: Esquema fundamental de las respuestas a las mediciones de
reologia oscilatoria.
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E = @cowbn (4.11)
Uo

E" = Zsen on (4.12)
g

Si expandimos la ecuacion [4.10| usando identidades trigonométricas po-
demos ver que

o(t) = op[sen(wt) cos(¢rr) + cos(wt) sen(¢r)]
= [0 cos(¢m)] sen(wt) + [0 sen(¢ry)] cos(wt)

En esta ecuacion podemos observar que hay una parte del esfuerzo que
estd en fase con la deformacién impuesta (Ec. y la otra parte en fase
con la velocidad de deformacién impuesta (derivada de la Ec. . Esta
observacién estd en concordancia con las leyes de Newton y de Hooke para
materiales viscosos y elédsticos.

Para un sélido eldstico ideal (Hookeano), el esfuerzo de compresién
debe estar en fase con la deformacion aplicada y para un fluido viscoso
ideal (Newtoniano) el esfuerzo estd desfasado por 90°. Mientras que para
un fluido viscoeldstico el esfuerzo debe tener un desfase con un valor entre

0y 90° (Figura [4.13).

4.2.6. Reologia de cizallamiento oscilatoria

Para el estudio de las propiedades de cizallamiento en la intercara utiliza-
mos un reémetro interfacial de cizallamiento (KSV-Nima, ISR, rango de
frecuencias de 0.01-10 rad/s, amplitudes de deformacién de 3x107%-1 y
resolucién del médulo dindmico de 0.0001 mN/m) para medir las propie-
dades de un fluido complejo como funcién de la tasa de cizallamiento o
deformacién 4, o de la frecuencia a la cual se impone la deformacién. Por
lo tanto, la reologia de cizallamiento interfacial involucra cizallar la inter-
cara y medir el esfuerzo resultante debido a la deformacion impuesta.

El éxito de una técnica reométrica depende de su habilidad de medir las
contribuciones del esfuerzo de la intercara en presencia de las contribuciones
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de la subfase. Las contribuciones relativas de estas magnitudes a menudo
se describen en términos del nimero de Boussinesq By (Apendice A) [121].
Mientras méas grande sea su valor para algin instrumento reométrico mas
sensibles son sus mediciones de esfuerzos interfaciales. En los primeros ex-
perimentos se suponia que se podia deducir la parte interfacial simplemente
con una diferencia entre el esfuerzo medido en una intercara con material
adsorbido y con una intercara limpia. Sin embargo, se ha mostrado que
esto es incorrecto debido al acoplamiento hidrodinamico entre la intercara
y la subfase.

Existen varios tipos de reémetros, en este caso se usé uno que se basa en

Figura 4.14: Palangana de Langmuir (KN 3003) adaptada con un reometro
interfacial de cizallamiento magnético (ISR), que cuenta con un par de
bobinas de Helmholtz.
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el movimiento de una aguja magnética sobre la intercara movida mediante
el campo magnético generado por un par de bobinas de Helmholtz (Figura
[122, [123]. Para que las respuestas obtenidas en los experimentos sean
en su mayoria una contribucién de la parte interfacial se usé una aguja
magnética que consta de un capilar de vidrio hueco con una longitud de
23.13 mm y un didmetro de 0.4 mm, el cual contiene un nicleo magnético
uniaxial con una masa total de 7.3 mg. Para llevar acabo los experimentos,
se tiene que seguir una serie de pasos:

1. Se debe enjuagar la aguja magnética con agua (tipo Milli-Q), des-
pués enjuagar en etanol y por ultimo dejarla suavemente en una caja
de petri con de agua MQ limpia sobre la cual la aguja no tendra
resistencia externa al movimiento (no hay impurezas).

2. Se coloca un canal de vidrio sobre la palangana, el cual servira de
guia para la aguja debido a la formacién de un menisco al llenar la
palangana de agua (Figura|4.15)).

3. Se hace la deposicién de la monocapa.

4. Inmediatamente después se coloca la aguja de manera cuidadosa sobre

Figura 4.15: Aguja magnética colocada en la superficie del menisco formado
sobre el canal al llenar de agua la palangana, la aguja debe quedar de
manera paralela al canal para evitar efectos de borde.
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la superficie que se formé sobre el canal de forma que la aguja esté
paralela al canal, esto asegura una geometria de flujo uniforme.

Una vez colocada la aguja y formada la monocapa se comienzan las
mediciones de esfuerzo controlado. En estas, se genera un campo magnético
de la forma:

pol R?

= S (4.13)

el cual interactiia con la aguja creando una fuerza dada por

Fp = (‘jﬁ) (4.14)

que la mueve se manera sinusoidal debido a la corriente alterna introducida
a las bobinas. El movimiento de la aguja es seguido por medio de video-
microscopia, el cual es analizado siguiendo los patrones de intensidad de
la aguja magnética. De esta forma se obtiene su movimiento el cual estd
relacionado directamente con la deformacién de la monocapa (Figura.

Figura 4.16: Izquierda. Imagen de la aguja desde el software la linea blanca
muestra los pixeles analizados para determinar la posicién de la aguja.
Derecha. Perfil de intensidad de la linea blanca.
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Al igual que en el caso de la compresién oscilatoria tendremos un desfase
entre el esfuerzo aplicado y la deformacién medida. De esta forma la fuerza
transferida a la aguja que se traduce en un esfuerzo sobre la monocapa es

o(t) = ogsen(wt) (4.15)

Con w la frecuencia de oscilacién y og la amplitud del esfuerzo. De donde
podemos obtener el médulo viscoeldstico de cizallamiento como

ope™t = G* (w)’yoei[m_‘s(”)] (4.16)

Donde g es la amplitud de la deformacién a la frecuencia dada, que en
general se retrasa por una fase §(w). De la ecuacién podemos observar
que

G*(w) = Ze@) = G'(w) +iG" (w) (4.17)
70
Donde el término en fase, G'(w), es el médulo de almacenamiento relacio-
nado con la parte eldstica y G”(w) es el médulo de perdidas relacionado con
la parte viscosa. De forma similar, podemos obtener la viscosidad dindmi-
ca p(w), la cual se usa cominmente para describir el comportamiento de
fluidez de los materiales complejos

pw) = () — i () = E - TG (4.18)

Donde p/(w) y p”(w) son la parte real e imaginaria, respectivamente.






Capitulo 5

Resultados

5.1. Efecto de la cola hidrofébica

En esta seccion analizamos el efecto de la cola hidrofébica en las monocapas
formadas por lipidos puros a 25°C. Para este caso, sabemos que el nimero
de carbonos en las colas hidrocarbonadas y el nimero de enlaces dobles
esta relacionado con la temperatura de fusiéon de las moléculas lipidicas de
la siguiente manera:

1. Incrementar el nimero de carbonos aumenta la temperatura de fu-
sién.

2. Incrementar el niimero de insaturacién del lipido disminuye dréstica-
mente la temperatura de fusién.

El primer punto estd relacionado con el principio del punto de ebulli-
cion, el cual considera la energia necesaria para separar moléculas liquidas
de sus vecinos més cercanos para formar moléculas de gas. El segundo pun-
to estd relacionado con la geometria de las moléculas, los dngulos de enlace
tetrahédrico de lipidos saturados son relativamente mas lineales (zigzag en-
tre enlaces, ver ﬁgura que los insaturados, lo cual les permite tener un
mejor empaquetamiento, como resultado las interacciones moleculares son
mas cercanas lo cual incrementa las temperaturas de fusién. Los enlaces
dobles promueven doblamientos en la molécula, estas geometrias no permi-
ten un empaquetamiento cercano o favorable, por lo cual su temperatura

105
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de fusién disminuye (Figura .

La temperatura de fusién también tiene impacto en el estado fisico de
la monocapa, es decir, si al comparar las isotermas de dos monocapas de
lipidos, el punto de fusién es menor en una, la monocapa tendrd un com-
portamiento mas fluido y se encontraran areas por molécula mayores que
una monocapa de lipidos con punto de fusién mayor para una presion fija,
tal como se muestra en las isotermas de la Figura (izquierda).

En la Figura |5.2| (izquierda-arriba) se muestran las isotermas de cuatro
fosfatidilcolinas en las cuales se incrementa el niimero de carbonos en las
colas de DMPC (14), DPPC (16) a DSPC (18) y se tiene uno con dos co-
las de tamano diferente (16 y 18) con una de ellas insaturada POPC. De
acuerdo a lo anterior, podemos observar que la molécula insaturada cuya
temperatura de fusién es menor (Cuadro tiene areas por molécula ma-
yores a sus homélogas saturadas.

Figura 5.1: Representacién del empaquetamiento de moléculas de acido
estearico y acido linoleico con sus temperaturas de fusion.
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De la misma Figura (izquierda-abajo) se muestran las isotermas de
tres fosfatidiletanolaminas. Donde nuevamente se ve un incremento en el
area por molécula al incrementar la insaturacion y al reducir el tamano de
la cola.

Figura 5.2: Izquierda. Se muestran las isotermas de lipidos a 25°C con
la misma cabeza polar y diferentes colas hidrocarbonadas, arriba se en-
cuentran las fosfatidilcolinas y abajo las fosfatidiletanolaminas. Se puede
observar un incremento en el area por molécula al decrecer el niimero de
atomos en la cola y el ntimero de insaturaciéon. Derecha. Compresibilida-
des obtenidas numéricamente de las isotermas.
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Una vez que se han obtenido las isotermas, el siguiente paso es calcular
sus médulos de compresibilidad (seccién . En este caso, podemos no-
tar que al incrementar el niimero de carbonos en la cola aumenta el maximo
en el médulo de compresibilidad de las monocapas, es decir, se vuelve mas
dificil comprimirlas al ir reduciendo el drea por molécula. En el caso de tener
una insaturacion, la monocapa es mas compresible. En el caso del DMPC
el aumento en la compresibilidad no es tan notable como en el DPPC y
DSPC, esto es probablemente ocasionado por que los experimentos se lle-
varon a cabo arriba de su temperatura de fusién. En algunas isotermas es
apreciable una transiciéon de primer orden, la cual puede identificarse en
las graficas del médulo de compresibilidad por un repentino decaimiento
en la magnitud de F y un posterior aumento (Figura derecha-arriba
para DPPC y derecha-abajo para DMPE).

5.2. Efecto de la cabeza hidrofilica

El efecto debido a la cabeza hidrofilica también es de interés, para esto
tomamos los resultados obtenidos para monocapas de lipidos con las mis-
mas colas hidrocarbonadas y comparamos los resultados para explicar sus
interacciones.

El primer efecto que es notable en las isotermas (Figura izquierda)
es el corrimiento de las presiones superficiales de fosfatidilcolina (PC) hacia
dreas por molécula mayores a diferencia de las fosfatidiletanolaminas (PE)
que se encuentran a menores areas por molécula. De acuerdo a lo visto
en la seccién anterior, si tomamos en cuenta la temperatura de fusién de
las moléculas, los resultados parecen contradecir los estados fisicos de las
moléculas.

Lo que no se ha discutido hasta este momento es el tamano de las
cabezas polares, las moléculas de PC tienen una cabeza polar de mayor
tamano que las de PE, por lo tanto en condiciones similares, las moléculas
de PC toman un area més grande que las moléculas de PE. En este caso
los efectos tiene més impacto debido a la geometria de las moléculas y a las
interacciones estéricas que a la temperatura de fusién correspondiente. Lo
que observamos en cada isoterma (F iguraizquierda) es que sin importar
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Figura 5.3: Izquierda. Se muestran las isotermas de monocapas de lipi-
dos con cabezas polares distintas y la misma cola hidrofébica. Derecha.
Compresibilidades de las monocapas correspondientes.
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el niimero de carbonos en las colas hidrofébicas, los resultados son recorri-
dos a areas por molécula menores para cada PE en comparacion con las PC.

Otro hecho importante es el de los enlaces hidrégeno formados directa-
mente entre lipidos. Los grupos amina de las PE forman enlaces hidrégeno
con los vecinos cercanos, mientras que las PC los forman por medio del
oxigeno en el grupo fosfato[124]. Ya que todos los fosfolipidos tienen grupo
fostato, los enlaces hidrégeno son més fuertes en las monocapas formadas
por PE que las de PC. Estos enlaces forman una red bidimensional en la
intercara fosfolipido-agua y por lo tanto son también responsables del de-
crecimiento en el drea por molécula medida en las isotermas.

En cuanto a las transiciones de fase, se puede observar que en las iso-
termas de DMPC y DMPE solamente la de DMPE tiene una transciéon de
fase de primer orden (coexistencia de fases LE — LC'), mientras que la de
DMPC no tiene una transicién marcada. Debido a que estas isotermas se
trabajaron a 25°C y el DMPC tiene una temperatura de fusién de 24°C
por lo cual se encuentra en un estado de mayor fluidez al compararlo con el
DMPE cuya temperatura de fusion es 50°C. En cuanto al DPPC se observa
que ocurre una transiciéon de fase de primer orden mientras que en el DP-
PE hay una posible transicién de segundo orden. Para las monocapas de
POPE y POPC no hay transiciones de fase notables a estas temperaturas.

El efecto en los médulos compresibilidad (Figura5.3|derecha) de las mo-
nocapas de POPE y POPC es similar aiin cuando la monocapa de POPC es
un poco mas compresible. Sin embargo, cuando se trata de una transicién
de primer orden (DPPC y DMPE) hay un incremento abrupto en el médu-
lo de compresibilidad que supera al de las monocapas sin transicién visible
(DMPC) o probable de segundo orden (DPPE), esto sugiere una relacién
entre una menor compresibilidad y la existencia de una region de coexis-
tencia, lugar donde ocurre la formacién de dominios.

5.3. Mezcla de lipidos

El andlisis de monocapas de lipidos puros es necesario para conocer el com-
portamiento aislado de cada una de las moléculas. Sin embargo, las células
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no estan formadas por solo un tipo de molécula por lo que es importante
estudiar mezclas de ellas para entender las contribuciones individuales en
las interacciones en las monocapas compuestas por diferentes moléculas.
En este trabajo se analizaron tres tipos de mezclas:

1. DSPC-POPE. En estas monocapas mixtas se hace un analisis tni-
camente desde el punto de vista termodinamico. Estos experimentos
fueron realizados a 25°C.

2. DPPC-POPE. Donde se analiza la termodinamica, la formacion de
dominios y la reologia del sistema. Estos experimentos fueron reali-
zados a 20°C.

3. DPPC-nanoparticulas de oro. Se realiza en andlisis de penetracién
de las nanoparticulas por medio de experimentos termodindmicos y
reolégicos. Estos experimentos fueron realizados a 20°C.

5.3.1. DSPC-POPE

Esta parte experimental fue realizada a 25°C por lo que las isotermas de
lipidos puros es la misma que en las secciones y Adem4s de las

Figura 5.4: Izquierda. Isotermas de los lipidos DSPC y POPE puros y
algunas mezclas. Derecha. Compresibilidades obtenidas numéricamente.
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monocapas puras, se llevaron acabo tres mezclas, tomando en cuenta la
fraccién molar del lipido con la temperatura de fusién mas elevado: DSPC.
Se realizaron mezclas con fracciones molares de DSPC, xpspc = 1.00,
0.95, 0.90, 0.75, 0.00 sobre las cuales se hizo el andlisis termodindmico.
Se escogieron mezclas con mayor cantidad de DSPC ya que al tratarse de
un sistema modelo para membranas de hemoglobina su concentracion en
moléculas de PC es mayor al de PE.

De acuerdo al anélisis hecho en las secciones y[5.1} en DSPC ocurre
una posible transicién de segundo orden mientras que el POPE se mantiene
en un estado mas fluido con mayores areas por molécula y mayor compre-
sibilidad. Al disminuir x pgpc podemos ver que el area por molécula incre-
menta pero una posible transicién de segundo orden sigue apareciendo en
todos los casos (Figura izquierda). Ademads, con muy poco incremento
de POPE la isoterma se recorre considerablemente pero este incremento va
disminuyendo al disminuir xpspc. En esta seccion el andlisis se restringié
a fracciones molares menores que 30 % de POPE debido a lo reportado
sobre cantidades de PC y PE en células.

La Figura (derecha) muestra los médulos de compresibilidad (F)
de las mezclas, en donde podemos observar que a 30 mN/m E aumenta
al disminuir la concentracion de POPE. A otras presiones ocurre un com-
portamiento similar, excepto en las mezclas x pspc = 0.95, 0.90 donde hay
un intercambio de magnitudes a bajas presiones, el efecto a altas presiones
estd relacionado con la presién de colapso de la monocapa.

5.3.2. DPPC-POPE

Esta seccién describimos los experimentos que se llevaron a cabo usando
DPPC y POPE cuya representacién esquemética se muestra en la Figura
El DPPC es uno de los principales componentes de las membranas
pulmonares, cuya propiedad de reducir la tension superficial a valores cer-
canos a cero ha sido relacionado con el proceso de respiracién, donde las
monocas que se encuentran en una intercara aire-agua van desde estados
muy comprimidos hasta estados muy expandidos donde la presién super-
ficial es muy baja [125]. En estados muy comprimidos se ha identificado
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que la membrana sufre efectos de doblamiento en los cuales el POPE tiene
una participacién fundamental debido a su forma de cono invertido [126],
ademads de contribuir como regulador de fluidez en las membranas eucario-
tas [127].

Isotermas y compresibilidad

En la Figura (izquierda) se muestra las isotermas experimentales rea-
lizadas a 20°C. Al igual que en la seccién anterior, tomamos en cuenta la
fraccién molar del lipido con mayor temperatura de fusion, en este caso
DPPC, y realizamos los experimentos a diferentes fracciones molares de
DPPC: xpppc = 1.00, 0.90, 0.80, 0.70, 0.50, 0.35, 0.25, 0.15, 0.00. Lo pri-
mero que haremos notar es que al tratarse de experimentos a diferentes
temperaturas comparados con los de las secciones y las isotermas
de un solo lipido no son las mismas.

Figura 5.5: Representacién esquemadtica de la geometria DPPC y POPE.
Donde se muetra al DPPC con una cabeza polar de mayor tamano compa-
rada con el POPE.
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De acuerdo con las isotermas de la Figura (izquierda) el DPPC pre-
senta una transicion de primer orden en la cual hay una coexistencia entre
las fases LE y LC' y durante la cual existe una formacién de dominios des-
critos en la literatura [55]. En cuanto al comportamiento del POPE puro,
observamos que pasa de un estado LE a uno LC en una transicién de fases
a altas presiones superficiales, 38.2 mN/m [86], la monocapa presenta el
colapso en valores cercanos a 50 mN /m.

Al disminuir el valor de xpppc la transicién de primer orden del DPPC
va disminuyendo levemente, hasta que en xpppc = 0.50 casi no se apre-
cia en la isoterma, sin embargo en las imagenes de BAM (ver apéndice @
figura se observa la coexistencia de fases LC' y LE. Por otro lado la
transicién de POPE puro al aumentar x pppc también se va perdiendo has-
ta desaparecer en x pppc = 0.50. Esta pérdida de la presion casi constante
en la regién de coexistencia durante la transicién de fase ha sido observada
para pequenas concentraciones de POPE [126].

Figura 5.6: Izquierda. Isotermas de los lipidos DPPC y POPE puros y
algunas mezclas, las flechas negras denotan los valores de presiones su-
perficiales en los cuales se llevaron a cabo los experimentos en reologia
interfacial. Derecha. Compresibilidades obtenidas numéricamente.



5.3. MEZCLA DE LIPIDOS 115

Las transiciones de fase son mas ficiles de visualizar al analizar los
médulos de compresibilidad (Figura derecha). Se puede observar la
transicion de primer orden para la mayoria de las mezclas excepto para
xpppc = 0.50, y son caracterizadas por una repentina caida de E al au-
mentar la presién y un stibito crecimiento posterior. La Figura muestra
que este cambio en la presién superficial de transicién tiene un compor-
tamiento lineal decreciente al aumentar la fraccién molar de DPPC, este
comportamiento lineal ha sido relacionado con una buena miscibilidad en-
tre los componentes de la mezcla [79].

En la Figura[5.§| se graficaron los médulos de compresibilidad a presio-
nes superficiales de 5 mN/m, 10 mN/m, 20 mN/m, 30 mN/m y 40 mN/m,
en cada una de las fracciones molares de DPPC estudiadas. De esto pode-
mos notar lo siguiente:

1. IT = 5 mN/m. El médulo de compresibilidad es decreciente con
XDPPC, sugiriendo que la monocapa mas compresible es la de DPPC.
En esta presion solo la monocapa de DPPC se encuentra iniciando su
transicién de fases, ademds la geometria de las moléculas de DPPC

IT(mN/m)
s

=
T
]

O' 1 L L 1 1 L
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

XDPPC

Figura 5.7: Presiones superficiales a las cuales ocurren las transiciénes de
fase de acuerdo al médulo de compresibilidad.
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les permite irse empaquetando de mejor forma.

2. IT = 10 mN/m. El médulo de compresibilidad tiene un minimo en
xpppc = 0.80. A esta presién la monocapa que se encuentra inician-
do su transicién de fases es la xpppc = 0.80.

3. II = 20 mN/m. El médulo de compresibilidad tiene un minimo en
xpppc = 0.50. A esta presién la monocapa que se encuentra cerca
de su transicién de fases es la xpppc = 0.50.

4. II = 30 mN/m. El médulo de compresibilidad tiene un minimo en
xpppc = 0.25. A esta presién la monocapa que se encuentra inician-
do su transicién de fases es la xpppo = 0.25.

5. II = 40 mN/m. El médulo de compresibilidad tiene un minimo en
xpppc = 0.00. A esta presiéon la monocapa que se encuentra sobre
su transicién de fases es la xpppco = 0.00.

Este analisis muestra que para una presion fija, existe un minimo en el
modulo de compresibilidad en la monocapa que se encuentra méas cerca a
su transicién de fases. Esto sugiere que el empaquetamiento entre lipidos
que permite una mayor compresibilidad tiene una relacién directa con la
coexistencia de fases.

Areas de exceso y energias de mezclado

En la Figura (izquierda) podemos observar el drea por molécula ob-
tenidas de los datos experimentales de las diferentes mezclas a diferentes
presiones y su comparacién con el comportamiento ideal (Ecuacién .
En la misma Figura (derecha) podemos observar los valores del area de
exceso calculada usando la ecuacion El comportamiento de la mezcla
puede explicarse con alguna de estas dos, para hacerlo, tomemos en cuenta
el area de exceso:

1. II =5 mN/m. A esta presién las monocapas, excepto la de DPPC, se
encuentra en una fase expandida, es decir, las moléculas se encuentran
muy separadas entre si por lo que existe una alta movilidad tanto
traslacional como rotacional. En esta fase expandida las moléculas
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no estan restringidas a una posicién perpendicular a la superficie por
lo que pueden ocupar areas grandes tomando valores positivos en el
area de exceso. Estos valores positivos se pueden interpretar como
interacciones repulsivas.

2. II = 10 mN/m. A esta presién las monocapas con xpppc > 0.80
estan por encima de la transicion de fases. Se puede observar que a
partir de xpppc = 0.70 el drea de exceso comienza a bajar e incluso
se vuelve negativa para xpppc = 0.90.

3. IT = 20 mN/m. A esta presién las monocapas con xpppc > 0.50
estan por encima de la transicién de fases. Se puede observar que a
partir de x pppc = 0.50 el drea de exceso comienza a bajar y comienza
a volverse negativa en xpppc = 0.80.

4. II = 30 mN/m. A esta presion solo las monocapas xpppc = 0.00 y

Figura 5.8: Médulos de compresibilidad a diferentes presiones superficiales,
5 mN/m (verde), 10 mN/m (rojo), 20 mN/m (azul), 30 mN/m (negro) y
40 mN/m (ocre). Las lineas sélidas son la unién de los puntos.



118 CAPITULO 5. RESULTADOS

xpppc = 0.15 estan por debajo de la transicién de fases, la dltima
muestra valores negativos muy cercanos al comportamiento ideal, a
partir de ahi hay un minimo en xpppc = 0.35. Estos valores nega-
tivos sugieren que las moléculas al estar mas cerca entre ellas tienen
una mejor miscibilidad, reduciendo su area efectiva por molécula.

5. II = 40 mN/m. A esta presién ninguna monocapa estd en fase LE,
todas estan al menos en fase de coexistencia. En este caso el area de
exceso es menor en valor absoluto que a 30mN/m, debido a que se
encuentran mas cerca la atraccién producida por el empaquetamiento
se ve reducida por interacciones estéricas debido a la alta compresién
a la que se tienen las moléculas.

De este analisis podemos observar una relacién entre la regién de transicién
de fases con el area de exceso al igual que en el caso de la compresibilidad.

La Figura (derecha) muestra las variaciones de la energia libre de

Figura 5.9: Izquierda. Area por molécula de las monocapas lipidicas como
funcién de la concentracién molar de DPPC, la linea punteada representa el
comportamiento ideal para una mezcla. Derecha. Area de exceso para las
monocapas mixtas de DPPC-POPE. Los datos fueron tomados a diferentes
presiones, 5 mN/m (verde), 10 mN/m (rojo), 20 mN/m (azul), 30 mN/m
(negro) y 40 mN/m (ocre). Las lineas sélidas son la unién de los puntos.
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Gibbs de mezclado, AG,ix (ecuacién en las monocapas de DPPC-
POPE como funcién de la fracciéon molar de DPPC. En general los valores
de las energias son positivas en todo el rango de presiones estudiadas (5
mN/m, 10 mN/m, 20 mN/m, 30 mN/m y 40 mN/m). Los valores positivos
indican que no existe una estabilidad termodinamica, probablemente por
la falta de formacion de enlaces hidrégeno entre las cabezas de PC y PE.

Analisis de imagenes de BAM

Por medio de BAM se analizaron las imagenes obtenidas durante los expe-
rimenos para obtener las isotermas calculando areas de fases condensadas
y expandidas de acuerdo al apéndice [D] La Figura [5.11] muestra las ten-
dencias de la formacién de dominios, se puede observar que cada uno de
ellos ocurre al comienzo de la presién de transicién (Figura [5.7)).

Se puede observar que la pendiente de la formacién de dominios en los

Figura 5.10: Izquierda. Energia libre de Gibbs de exceso obtenida a partir
de los datos experimentales de las monocapas puras y las mezclas. Dere-
cha. Energia libre de Gibbs de mezclado, la cual toma en cuenta el compor-
tamiento ideal. Los datos fueron tomados a diferentes presiones, 5 mN/m
(verde), 10 mN/m (rojo), 20 mN/m (azul), 30 mN/m (negro) y 40 mN/m
(ocre).
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lipidos puros es més grande y esta va disminuyendo en las mezclas interme-
dias. Esto sugiere una dependencia con la pérdida de la regién de transicién
observada en las compresibilidades (Figura. También se puede observar
que para xpppc = 0.00 el area condensada es distinta de cero a presiones
debajo de la transicién (15-34 mN/m), estas semillas de nucleacién de do-
minios ya han sido observados 77.

Otra informacion importante que se puede obtener de la Figura[5.11]es
la presién superficial a la cual la monocapa ya estd completamente en fase
LC, es decir, los dominios se unen en uno solo conjunto.

Figura 5.11: Areas de fase condensada entre el drea total de las imagenes
obtenidas de BAM y calculadas de acuerdo al apéndice [D]
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Moédulos de compresibilidad en funcién del area condensada

La Figura [5.12| muestra la dependencia de E con respecto a xpppc
para diferentes porcentajes de condensacién (obtenida de las figuras
derecha y [5.11]). Donde observarvamos lo siguiente:

1. En ambas (figura derecha e izquierda) se muestra el valor de E
maximo de cada mezcla durante el proceso de compresién. Se observa
que hay un minimo en xpppc = 0.50. Sin embargo, estos valores
no son comparables entre si por que la monocapa se encuentra en
diferentes estados de composicién de fases.

2. En la izquierda se muestra F justo antes de la aparicién de fases
condensadas (0%). Se puede observar que hay un maximo en las
mezclas intermedias hasta el 50 % de condensacién. Cuando se llega
a 75 % comienza a aparecer un minimo local también en las mezclas
intermedias hasta que ese minimo local se vuelve global a 100 %.

3. En la derecha se puede apreciar la evolucién del minimo local de F
en las mezclas intermedias desde 75 % hasta 100 %.

Figura 5.12: Comparacién de médulos de compresibilidad para diferentes
porcentajes de fase LC.



122 CAPITULO 5. RESULTADOS

Cabe mencionar que para la curva de 0% de condensacién se usé E a
2% de condensacion para POPE puro, esto debido a que hay una rango de
presiones sobre las cuales este porcentaje se mantiene constante ain cuan-
do no se ha llegado a la regién a la cual ocurre la transicién de primer orden.

De este andlisis observamos que los valores de E en las monocapas de un
solo lipido crecen més rapido a partir del 75 % (especialmente la de DPPC)
de condensacién mientras que en las mezclas este crecimiento es mas lento.
También se observa el cambio en las mezclas intermedias de maximo en
E a minimo local hasta 75 %. El comportamiento de E al 100 % de con-
densacion sugiere que esta es la mezcla mas compresible, esto podria ser
asociado a la geometria de las moléculas (cono y cono-invertido) las cuales
permiten un mayor empaquetamiento de la monocapa.

Morfologia de dominios

Ademas de analizar los porcentajes en condensacién también se obser-
va un cambio en la forma de los dominios de la fase LC. La Figura [5.13|
muestra las isotermas estudiadas, cada una de ellas con una imagen re-
presentativa de BAM sobre la transicién de fases en las cuales se puede
apreciar el cambio de forma.

Las monocapas de DPPC ampliamente estudiadas muestran dominios
trisquel con simetria rotacional hacia la izquierda. Mientras que en los
pocos estudios de la morfologia de POPE muestran dominios tipo alga-
marina. Para las mezclas no existe estudio de la formaciéon de dominios, de
la Figura [5.13] podemos apreciar que en la mezcla xpppc = 0.90 los domi-
nios conservan la forma de trisquel. Esta forma comienza a perderse en la
mezcla xpppc = 0.80 y se pierde casi completamente en xpppc = 0.70.
Por otro lado los dominios tipo alga-marina se observan en las mezclas
xpppc = 0.15, 0.25, 0.35, 0.50 aunque las ramificaciones decrecen en ta-
mano en cada uno de ellos.

Si comparamos esto con la Figura [5.12] podemos observar que los do-
minios tipo trisquel muestran médulos de compresibilidad mas alto al con-



5.3. MEZCLA DE LIPIDOS 123

densarse la monocapa arriba del 95%. Atn cuando a este porcentaje los
dominios ya han comenzado a unirse entre ellos (percolacién) en su ma-
yorfa, la tension lineal debida a la forma y conformacién de los dominios
parece tener impacto en este comportamiento.

Diagrama de fases

La Figura muestra un diagrama de fases obtenido de las im4genes
de BAM y de las isotermas, se tienen las siguientes regiones y puntos de
interés:

1. La regién de colapso es obtenida de las isotermas, esto ocurre cuando

Figura 5.13: Se muestran las isotermas de las mezclas de DPPC-POPE y
una imagen de BAM en cada regién de coexistencia de fases. El tamano de
las imagenes es de 150 x 125um.
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la presion superficial deja de incrementar y se mantiene constante o
cae repentinamente, existen diferentes procesos de colapso, pero no
fueron tratados en esta tesis.

2. La region homogénea LE se obtuvo tanto de observar la homogenei-
dad en las imagenes de BAM como de la presién a la cual el médulo de
compresibilidad tiene una caida abrupta, lo cual sefiala una transicién
de primer orden. Estas dos coincidieron.

3. La regién homogénea LC se obtuvo principalmente de imagenes de

Figura 5.14: Diagrama de fases de la mezcla de lipidos DPPC-POPE. Se
muestran las regiones donde solo existe una fase y la region donde hay co-
existencia de dos fases obtenidas de las imagenes de BAM. De las isotermas
se obtiene la regién de colapso. Los puntos verdes indican la percolacion de
dominios obtenidos de las imagenes de BAM.
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xpppc | Ee(mN/m) E.(mN/m)
1.00 | 274+£31 1770+ 7.3
0.90 | 23.6+28 175.0 £ 8.6
0.80 | 19.7 4+ 3.5 147.0 £ 8.2
0.70 | 283 +36 121.0=+7.9
0.50 | 48.8 +3.3 89.0 + 4.3
035 | 5744+ 44 112.0+5.9
025 | 62.6+43 110.0=+5.2
0.15 | 52.6+29 119.0 £ 6.2
0.00 | 66.5+ 34 102.0+6.7

Cuadro 5.1: Mddulos de compresibilidad en los limites de coexistencia de
fases.

BAM.

4. La region de dos fases también se obtuvo observando las imagenes de
BAM.

5. Los puntos verdes senalan el las presiones a las cuales los dominios
comienzan a unirse entre si (percolacion).

Teoria de medio efectivo

En esta seccién se analizo el sistema con la teoria de medio efectivo (sec-
cion , la cual solo es aplicable en la region de coexistencia de fases
LE — LC. Para esto es necesario obtener 1/FE de la Figura derecha y
relacionarlos con los valores de condensacién de la Figura [5.11

La Figura muestra los valores de 1/E para las 9 mezclas estudiadas
en esta tesis, donde cada una de las curvas tiene un ajuste lineal usando los
moédulos de compresibilidad en el limite de coexistencia, E. para el limite
de 100 % condensada y E, para el limite de 0% (Cuadro [5.15)).

Las curvas de la Figura [5.15| muestran comportamiento lineal en algu-
nas partes, especialmente la mezcla xpppc = 0.50, este comportamiento
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lineal sugiere que el médulo de compresibilidad puede modelarse como un
medio efectivo. Sin embargo, los ajustes lineales usando los moédulos de
compresibilidad del Cuadro [5.15] en general no coinciden con los datos ex-
perimentales, esto significa que la aproximacién de medio efectivo de la

Figura 5.15: Teoria de medio efectivo aplicado a las mezclas de DPPC-
POPE, las lineas rojas son el fit usando los médulos de compresibilidad en
los extremos de la coexistencia. (Arriba) xpppc = 1.00, xpppc = 0.90 y
XDPPC = 0.80. (Medio) XDPPC = 0.70, XDPPC = 0.50 Y XbprPrPC = 0.35.
(Abajo) xpppc = 0.25, xpppc = 0.15y xpppc = 0.00.
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Ecuacion [2.12| no describe este tipo de comportamiento.

Para la monocapa xpppc = 1.00 esta diferencia en el ajuste es inusual-
mente grande, esto posiblemente esta ligado con el cambio marcado en la
pendiente en la transicién de fases. Para la monocapa xpppc = 0.00 la
aparicién de pequenos dominios (cerca de 2% del area total) en un rango
amplio de presiones (15-38 mN/m) y el cambio marcado de la pendiente
en la transicién estan ligados con esta gran diferencia en el ajuste lineal.

Percolacion y normalizacién de E

La percolacién en los sistemas de dos fases juega un papel importante en la
teoria de medio efectivo, de las imagenes de BAM se obtuvieron los valores
de area condensada a la cual cada una de las monocapas estd en proceso

Figura 5.16: Médulo de compresibilidad normalizado contra el porcentaje
de area condensada menos el limite de percolacién de acuerdo a imagenes
de BAM. La linea negra vertical indica la percolacion.
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XDPPC Pc( %) de BAM PC( %) de EvsA
1.00 95.0 £ 2.0 99.8 &+ 0.2
0.90 94.0 + 2.0 98.0 & 2.0
0.80 92.0 £ 4.0 89.0 + 3.0
0.70 88.0 £ 5.0 82.0 + 3.0
0.50 92.0 + 3.0 88.0 £ 3.0
0.35 86.0 & 6.0 87.0 & 5.0
0.25 85.0 & 4.0 76.0 £ 7.0
0.15 85.0 & 6.0 78.0 £ 7.0
0.00 84.0 £ 6.0 79.0 £ 6.0

Cuadro 5.2: Valores de area condensada en los cuales la monocapa muestra
percolacion. Obtenidos tanto de imagenes de BAM como del cambio de
pendiente del médulo de compresibilidad a presiones arriba de la transicién
de fases.

de percolacién (Cuadro [5.2)). Los valores del Cuadro se obtuvieron del
andlisis de imagenes de BAM y del cambio de pendiente del médulo de
compresibilidad (Figura derecha) a presiones mayores a la transicién
de fases.

Para modelar el médulo de compresibilidad tomando en cuenta la per-
colacién de la monocapa se usé la ecuacién [2.13] en la cual se necesitan los
valores de F. y E. del Cuadro La Figura [5.16| muestra los moédulos
de compresibilidad normalizados graficados contra el porcentaje de area
condensada menos el porcentaje de drea condensada en el cual la mono-
capa muestra percolacién de acuerdo a las imdgenes de BAM. En general
hay un comportamiento de crecimiento del médulo normalizado cuando la
monocapa se encuentra cerca de la percolacién, siendo mas marcado en las
monocapas xXpppc = 0.00,1.00.

De acuerdo a la Figura los médulos normalizados comienzan a
subir arriba de 0.5 si la monocapa estd cerca al menos del 20% de la
percolacion, en la mayoria de ellos el crecimiento es abrupto.
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Reologia de cizallamiento interfacial

Para los experimentos de reologia de cizallamiento interfacial se asegurd
que el sistema se encontrara en un regimen de viscoelasticidad lineal. Esto
se llevé a cabo con mediciones de barrido en deformacién (\) a frecuencia
constante (w = 1.26 rad/s), del cual se obtiene un médulo complejo de
cizallamiento interfacial (G*),

oc=G*)\

La Figura [5.17] muestra estos datos para monocapas de DPPC a 20
mN/m y a 30 mN/m, en la cual al menos hasta 5% y 1% respectivamente
la deformacién de cizallamiento en el sistema permanece en un régimen
lineal, atin cuando el equipo no llega a deformaciones mas altas se eligié la
misma amplitud de deformacion para todos los sistemas.

La Figura [5.18] muestra los médulos viscoeldsticos en barridos de fre-
cuencia angular. Las monocapas xpppc = 1.00 y 0.90 muestran un com-
portamiento viscoelastico similar, aumentando la magnitud de sus médulos

Figura 5.17: Deformacion a la cual el sistema tiene una respuesta lineal.
Los circulos azules son a 20 mN/m y los tridngulos rojos a 30 mN/m
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al aumentar la presion superficial. El comportamiento de quiebre del médu-
lo eldstico (G’) ya ha sido observado en monocapas de DPPC [22], y estd
asociado a un rompimiento de la parte elastica al aumentar la frecuencia de
oscilacién. En general este comportamiento se ve en todas las monocapas
con diferente magnitud.

La monocapa xpppc = 0.00 muestra una respuesta reolégica muy baja
(con respecto a la superficie de agua pura). En las presiones analizadas la
monocapa se encuentra con pequenos dominios con area total menor a 3 %.
Una posible razén para la falta de respuesta ante la cizalla es la forma de
las méleculas, al tener una forma de cono invertida tienen una mayor pro-
babilidad de cambiar su inclinacién permitiendo la deformacién no forzada.
En la Figura se ve el mismo comportamiento para G” en cada presion,
mientras que G” tiene un valor muy pequeno y disminuye rdpidamente.

La monocapa xpppc = 0.50 es la tinica que muestra un intercambio de
G' > G" a G' < G” en las tres presiones analizadas. También se observa
que la parte viscosa G” se mantiene en el mismo valor en las tres presiones
probablemente consecuencia del POPE. Por otro lado G’ aumenta ligera-
mente hasta llegar a un valor maximo a partir del cual comienza a caer.

La Figura [5.19| muestra los médulos viscoelédsticos de cizallamiento pa-
ra xpppc = 1.00, 0.90, 0.70, 0.50, 0.35, 0.25, 0.15, 0.10, y 0.00 medidos a
w = 0.13 rad/s. Podemos observar en las tres presiones analizadas el mismo
comportamiento, el médulo viscoso G” crece al aumentar xpppc con una
caida que crece al aumentar la presion en la monocapa 0.50. Para el mdédulo
eldstico tenemos que a 30 mN/m hay un incremento en la magnitud al au-
mentar xpppc, a 20 mN/m la magnitud se mantiene constante a partir de
Xpppc = 0.35, mientras que a 10 mN/m hay un méximo en xpppc = 0.50.

De estos analisis podemos concluir que el sistema crece en resistencia
a la cizalla al aumentar xpppc, esto esta relacionado con la composicién
de fases de la monocapa, ya que a una presion fija la monocapa esta en un
estado mas condensado al aumentar xypppc. Debido a que la reologia de
cizallamiento da informacién de la estructura, este andlisis también senala
que la geometria molecular estd relacionada con la resistencia a la cizalla,
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siendo la molécula de POPE (cono invertido) la que tiene una mayor mo-
vilidad angular con respecto a la normal de la superficie, mientras que la
geometria mas coénica del DPPC con drea mayor en la parte hidrofilica lo
restringe a tales movimientos.

Figura 5.18: Mddulos viscoelasticos de cizallamiento de las monocapas
xpprprc = 1.00, 0.90, 0.50, 0.25 y 0.00 respectivamente.
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5.3.3. DPPC y nanoparticulas
Nanoparticulas

En esta seccion se analizan los resultados obtenidos de monocapas de DPPC
mezclados con nanoparticulas constituidas de un nicleo de quitosano-éci-
do polilactico glicdlico (PLGA) y una coraza de oro sintetizadas por Diego
Gémez en su tesis de maestria en la Universidad Auténoma Metropolita-
na campus Cuajimalpa bajo la direccién del Dr. José Campos Teran. Las
nanoparticulas tienen un tamano de 167.2 +51.93 nm y fueron funciona-
lizadas con albimina de suero bovino (BSA), dicha funcionalizacién sirve
también como estabilizante (potencial zeta de —32.4 £5.78 mV). Las na-
noparticulas se mantuvieron en solucién de agua MilliQ) y su concentracién

Figura 5.19: Médulos viscoelasticos de cizallamiento de varias monocapas
a una frecuencia de 0.13 rad/s.
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fue de aproximadamente 1 x 1078 M.

El PLGA es uno de los polimeros biodegradables mejor desarrollados,
y es muy atractivo debido a su biocompatibilidad, su protecciéon contra
la degradacidn, la posibilidad de la liberacién sostenida, la posibilidad de
dirigirse a érganos y células especificas, entre otras. La agencia de admi-
nistracién de alimentos y medicamentos (FDA, USA) y la agencia europea
de medicamentos (EMA, UE) lo aprueban en el desarrollo de entrega de
medicamentos y se han usado en vacunas, tratamientos contra el cancer,
inflamacion y otras enfermedades.

Figura 5.20: Izquierda. Muestra las isotermas de monocapas de DPPC y
mezclas de DPPC con nanoparticulas depositadas en la subfase medidas
con diferentes tiempos en los cuales ocurre la difusion. Derecha. Esque-
ma de una posible configuracién de las moléculas de DPPC (circulos gri-
ses) en presencia de las nanoparticulas (circulos dorados), para particulas
inicialmente depositadas en la subfase (A) y para particulas inicialmente
depositadas en la intercara (B).
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Isotermas

La Figura Izquierda muestra las siguientes mediciones (con T =
20°C):

1. Isoterma de DPPC (1 mg/ml) con 20 minutos de espera para la eva-
poracion del cloroformo.

2. Isotermas de DPPC (1 mg/ml) en las cuales se depositaron 200 ul
nanoparticulas en la subfase con una concentracién de 1 x 1072 M.
Los tiempos de difusién de las nanoparticulas fueron tomados después
de la evaporacion del cloroformo, 20 y 40 minutos..

3. Isoterma de DPPC (1 mg/ml) en la cual se depositaron 2 ul sobre la
superficie del agua.

Cuando se depositan las nanoparticulas en la subfase es necesario es-
perar para que se difundan y lleguen a la intercara. En la Figura [5.20] se

Figura 5.21: Deformacion a la cual los sistemas DPPC y DPPC-NP tienen
una respuesta lineal. Para DPPC los circulos azules son a 20 mN/m y los
tridngulos rojos a 30 mN/m. para DPPC-NP los tridngulos verdes son a 20
mN/m y los tridngulos negros son a 30 mN/m.
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observan isotermas a dos tiempos de difusién diferentes 20 y 40 minutos,
podemos apreciar que hay un cambio ligero, indicando que las nanoparticu-
las comienzan a tener una competencia entre su adsorcién y un secuestro
de moléculas de DPPC de la intercara hacia el bulto.

Se puede apreciar que cuando las nanoparticulas se depositan directa-
mente en la intercara el drea por molécula se ve reducida a una presion
fija, esto indica que las nanoparticulas en su mayoria permanecen en la
intercara.

Reologia de cizallamiento

La Figura [5.21) muestra las mediciones del régimen de viscoelasticidad li-
neal mencionadas en la seccién anterior y son comparadas con el sistema
que incluye nanoparticulas, la frecuencia es la misma (1.26 rad/s). Pode-
mos observar que a 20 mN/m la respuesta del sistema es mayor para una
deformacién fija, mientras que para 30 mN/m la respuesta es muy pareci-
da. Esta diferencia en las presiones esta relacionada con la constitucion de
fases en la monocapa, a 30 mN/m la monocapa se encuentra en un estado
100 % condensado, mientras que a 20 mN/m atin hay pequenos espacios

Figura 5.22: Comparacion de moédulos viscoeldsticos de cizallamiento de
monocapas de DPPC y DPPC-NP después de 40 minutos de difusién a
una frecuencia de 1.26 rad/s.



136 CAPITULO 5. RESULTADOS

entre los dominios de la fase LC.

La Figura[5.22]muestra los médulos de elasticidad y viscosidad de mono-
capas de DPPC (izquierda) y DPPC-NP después de 40 minutos de difusién
(derecha). Se puede observar que en general los médulos tienen una mag-
nitud mayor, en el rango de frecuencias estudiadas la contribucion elastica
(G') no tiene la caida representativa de las monocapas sin nanoparticulas
(Figura a la presion de 30 mN/m , a 20 mN/m comienza a caer al
final y para 10 mN/m también se ve recorrido a frecuencias mayores.

Otro factor apreciable en cada una de las contribuciones elasticas son
los pequenos aumentos entre w = 3 rad/s y 7 rad/s, esto debe estar rela-
cionado con la entrada de nanoparticulas en la intercara dando una mayor
respuesta del sistema. En la contribucién viscosa (G”) este aumento local
no es perceptible, sin embargo la magnitud de este mdédulo es mayor que
para la monocapa de DPPC a cualquier frecuencia.
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Conclusiones

En esta tesis se reportan los efectos hidrofébicos-hidrofilicos como uno de
los pricipales componentes de este tipo de sistemas, si no existiera cierto
grado de insolubilidad debido a la parte hidrofébica las moléculas no per-
manecerian en la superficie. Por lo tanto en la seccién 5.1 y 5.2 reportamos
experimentos que ayudan a entender estos aspectos. Se encontré que el
numero de carbones en las colas hidrofébicas asi como el punto de fusién
esta directamente relacionado con el area molecular promedio que estos
ocupan en la superficie asi como la presiéon superficial que ejercen, efec-
to mostrado al disminuir la tensién superficial del agua. Se observé que
su compresibilidad mecanica estd ligada a estas interacciones hidrofébicas-
hidrofilicas. También se relacionaron los efectos de la formacién de enlaces
hidrégeno entre las partes polares de las moléculas, asi como sus interac-
ciones estéricas con los resultados termodinamicos.

También en esta tesis reportamos los efectos de la adicién de lipidos
insaturados a monocapas de lipidos saturados, en sus propiedades termo-
dindmicas y mecanicas. Encontramos que la fase de coexistencia LE — LC
de DPPC y DSPC se recorren a mayores presiones superficiales al incremen-
tar la fracciéon molar de POPE en la monocapa, en el caso de DPPC-POPE
esto fue corroborado por medio de microscopia de angulo de Brewster. Co-
mo en otros sistemas lipidicos la presiéon superficial no es constante en la
regién de coexistencia. Para el sistema DPPC-POPE comprobamos que
el médulo eldstico de compresién incrementa con la cantidad de fase LC,

137
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pero no sigue un modelo simple de medio efectivo. En general podemos
asumir que las diferencias ocurren debido a que al comprimir, los dominios
crecen a una mayor velocidad que la velocidad de compresién, pero no lo
suficientemente rapido como para alcanzar un equilibrio termodindamico,
en el cual el médulo deberia ser cero. Antes de alcanzar la fase LC, la fase
condensada comienza a percolar y el modulo no cambia significativamente
hasta que comienza el colapso de la monocapa. El umbral de percolacion
es considerablemente alto, lo cual sugiere que hay interacciones repulsivas
entre los dominios. El comportamiento encontrado en el médulo de cizalla-
miento es consistente con esto.

En particular para el sistema DPPC-POPE, al observar imagenes de
microscopia encontramos que aparece un cambio de forma de los dominios
que ocurre en la soluciéon equimolar. Este cambio de forma esté relacio-
nado con el cambio en la tension lineal de los dominios, el cual los hacer
pasar de dominios tipo trisquel a dominios tipo alga-marina. En esta mez-
cla equimolar, el cambio abrupto en la pendiente de la isoterma es poco
visible y ambos moédulos de compresion y cizallamiento tienen un minimo a
presiones supeficiales relativamente grandes. Al comparar monocapas que
llegaron al 100 % de condensacién podemos observar que la mezcla equi-
molar necesita una menor energia para ser comprimida, lo cual indica un
mejor arreglo entre moléculas. Los calculos de los médulos de cizalla en un
rango de frecuencias muestran que el comportamiento de la mezcla equimo-
lar tiene un cambio drastico al compararse con las demas, aumentando su
modulo eldstico a bajas frecuencias en comparacién con las deméas mezclas.

Para el sistema DPPC-nanoparticulas reportamos un corrimiento en
la tension superficial del DPPC al realizar la mezcla. Esto indica que las
nanoparticulas comienzan a competir por la superficie incluso secuestran-
do moléculas lipidicas. Los resultados de reologia interfacial muestran que
las propiedades mecénicas se ven incrementadas (por el incremento de los
modulos) al introducir las nanoparticulas, esto sugiere una estructura mas
compleja donde puede existir adsorcion y desorciéon de moléculas, de ahi que
el modulo eldstico no disminuya drasticamente como lo hace para DPPC
puro.
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Para resumir los datos encontrados: explicamos el comportamiento bajo
compresion de la fases en coexistencia de las monocapas lipidicas y mezclas
de ellas usando la dependencia con su respuesta mecanica. La percolacion
de los dominios originé informacion sobre las interacciones de los domi-
nios. Encontramos una correlaciéon entre los comportamientos mecanicos
de compresién y cizallamiento.

Estos resultados son un paso mas para un mejor entendimiento del com-
portamiento de las membranas bioldgicas y sus respuestas ante estimulos
mecdanicos. Estas membranas contienen no solo una mezcla de lipidos sino
también proteinas y moléculas pequenas como colésterol. Hoy en dia se
sabe de una actividad considerable en balsas lipidicas que no son otra cosa
que una separacion de fases dentro de una bicapa lipidica y donde las pro-
telnas tienden a segregarse, esto es un hecho de suma importancia para el
entendimiento de membranas y sus funciones. Asi, clarificar el proceso de
la separacién de fases es una meta importante.
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Perspectivas de este trabajo
a futuro

Las perspectivas de este trabajo para el futuro son:

1. Realizar experimentos de reologia interfacial y termodinamicos en
mezclas de lipidos que incluyan nanoparticulas para obtener infor-
macién sobre su interacciéon en procesos biolégicos modelo.

2. Comparar los resultados sobre la teoria de medio efectivo con mezclas
de otros lipidos.

3. Continuar con la escritura de al menos otro articulo con los datos
obtenidos.

4. Continuar con la construccién de un reémetro interfacial magnético.
En este tipo de sistemas atn quedan muchas preguntas que no tiene

una respuesta a la que se pueda llegar de forma sencilla, por lo que hay
mucho por hacer.
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Apéndice A

Numeros adimensionales

A.1. Numero de Deborah

Maxwell introdujo la idea de flujo viscoso como la manifestacion del decai-
miento en la energia eldstica almacenada. Siguiendo este concepto veremos
como surge naturalmente una cantidad adimensional, el namero de Debo-
rah (De). Consideremos una pieza de materia en la cual todas las moléculas
o particulas (ya sean pequenas o grandes) han tenido tiempo suficiente pa-
ra difundirse y alcanzar un estado de minima energia. Si se aplica una
deformacién instantanea que perturbe el material, almacenaremos energia
porque la estructura ha sido alterada y las moléculas pasan a un estado
de mayor energia. Si mantenemos la materia en esta nueva forma, poco a
poco las moléculas comenzardn nuevamente a difundirse hasta alcanzar un
estado de energia minima equivalente al inicial, ain cuando la forma origi-
nal se haya perdido, es decir, ocurrié un flujo viscoso. Podemos definir el
tiempo caracteristico que le toma en ocurrir a este proceso como el tiempo
de relajacion de esfuerzo, T, del material. Con esto, definimos el nimero
de Deborah como

D, = (A1)

-
t

La relajacion del esfuerzo resultante en una deformacién puede obser-
varse experimentalmente y podemos darnos cuenta que es el resultado del
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movimiento difusivo de los elementos microestructurales. De esta forma
podemos clasificar los diferentes tipos de materiales en dependencia di-
recta del tiempo t, es decir, del tiempo de observacion experimental. Asi,
podemos clasificar el comportamiento de los materiales en tres categorias
[128]

D.>1 D, ~ O(1) D.x1

tipo sélido viscoelastico tipo liquido

El caso mas comtunmente citado es el de la boligoma, hecha de polimero
de dimetil-siloxano. Si se tirado fuertemente muestra fragilidad, como un
solido pero si tira suavemente fluye como un liquido viscoso. El tiempo
de relajacién para este material es = 1s. Después de t = 57 el esfuerzo
decae a un 0.7 % de su valor inicial por lo que el material pierde su forma
original. Esto es, se puede decir que el material tiene una memoria de
5s. Muchos otros materiales de uso comun tienen tiempos de relajacién
cercanos a 1s. Entre ellos se encuentran los detergentes espesos, productos
de higiene personal y pinturas de latex. Esto no es una coincidencia, y este
tiempo de relajacién es deliberadamente escogido ajustando las formulas
para crearlos. La razon de esto es que 1s estd en el centro de nuestra escala
de tiempo, nuestro sistema nervioso responde en escalas de tiempo desde
1ms hasta 1ks, si un material tiene un tiempo de relajacion dentro de esta
region, observaremos texturas ttiles e interesantes.

A.2. Numero de Péclet

Aunque el nimero de Deborah es puramente basado en mediciones expe-
rimentales, es decir, observaciones del comportamiento material de bulto.
El nimero de Péclet, se determina por medio de la difusividad de los ele-
mentos microestructurales, y es una cantidad adimensional dada por la
escala de tiempo del movimiento difusivo relativo al flujo convectivo. El
coeficiente de difusion, D, es dado por la relacién de Stokes-Einstein (para
una particula esférica difundiéndose en un medio viscoso):
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Figura A.1: El tiempo que toma por unidad de deformacién en cizallamiento
es 1 =2/u.

D= /ﬁ:BT
6mnoa

(A.2)

Donde kp es la constante de Boltzmann, 7g la viscosidad del medio liquido,
y a el radio de la particula o molécula en difusién. Podemos usar la ecuacién
para estimar el tiempo que le toma a una particula en difusiéon moverse
un distancia caracteristica. Por lo tanto, tiene sentido tomar el radio de la
particula como la distancia caracteristica y con esto obtenemos la ecuacién
de Einstein-Smoluchowski [92]

a 6mmnoa o
t = — = .
“T DT kT “
Y de esta forma
6 3
;. _ bmmoa® (A.3)

kT
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El tiempo caracteristico para el flujo en cizallamiento es el reciproco de
la tasa de cizallamiento (¥~!). Esta tasa de cizallamiento es el tiempo que
le toma a un elemento cibico del material deformarse a un paralelogramo
con angulo de 45° como se muestra en la Figura El ntimero de Péclet
puede escribirse como:

_ 67r770a3ﬁ

P,
€ HBT

(A4)

Un problema interesante surge cuando consideramos una solucién coloidal
compleja donde los componentes en difusién son mucho més grandes en
tamano que las moléculas del soluto. En sistemas diluidos la ecuacién [A.4]
tendra un valor adecuado pero no cuando el sistema se concentra mas,
es decir, el sistema en si se vuelve una fase condensada. Las interacciones
entre los componentes en difusiéon disminuyen su movimiento e incrementan
su viscosidad. La cantidad apropiada para esta situacién debe contener la
viscosidad del sistema y no la del medio y por lo tanto obtenemos

6rado
P, = A5
¢ KZBT ( )

Donde el esfuerzo de cizallamiento, ¢ = 7%, ha sido utilizado para hacer
una clara distincién con respecto a la ecuacién

A.3. Numero de Weissenberg

El niimero de Weissenberg es un nimero adimensional utilizado en el es-
tudio de flujos viscoelasticos y fue llamado asi por Karl Weissenberg. Este
nimero compara los efectos debidos a las fuerzas viscosas y las fuerzsas
eldsticas. Puede escribirse de varias formas, pero usualmente estd dado por
la relacion entre el tiempo de relajacion del esfuerzo del fluido y un proceso
de tiempo especifico. Por ejemplo, en un esfuerzo de cizallamiento simple,
el numero de Weissenberg estd definido como la tasa de cizallamiento
multiplicado por el tiempo de relajacién 7

Fuerzas viscosas wy

= = = A A6
° " Fuerzas eldsticas  Fu T ( )
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Figura A.2: Muestra los diferentes comportamientos del fluido al comparar
los valores del numero de Weissenberg y el nimero de Deborah.

Donde p es la viscosidad dindamica, F es el médulo elastico de compresién
y u es la deformacién de compresion. Ya que este nimero es obtenido de
un escalamiento en el esfuerzo por medio de los tiempos de observacién,
puede escribirse de diferentes formas dependiendo la tasa de cizallamiento
o de compresion, y de la longitud caracteristica del sistema.

En la literatura usualmente se confunde el niimero de Weissenberg con
el nimero de Deborah. Sin embargo, su significado fisico es diferente. El
nimero de Weissenberg indica el grado de anisotropia u orientacién genera-
do por la deformacion y es apropiado para describir el flujo bajo esfuerzos
constantes [129] 130], tal como cizallamiento simple. A diferencia del nime-
ro de Deborah que debe usarse para describir flujos que se encuentran bajo
esfuerzos no constantes [I31] usados en materiales eldsticos, y fisicamente
representa la tasa a la cual la energia elastica es almacenada o liberada.

A.4. Numero de Boussinesq

Cuando se disenia un aparato que mida las propiedades interfaciales de-
ben de tener un sensitividad adecuada para detectar los esfuerzos en la
superficie en presencia de la subfase. Para describir mas detalladamente
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Figura A.3: La geometria de la aguja magnética permite una mejor medi-
cién de las propiedades interfaciales.

las interacciones entre la monocapa con la subfase, es necesario el uso de
un numero adimensional que relacione los dos componentes de arrastre
experimentados por alguna sonda reologica

arrastre superficial B Msip ¢ s P, L’C/, AT

By = = —
O™ Arrastre de la subfase prmAe w A L,

Donde By es conocido como el nimero de Boussinesq [132], u representa
la viscosidad de la subfase, us la viscosidad superficial, v la velocidad ca-
racteristica, L. y L” son las escalas de longitud caracteristica a las cuales
la velocidad decae en la superficie y en la subfase, respectivamente, P, es
el perimetro de contacto entre la sonda reoldgica y la interface, y A. es el
area de contacto entre la sonda y la subfase. Podemos reescribir el niimero
de Boussinesq como

By =12 (A.8)
1a
Donde a es un parametro con unidades de longitud y esta relacionado con
la geometria de la sonda [133].
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1. Si la sonda tiene una geometria bicénica o de anillo, el parametro
estd relacionado con el radio de la figura y su valor se encuentra
usualmente en el orden de centimetros.

2. Para la sonda magnética (Figura|A.3)), la cual fue usada en esta tesis,
el parametro estd determinado por el radio de la aguja y se encuentra
en el orden de milimetros.

Cuando By > 1, el arrastre experimentado por la sonda predomina por
las interacciones superficiales; cuando By < 1, se estdn midiendo princi-
palmente las propiedades de la subfase. Asi, la forma de la sonda estara
directamente relacionada con la medicion de las propiedades interfaciales
al variar P, y A, (pardmetro a de la geometria). El nimero de Boussi-
nesq refleja un criterio que relaciona la importancia de la reologia de bulto
con la interfacial. En general, este nimero sera relativamente mas grande
mientras mas grande sea la adsorcién del surfactante que tiene el efecto de
producir una viscosidad interfacial grande.
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Apéndice B

Métodos numeéricos

B.1. Derivaciéon: Mdédulos de compresibilidad

En nuestros experimentos la variable II depende del drea molecular A, es
decir, IT = TI(A), pero sélo conocemos los valores de II en un conjunto
finito de puntos, obtenidos de informacion experimental:

(A1,1I1), (A2, I12), ..., (Ap, II,,) (B.1)

Para continuar los calculos de mddulos de compresibilidad necesita-
mos encontrar la derivada de esta funcion discontinua. Nuestro objetivo es
aproximar la pendiente de la curva Il en un punto particular A = A; en
términos de II(A;) = II; y el valor de II en el punto siguiente A = A;
dado por II;11. De cursos bésicos de céalculo:

iy — 11
Aip1 — A
Esta es la diferencia dividida de primer orden por el lado derecho. Un

método alternativo es usar la diferencia dividida por le lado izquierdo,
dada por:

I(A;) = I, ~ (B.2)

i — i
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Figura B.1: Las tres diferentes aproximaciones para II'.

Ya que los errores del lado derecho e izquierdo tienen signos diferentes,
se puede usar un promedio entre ambos métodos, dando un mejor resultado
que al usar alguno de ellos por si solo.

Si los puntos estan igualmente espaciados (las mediciones son realizadas
con el mismo espacio de tiempo por lo que el drea se reduce de la misma
forma), es decir, A;41 — A; = A; — A;_1 = h, entonces el promediar hacia a
la izquierda y hacia la derecha nos lleva a una expresién simétrica (Figura

B.1)):

T ~ Iy — 11

[~ (B.4)

conocidas como diferencias centrales. En los experimentos las variaciones
de la presiéon a grandes dreas por molécula son muy sensibles por lo que a
veces no basta con hacer la aproximacién de la ecuacién si no que es
necesario tomar otros puntos més alejados al punto de interés.

B.2. Integracion: Energias de mezclado

En el caso de las energias de Gibbs de mezclado AG, usamos el método
numérico de la regla del trapecio para aproximar el valor de la integral
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Figura B.2: Subdivisién del intervalo para obtener la integral de la funcién
A(IT).

definida de A(II), obtenida experimentalmente:

1
/A(T()dﬂ' (B.5)
0

Ya que la funcién estd compuesta por un ntimero finito de puntos en el
intervalo [0, IT], el cual podemos dividir en n subintervalos de igual longitud

Am =

% (B.6)

Usando los n + 1 puntos (Figura |B.2))

m =0, m=An, m=24Aw, ..., w,=nArn=1I

Donde podemos obtener cada uno de estos valores de los datos experimen-
tales
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Figura B.3: Areas de trapezoides separandolos en su correspondiente
tridngulo y rectdngulo.

Ao = A(llp), Ay =A(L), Ay=A(Il),..., A, = A(ll,)

Una vez obtenidos los valores A y m podemos aproximar la integral usan-
do los n trapezoides que se forman entre cada par de puntos (m;—1, A;—1)
y (7, A;), para 1 < i < n, uniéndolos con una linea recta.

El area de cada trapezoide es obtenida sumando el area del rectangulo
y del tridngulo formados en cada trapezoide (Figura |B.3])

(Ao + A1)AT

Area = AgAm + - (A1 Ap)Am = 5

Asi, si sumamos las areas de los n trapezoides, obtenemos la aproxima-
cion:

11

/A A(] + Al)A n (Al + AQ)ATF
2 2

0

<A2 —|—;43)A7T I (An—l —;AH)AW




B.2. INTEGRACION: ENERGIAS DE MEZCLADO 155

Que se puede simplificar para obtener la formula para la regla del trapecio

11
A
/A(ﬂ')dﬂ' ~ 771— (AO —+ 2A1 —+ 2A2 + .-+ 2An—1 + An) (B7)
0
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Apéndice C

Calculo de areas
condensadas

Las imédgenes obtenidas por medio de BAM fueron tratadas con ImagelJ. El
primer paso es aplanar la imagen usando un filtro bandpass con condicio-
nes diferentes para cada imagen, aunque en general los mismos pardmetros
funcionan. En algunas ocasiones después del filtro es necesario realzar el
contraste entre los dominios y el fondo. Como ultimo paso se convierte la
imagen a binaria la cual solo consta de blancos y negros (ver Figura .

Una vez obtenida la imagen binaria se obtienen histogramas sobre los
pixeles, del cual usando la ecuacién

.
A(%) = —tblancos 1 (C.1)

Pi$negros
se obtiene el porcentaje de area condensada. Y el porcentaje de area en

fase expandida es A, = 100 — A..

C.1. Calculo de Errores

Los errores de la medicion de areas a una presion fija fueron calculados
midiendo de 2 a 3 imagenes y en diferentes lugares. Las figuras y
muestran ejemplos de monocapas de DPPC a las cuales se tomaron 3

157
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imagenes diferentes a la misma presién y se calcularon sus areas.

Para monocapas de DPPC a una presién de 5.2mN/m, la Figura
Arriba se tiene

Pizyiancos 19795
A =100 X ——— =100 x 4.728
1( %) PiTnegros 418704 %
Para la Figura [C.2} Medio se tiene
Pixblancos 16247
Ase( %) =100 x ———————— =100 = 3.898 %
2e( %) " Pinegros " 429026 °

‘-"‘h -‘}-‘r "

Figura C.1: Izquierda-Arriba. Imagen original. Derecha-Arriba. Ima-
gen después del filtro. Abajo. Imagen binaria.
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Para la Figura [C.2} Abajo se tiene

Pibiancos 27031
Ase(%) = 100 x —tlancos _ 1 5 =0~
3 %) " Pinegros " 4209026

=6.288%

Figura C.2: Izquierda. Imdagenes originales de monocapas de DPPC a
5.2mN/m de presién superficial. Derecha. Imdgenes binarias correspon-
dientes.
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De estos resultados obtenemos el promedio

Ac( %) — AlC( %) + A203( %) + Agc( %)

=4.971%

Figura C.3: Izquierda. Imégenes después del filtro bandpass y realzado
de contraste de monocapas de DPPC a 10.0mN/m de presién superficial.
Derecha. Imégenes binarias correspondientes.
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y también la desviacién estandar

AA(%) = \/Zivzl(Ac(]?)__l A _ 1 519

Para monocapas de DPPC a una presién de 10.0mN/m, la Figura
Arriba se tiene

Pixpiancos 145905
A =100 x ——— =100 x = 84.633
1( %) PiZpnegros 172398 %
Para la Figura [C-3}Medio se tiene
Pixpiancos 146313
A =100 X ——— =100 = 84.221
2:( %) P negros " 173724 %
Para la Figura [C.2} Abajo se tiene
Pixpiancos 138460
A =100 X ——— =100 = 87.436
3:(%) " Pinegros " 158355 i’
De estos resultados obtenemos el promedio
- A A A
A(%) = 10(%) + Ase( %) + Ase(K) _ g5 45

3

y también la desviacion estandar

) = [ B 0

Los resultados obtenidos para presiones son

Aee( %) = 4971+ 1.21%
Ace( %) = 85.43 + 1.74 %

para 5.2mN/m y 10.0mN/m respectivamente. En general el error en el
porcentaje de drea condensada no supera el 2 %.
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Apéndice D

Imagenes de BAM

En este apéndice se muestran imagenes de BAM representativas de cada
mezcla en las siguientes presiones:

1. 6mN/m
2. 12mN/m
3. 18mN/m
4. 25mN/m
5. 30mN/m
6. 35mN/m
7. 40mN/m
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Figura D.1: Imdgenes de BAM para la mezcla xpppc = 1.00, las imégenes
son para presiones alrededor de 6 mN/m, 12 mN/m, 18 mN/m, 25 mN/m,
30 mN/m, 35 mN/m y 40 mN/m.
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Figura D.2: Imagenes de BAM para la mezcla xpppc = 0.90, las imédgenes
son para presiones alrededor de 6 mN/m, 12 mN/m, 18 mN/m, 25 mN/m,
30 mN/m, 35 mN/m y 40 mN/m.
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Figura D.3: Imdgenes de BAM para la mezcla xpppc = 0.80, las imégenes
son para presiones alrededor de 6 mN/m, 12 mN/m, 18 mN/m, 25 mN/m,
30 mN/m, 35 mN/m y 40 mN/m.
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Figura D.4: Imagenes de BAM para la mezcla xpppc = 0.70, las imégenes
son para presiones alrededor de 6 mN/m, 12 mN/m, 18 mN/m, 25 mN /m,
30 mN/m, 35 mN/m y 40 mN/m.
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Figura D.5: Imdgenes de BAM para la mezcla xpppc = 0.50, las imdgenes
son para presiones alrededor de 6 mN/m, 12 mN/m, 18 mN/m, 25 mN/m,
30 mN/m, 35 mN/m y 40 mN/m.
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Figura D.6: Imagenes de BAM para la mezcla xpppc = 0.35, las imédgenes
son para presiones alrededor de 6 mN/m, 12 mN/m, 18 mN/m, 25 mN /m,
30 mN/m, 35 mN/m y 40 mN/m.
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Figura D.7: Imdgenes de BAM para la mezcla xpppc = 0.25, las imégenes
son para presiones alrededor de 6 mN/m, 12 mN/m, 18 mN/m, 25 mN/m,
30 mN/m, 35 mN/m y 40 mN/m.



171

Figura D.8: Imagenes de BAM para la mezcla xpppc = 0.15, las imédgenes
son para presiones alrededor de 6 mN/m, 12 mN/m, 18 mN/m, 25 mN /m,
30 mN/m, 35 mN/m y 40 mN/m.
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Figura D.9: Imdgenes de BAM para la mezcla xpppc = 0.00, las imagenes
son para presiones alrededor de 6 mN/m, 12 mN/m, 18 mN/m, 25 mN/m,
30 mN/m, 35 mN/m y 40 mN/m.
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ABSTRACT: The mechanical properties of lipid monolayers and their responses to shear
and compression stresses play an important role in processes such as breathing and eye
blinking. We studied the mechanical properties of Langmuir monolayers of a model
mixture, composed of an unsaturated lipid, 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-phosphoetha-
nolamine (POPE), and a saturated lipid, 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-phosphocholine
(DPPC). We performed isothermal compressions and sinusoidal shear deformations of
these mixed monolayers. Also, the different phases were observed with Brewster angle
microscopy. We found that the mechanical behavior is affected by the miscibility of both
lipids. In the two-phase region, the compression elastic modulus increases with the amount
of the LC phase but does not follow the predictions of a simple effective medium model.
The discrepancies arise from the fact that, upon compression, the domains grow at a rate
faster than the compression rate but not fast enough to reach thermodynamic equilibrium.
Before reaching the LC phase, domain percolation is observed and compression and shear
moduli become equal to those of the pure LC phase. Most of the monolayers behave as

viscoelastic fluids at the frequencies investigated. A minimum in the compression modulus and shear viscosity was observed for

mixtures close to equimolar composition, with the minimum being accompanied by a change in domain shapes.

Bl INTRODUCTION

Understanding the physical properties of lipid bilayers is
closely related to the biological function of cells."”” Lipid
bilayers provide mechanical stability to the membranes as well
as a fluid environment allowing proteins and other molecules
to move along or across these membranes. The bilayers are
composed of mixtures of lipids with saturated and unsaturated
chains in order to be able to modulate the cell mechanical
response to various types of stresses. In the breathing process,
the lung cell membranes are exposed to huge changes in
surface pressure; in the eye blinking process, the lipid surface
layer experience a shear stress every 2—10 s.” Mixed lipid
monolayers have proven to be adequate models to tackle cell
membrane mechanics. However, few such studies have been
published so far, although they could bring important insights
and innovation, for instance in medical treatments of diseases
related to dry eye and breathing deficiencies.” Important
advances in the understanding of the mechanical behavior of
lipid monolayers were published recently.(‘ This motivated us
to undertake a study of mixtures of saturated and unsaturated
lipids.

Depending on the particular lipid and on temperature, the
mechanical response of mixed lipid monolayers is rather
complex. Pure lipids and lipid mixtures usually present a so-
called liquid expanded (LE) phase at low surface pressure and a

v ACS Pub“cations © 2019 American Chemical Society

liquid condensed (LC) phase at high surface pressure, separated
by a phase coexistence region.7 The surface pressure is not
constant in the coexistence region, a feature that attracted
much interest in the past and was first attributed to impurities.®
More recently, the role of the liquid condensed domains
nucleating in the LE phase was considered. When the domains
are not able to incorporate material freely during compression,
the monolayer is not in thermodynamic equilibrium, and the
compression modulus is not equal to zero as in the
thermodynamic limit; the faster the compression, the larger
the delay in domain growth, the higher the modulus and the
closer the behavior to that of a composite with rigid elements.
Such composites are usually described by effective medium
theories.” In their simplest version, the compressibility (inverse
of elastic compression modulus) of the mixed monolayers is
the sum of the compressibility of each coexisting phase
weighted by the percentage of area occupied by each phase. In
these models, the linear elasticity of heterogeneous materials is
not sensitive to the details of the microstructure, and in
particular to anisotropy.lo
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Such a description was applied recently to lipid mixtures by
Caruso et al. in the region of LE—LC coexistence.® Although
the compression modulus was nonzero, the effective medium
theory failed to describe their results. In addition, a percolation
behavior was observed close to the LC phase, where the LC
domains become macroscopically connected and the measured
modulus becomes equal to the modulus of the LC phase.
Similar approaches were used to describe the shear rheology of
lipid monolayers; this problem is simpler because the area of
the domains remains constant during a shear deformation. The
shear viscosity of mixed lipid monolayers has been modeled in
analogy with three-dimensional suspensions of hard spheres in
a solvent, and a perfect agreement has been obtained with no
adjustable parameters."

Apart from the study of Caruso et al,® few studies of
mechanical behavior of mixed lipid monolayers have been
reported to date. In a former work, we have studied the shear
behavior of several representative mixed lipid monolayers
composed solely of saturated lipids and evidenced a wide range
of behavior, from fluid to viscoelastic and solid, depending on
composition.'” Wilke et al. studied the shear behavior of mixed
monolayers of DSPC (distearoylphosphatidylcholine) and
DMPC (dimys'croylph()1;)1'1atidylcholine).13 The monolayer
shear viscosity was found to be highly dependent on the
presence of domains and on the domain density. In turn, the
monolayer compressibility was only influenced by the presence
of domains for high domain densities, as confirmed later by the
work of the same group.® Work is clearly needed to deepen our
understanding of the mechanical behavior of mixed mono-
layers, in particular containing unsaturated lipids, which are
adequate models of cell membrane mechanics.

The diversity of lipid composition is enormous and is even
different in the inner and outer monolayers of membrane
bilayers.'* In the present study, we have chosen a model
system with two lipids, DPPC and POPE (Figure 1). DPPC,

Figure 1. (a) DPPC and (b) POPE chemical structures.

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, is a common
component of lung cell membranes. DPPC is a saturated
lipid and its transition temperature is 41 °C.'> Monolayers and
bilayers of this lipid have been widely studied, including their
mechanical properties.lsf20 POPE, 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine, is unsaturated and its tran-
sition temperature is 25 °C. This lipid increase bilayer fluidity,
because it has a low transition temperature’" and also because
the amine in the headgroup is not methylated.””** Monolayer
studies of the two pure lig)ids could be found in the literature,
especially for DPPC."*™>

In the present paper, we intend to clarify the mechanical
response of mixed lipid monolayers containing DPPC, a
saturated lipid, and POPE, an unsaturated one. We studied the

miscibility and the mechanical response to both compression
and shear deformations of the mixed monolayers.

H MATERIALS AND METHODS

Materials. The lipids 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DPPC, My, = 734, cat. 850355P) and 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-
phosphoethanolamine (POPE, M,y = 718, cat. 850757P) were
purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). According to
the supplier, DPPC is an L-enantiomer. All chemicals were used as
received. We prepared stock solutions of each lipid in chloroform
(supplied by Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) at a concentration of 1
mg/mL. We mixed the DPPC and POPE lipid solutions with different
mole fractions of DPPC, ypppc. All stock solutions were kept at —20
°C. We formed Langmuir monolayers by spreading a small amount
(20 uL) of the lipid solutions dropwise, with a microsyringe
(Hamilton Co.) onto a clean subphase of ultrapure water (Milli-Q,
Millipore with a resistivity of 18.2 MQ-cm). The cleanliness of the
water/air interface was tested by compressing the interface (by a
factor ~4), checking that the change in surface tension was less than
0.2 mN/m and that no domains were observed with Brewster angle
microscopy (BAM). Prior to all measurements, we waited 20 min to
allow for chloroform evaporation.

Surface Compression Isotherms and Compression Mod-
ulus. The surface tension was measured with a tensiometer (KSV-
NIMA, KN 0051) equipped with a Du Nouy—Padday platinum rod
(KSV-NIMA, KN 0004, diameter of 3.317 mm). The surface pressure
is defined as IT = y, — ¥, where ¥, is the surface tension of water and y
is the surface tension in the presence of the monolayer. Compression
isotherms, IT vs area per molecule a, were performed in a Langmuir
trough (KSV-NIMA, KN 3003) with area 364 mm X 75 mm at a low
compression rate (3.75 cm?/min), in order to be close to quasi-static
conditions. In the case of lipid mixtures, a was calculated dividing the
trough area by the total number of molecules deposited at the surface.

The temperature was controlled by recirculating water from a
thermostatic bath (Thermo Scientific). The temperature, T, was
measured using a thermocouple (KSV-NIMA, KN0054) immersed in
the water subphase. In the experiments presented in this paper, T =
(20 + 0.02)°C. The Langmuir trough was placed inside a transparent
plexiglass box to avoid undesired air drift and dust contamination on
the liquid surface. This box was set on a table equipped with an active
vibration isolation system (Accurion, Vario Basic 40). The surface
compression modulus (E) was obtained from numerical derivatives of

T(a):

k= ‘[Z_H) (1)

It is known the unsaturated lipids are prone to oxidation. Their
double bonds are susceptible to break during oxidation reactions in
the presence of reactive oxygen species,”* accelerated in the presence
of ozone.”® We investigated the oxidation of POPE lipids in the
laboratory atmosphere by monitoring the time evolution of surface
pressure. No significant variations were detected less than 90 min after
monolayer formation, while the surface pressure begins to change
appreciably at elapsed times of 150 min (Figure S1). None of our
experiments lasted more than 80 min; therefore, we considered
unnecessary the use of an oxygen-free atmosphere.

Brewster Angle Microscopy (BAM). The textures of the lipid
monolayers were observed using an Elli2000 (Nanofilm Technologie
GmbH, Germany) imaging ellipsometer in microscopy mode. The
instrument is equipped with a p-polarized laser beam with an
incidence angle of ~53° onto the air/water interface and a CCD
detector to collect the reflected light, with a 20X objective (field of
view: 292 ym X 235 ym and a spatial resolution of ~1 ym per pixel).

Interfacial Shear Rheology (ISR). We used a KSV-NIMA
interfacial shear rheometer (ISR).”**” The instrument features two
Helmholtz coils producing a magnetic field gradient in order to
displace a millimetric magnetic needle. The needle has a magnetic
core of 7.3 mg inserted in a hollow glass capillary with 23 mm length
and 0.4 mm diameter. The magnetic needle is carefully placed onto
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Figure 2. Surface pressure [1—a isotherms of lipid mixtures of POPE—DPPC with different DPPC molar fractions ypppc. BAM images are taken in
the LE—LC coexistence region; the values of ypppc and of the pressures are indicated in each image; the horizontal length of the images is 292 ym.

the air/water interface covered by the spread monolayer in the
Langmuir trough. The needle slides inside a glass channel that creates
a small wetting meniscus, which is used as a guide for the needle to
move along a straight line parallel to the walls of the channel, ensuring
uniform flow geometry. The barriers of the Langmuir trough were set
to motion automatically in order to maintain constant the monolayer
surface pressure during the shear deformation. All the ISR
measurements were performed at a constant low angular frequency
from @ = 0.13 s and using small amplitudes (<5%) in order to
remain in the linear viscoelastic regime. Three different measurements
were performed in order to evaluate the reproducibility.

The sinusoidal shear stress, o, applied to the magnetic needle
writes:

o(t) = o, sin(wt + &) 2)

The stress amplitude, oy, is measured after force calibration. The
strain amplitude, denoted by uy, is deduced from the displacement of
the magnetic needle.**® When the monolayer is purely elastic, the
phase difference & is zero, while when the monolayer is purely viscous,
0 = 1/2. The complex viscoelastic surface modulus was obtained from

GH(w) = X = G'(w) + iG (o)

g 3)
where G'() is the storage modulus and G”(w) is the loss modulus.
G" is related to the surface shear viscosity 7, by G” = @ 5. When G" =
0 and G” # 0, the surface layer is fluid with a viscosity 7; when G’ #
0 and G” = 0, the layer is purely elastic; when both G’ and G” are
nonzero, the layer is viscoelastic.*”

Bl RESULTS AND DISCUSSION

Surface Pressure and Phase Transitions. The surface
pressure isotherms of mixed POPE—DPPC monolayers are
shown in Figure 2 for different DPPC molar fractions (ypppc)-

The isotherms for monolayers of pure lipids are similar to
those reported in the literature.’**" The pure DPPC isotherm
is characterized by a liquid expanded (LE) phase at large
molecular area. The surface pressure increases during the
compression of the LE phase up to the appearance of a liquid

condensed (LC) phase after a characteristic kink at ca. S mN/
m.*” In the LE-LC coexistence region, the surface pressure is
not constant and increases slowly. Upon further compression,
only the LC phase remains and the surface pressure rises
sharply until the monolayer collapses. Adding POPE to DPPC
monolayers results in an increase of surface pressure (for a
given area per molecule). The kink at the onset of LE-LC
phase coexistence is less marked, and the curve gradually shifts
toward higher pressures as ypppc decreases. The pure POPE
isotherm exhibits the largest surface pressures, and again a
marked kink in the surface pressure at the onset of LE-LC
phase coexistence. The kink occurs at a much higher surface
pressure (~38 mN/m) than in DPPC monolayers (~5 mN/
m).*! This is because monolayers of unsaturated lipids are less
compressible than saturated ones (their transition temperature
is lower).

Brewster angle images of the monolayers were taken
between I ~ 0 (LE phase) and the monolayer collapse.
Above IT = 5 mN/m, triskelion-shaped LE~LC domains are
observed in pure DPPC monolayers, while above 38 mN/m,
seaweed-shaped domains are observed in pure POPE
monolayers. The same type of domain shapes has been
observed in previous studies of the pure lipid monolayers.***
Upon decreasing ypppc, the domains evolve progressively from
triskelion-like toward seaweed-like (Figure 2 insets). DPPC
domains form triskelions at high surface concentrations,
evolving from a bean-like shape at low surface concen-
trations.> Additional images can be found in Figure S2. These
domains are usually not at equilibrium and grow during
compression; their shape is therefore controlled by the growth
process. At low supersaturation, they are affected by
instabilities occurring during domain growth, where Marango-
ni flow is the key factor.”®”” Here, the domains in DPPC
monolayers present the characteristic chirality of L-enan-
tiomers.** Upon POPE addition, above ca. ypppc & 0.70, the
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domains grow without apparent orientational order, as when
the line tension of the domains does not present anisotropy.
The pressure II, at the onset of appearance of the LC
phased the pressure II. above which the domains disappear
were determined using the BAM images and are reported in
Table 1. We also report in this table the surface pressure of the

Table 1. Surface Pressures (in mN/m) at the Onset of
Formation of the Liquid Condensed Domains (IL,) and at
which the domains disappear (II.), determined using BAM
images, and Surface Pressure at the Kink of the Isotherms
(IL) for Different DPPC Molar Fractions

Xprrc I, I I
0.00 14.9 + 0.6 37.6 + 0.6 488 £ 0.7
0.15 33+1 331 +£09 47 1
0.25 26+ 1 25+ 1.0 46 + 2
0.35 2+2 2 +1 46 £2
0.50 18+2 17+1 44 +2
0.70 12+1 11+1 41 £2
0.80 8.0 + 0.7 7+1 37+1
0.90 5.8 + 04 6+1 27 +1
1.00 52+02 4.6 0.8 23+1

kink (IT,) observed in the isotherms. As expected, I1, and ITj,
are equal within experimental error, except for the pure POPE
monolayers (see Table 1). In this case, small nucleation seeds
appear at a pressure of ca. 15 mN/m, much smaller than IT,, as
also observed by other authors.’’ The increase in IT, with
addition of POPE is expected as the transition temperature of
the monolayer decreases: the mixed monolayers become more
expanded and less compressible. I, was found to vary linearly
with ypppc as Il (excepted for pure POPE) (see Figure S3).

The slope of the isotherms decreases and the width of the
coexistence region increases as ypppc approaches 0.5, the value
for the equimolar mixture. This means that the monolayer
becomes more compressible in the vicinity of ypppc = 0.5 and
that according to eq 1 the effective modulus E is minimum, as
discussed later.

A phase diagram can then be constructed for a given surface
pressure, the two y values at which the boundaries of each
homogeneous region are crossed can be determined and are
plotted in Figure 3.

Relative Area Occupied by the Surface Domains. The
area occupied by the domains in the coexistence regions was
determined using image analysis with the NIH Image]*
software as detailed in the Supporting Information. The area A,
and A, occupied by respectively the LC and LE phases were
determined using the BAM images for all ypppc. The variation
of condensed area fraction A./(A, + A,) with surface pressure
is shown in Figure 4 for the different ypppc.

The area covered by the condensed phase increases rapidly
with surface pressure and saturates at high surface pressures,
before but close to the monolayer collapse. At a fixed surface
pressure, the fraction of condensed area decreases with
addition of POPE.

As in the study of Caruso et al,® we tested if the lever rule
was obeyed, meaning that the composition of the coexisting
phases does not change in the coexistence region. This rule
writes:

Ae _ X~ Moeee
Ac Apppc ~ Ao *)

Figure 3. Phase diagram of the mixed monolayers. A homogeneous
LE region is found under the blue line (IT = I1,), a two-phase region
between the blue line and the orange line (IT = I1.), and a collapse
region above the black line. The pressure at which domain percolation
occurs is also shown (green squares), as well as the pressure of the
kink (TI = IT,, (empty red diamonds). Except for IT; and the collapse
line, the points were obtained from BAM image analysis.

Figure 4. Relative area covered by the LC phase for different
monolayer compositions, obtained from analysis of BAM images; A,
and A, are respectively the surface area of condensed and the
expanded phases.

where y, and y. are, respectively, the molar fractions of DPPC
in the expanded and condensed phases, obtained from the
phase diagram of Figure 3, while a, and a, are respectively the
mean molecular area of the expanded and condensed phases,
obtained from the compression isotherms of Figure 2 at the
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Figure 5. Mean molecular area dependency of DPPC molar fraction. The dashed lines represent the prediction of an ideal mixture.

compositions y, and y. The experimental data for y,, v, a.
and a, corresponding to surface pressures of 15, 20, 30, and 35
mN/m together with the curves calculated using eq 4 are
presented in the Supporting Information (Figure S4). We
found that the lever rule is obeyed in the monolayers of this
study, meaning that at constant surface pressure, the
composition of the coexisting phases does not change.

We also evaluated the average size of the domains from
image analysis. It does not depend appreciably on surface
pressure, but increases slightly with ypppc from about 10 ym
for small ypppc to 20 pm for large ypppc.

Gibbs Excess Free Energy of Mixing. Figure S shows the
area per lipid (a) at fixed pressures versus ypppc, determined
using the isotherms of Figure 2. For an ideal mixture:

uideal()() = ){Dppc apppc + (1 - ZDppc)aI’OPE (5)

This linear behavior is not obeyed by the mixed monolayers as
it can be seen in Figure 5. Values larger than predicted from eq
S would indicate that the effective area per molecule is greater
than the ideal area, a more loosely packed state regardless the
monolayer phase state, and lower values would indicate a more
compact monolayer than the ideal one. Also on each surface
pressure the mean molecular area decreases monotonically, the
largest deviations from the ideal area occurs at IT = 10 mN/m.

To evaluate the interaction between lipids in the monolayer
and its stability, we calculate the Gibbs excess free energy,
AG,,,, determined from the following relation:***!

n
AG,,. = ‘/(; (umb( — XpppcDPPC ~ (1- XDPPC)“pOPE) dIt
(6)

where a,;,, apppc, and apopg represent the real area of mixed
system and the respective areas of pure components. In the
pure component monolayer, AG,,. = 0, this is also true if the
mixed monolayers has an ideal behavior. If the monolayer
present AG,,. < 0, meaning that the interaction between mixed
components is more attractive, whereas AG,,. > 0, it indicates
a more repulsive interaction between the two species. In Figure
SS, we observe that AG,, is positive for most of the mixtures
at the selected surface pressures (S, 10, 20, 30, and 40 mN/m),
therefore the miscibility of both lipids is not favorable except
for surface pressures of 30 and 40 mN/m and ypppc = 0.9,
where AG,,. < 0, in these conditions we observed an LC
homogeneous monolayer (see Figures S and S2).

Compression Modulus. The compression modulus (E)
obtained from numerical derivation of the isotherms using eq 1
is shown in Figure 6. At low surface pressures (~5 mN/m, LE
phase), the compression modulus is low, E < S0 mN/m,
indicating that all the monolayers are quite compressible, pure
DPPC being the most compressible monolayer of all of them
(E ~ S mN/m). At high surface pressures (IT ~ 40 mN/m),
close to the LC phase, the pure POPE monolayer is in turn the
most compressible and presents the smallest E value of the
monolayers in this study. The curve of Figure 6 has been
smoothed numerically in order to reduce the noise. As a
consequence, the discontinuities associated with the kinks of
surface pressure are not visible. The moduli at the phase
transitions were calculated without smoothening.

At intermediate surface pressures, E decreases with addition
of POPE until ypppc = 0.5, after which it does not significantly
change upon further addition of POPE. If we assume that the
monolayer behaves as an effective medium in the two-phase
region, the compression modulus should obey:
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Figure 6. Smoothened curve for the compression modulus (E) vs the
surface pressure for monolayers of different DPPC/POPE mixtures.

o _L[0A +A))_ 1fA A
Al o AlE, R

e

™

where E_ is the compression modulus of the condensed phase
and E, is the compression modulus of the expanded phase. The
values of E, were obtained from the derivatives of the surface
pressure at the kink on the high surface area side. The values of
E. were obtained from the derivatives of the surface pressure at
I1. (since in this case, there is no visible discontinuity in
surface pressure). These values are given in Table 2 for the
different ypppc.

Table 2. Calculated Compression Moduli E. and E, (in mN/
m) at the Transition Pressures Reported in Table 1 for
Different DPPC Molar Fractions

XprppC E, E.
0.00 67 £3 102 £ 6
0.15 53+3 119+ 6
0.25 65 + 4 110+ S
0.35 54+ 4 112+ 5§
0.50 49 +3 89 + 4
0.70 28 + 4 121 +7
0.80 20+ 3 147 £ 8
0.90 24+3 175 £ 8
1.00 27+3 177 £ 7

The plots of 1/E versus x = A.//A are shown in Figure 7.
Portions of linear behavior can be visualized, suggesting that
the monolayers might behave as an effective medium, at least
within the error bars. However, when 1/E is calculated using
the values of E, and E, of Table 2 and eq 7, large discrepancies
are found with the experimental data (red lines in Figure 7).
This means that effective medium models are unable to
describe the compression behavior of the monolayers, as
reported earlier.*” The difference is unusually large for pure
DPPC monolayers, which exhibits a marked kink at the LE—
LC transition when arriving at the LE phase; the modulus is
thus much smaller in the two-phase region than in the pure LE
phase close to the kink, a feature not accounted for by eq 7.

It can be seen in Figure 7 that although the compression
elastic modulus increases with the amount of LC phase, it
increases less than predicted by a simple effective medium
model. This mismatch arises from the fact that upon

compression, the domains grow at a rate faster than the
compression rate, but not fast enough to reach thermodynamic
equilibrium, in which case the modulus should be zero.

The modulus becomes constant, and equal to E_ before
reaching the liquid-condensed phase (x = 1), suggesting that
the domains percolate and become interconnected over
macroscopic distances, as confirmed by the examination of
the BAM images. The same behavior was found for other lipids
by Caruso et al.° To better visualize this effect, we normalized
the compression moduli in order to compare their behavior for
different ypppc. Each modulus was normalized according to

E-E,

E =__"c
E. - E, (8)

‘norm

The results are shown in Figure 8.

The values of x = A_//A at the percolation threshold, above
which the normalized elastic modulus becomes close to one
and rather constant, are given in Table 3. The percolation
threshold does not depend significantly upon ypppc although a
slight increase is observed between pure POPE and pure
DPPC. The values of the percolation threshold determined
from the BAM images are also given in Table 3. Within
experimental error, they agree with the values taken from the
elastic modulus. Percolation is shifted to smaller surface
pressures by increasing ypppc (see Figure 3). Note that Caruso
et al® found differences between percolation thresholds
determined from BAM images and elastic moduli of their
lipids; they proposed that the domains appearing in contact in
the images were not yet connected.

The values of the percolation threshold either from BAM
images and from elastic moduli displayed in Table 3 are large,
significantly larger than the 2D percolation thresholds that
correspond to close packing for disks or aligned squares, which
are about 0.67.* The percolation threshold is larger for
elongated objects, but also depends on the interactions
between surface domains. These large values were also
observed by Caruso et al. and were attributed to these domain
interactions.

The smallest compression modulus values are found for
Jpppc ~ 0.3—0.5. Figure 9 shows this effect for three different
pressures, mostly for monolayers in the two-phase region (I1,
< I < I1.). Also, as surface pressure increases, the minimum is
clearly seen at lower ypppc.

Note that for ypppc = 0.5, there is no kink in the surface
pressure isotherm (Figure 2) and that at this composition, the
domain shapes change from seaweed to triskelion-like, which
could be related to the change in the line tension due to the
interaction between lipids.

The compressibility E.™ corresponding to the monolayers
just entering the condensed phase (Figure 9 and Table 2) is
also maximum at ypppc = 0.5, implying that this homogeneous
LC monolayer is also the most compressible one. Following
the self-assembly model of Israelachvili et al.**** and since
DPPC and POPE molecules have respectively cone and
inverted-cone geometries” (close to cylinders), one can
understand why the equimolar mixture has an optimal
molecular packing, therefore, the pair interactions might be
maximized at a given density. The mean molecular area, g, in
Figure 5 shows that at ypppc & 0.5 and lower surface pressures
(IT < 20 mN/m) there is the highest positive deviation from
the ideal mixture (dashed lines in Figure 5), suggesting that at
these surface pressures and this molar fraction the monolayer is
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Figure 7. Compressibility as a function of the condensed area to total area ratio: red line: calculated from eq 7 and the parameters of Table 2;

experimental points is data extracted from Figure 9 and BAM images.

less packed probably by repulsion between lipids or other
contributions may occur, such as disorder of the carbon chains.
If there is an excess of area available for each molecule, it might
explain the highest compressibility observed in ypppc & 0.5.
However, for IT = 30 mN/m, the inverse effect occurs, the area
is below the predicted for an ideal mixture, it suggests that the
molecules are attracted and forms a more compact monolayer,
and the monolayer is less compressible, since there is less
available free space for the lipids to be compressed. Finally, at
higher surface pressure, IT = 40 mN/m, the dependency of the
area is similar to an ideal mixture. A deeper understanding of
this optimum packing could be achieved with molecular
simulations in the future.

Interfacial Shear Rheology. We also investigated the
mechanical behavior of nonhomogeneous monolayers under
sinusoidal shear deformations in a range of angular frequencies
(0.13—10 s7'). In Figure 10, we show the shear interfacial
storage modulus (G’) and the shear interfacial loss modulus
(G”) as a function of ypppc.

The behavior of the mixed monolayers is similar for all the
three surface pressures. The monolayer mechanical behavior at

low ypppc is fluidlike, with G'~ 0. For higher ypppc, G’ is
larger, but smaller than G” except in the vicinity of ypppc = 0.5:
the layer behaves as a viscoelastic fluid. This behavior changes
to that of a viscoelastic solid around ypppc = 0.5, where G’
slightly greater than G” and both are nonzero. Close to ypppc =
1, both G’ and G” no longer change appreciably and have the
largest values. This behavior is consistent with the percolation
effect reported before with condensed area ~0.9. Minima of G”
are visible close to ypppc ~ 0.5 where the monolayers are the
most compressible. These monolayers are the most loosely
packed (the more compressible ones), and hence, their shear
viscosity is likely smaller for this reason. The reason why G’ is
larger than G” at this point is less obvious. An optimum
packing could possibly generate attraction between molecules
at the surface and result in a viscoelastic solid, possibly a two-
dimensional gel. Overall, the shear viscosities 7, = G"/w are
quite small: with @ = 0.13 s™', 7, ranges between 0.01 and 1
mN-s/m, with the highest values being obtained for DPPC
which is in the LC phase at the pressures investigated in this
study.
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Figure 8. Normalized compression modulus (E,,.,,) as a function of
the percentage of the condensed area.

Wilke et al,,'* measured the diffusion coefficient D of beads
and domains in DMPC-DSPC mixed monolayers at IT = 10
mN/m and used the data to evaluate the surface shear
viscosity. The results depend strongly on the model used in the
calculation. In our work we measured the interfacial shear
viscosity with the magnetic needle method, where the
mechanical model used to obtain the viscosity is more
straightforward. The model has been carefully validated using
measurements of the velocity profile around the needle and it
has been shown to be accurate for many different types of
monolayers.*®

We compared our results with those of Sachan et al."! who
used a similar method (magnetic button instead of needle).
They found that the viscosity increases with the area fraction of
domains ¢ and is well represented by a Krieger formula for
spheres®"” assumed to remain valid for discs:

=— 3
_¢
( ‘ﬁp) )

where ¢, is the area fraction for random close packing and 7g,
is the viscosity limit for vanishing ¢. In our experiments, ¢ =
AJ(Ac + A,) and ¢, is the area fraction at the percolation
threshold. Figure 11 shows the viscosity data taken in the
phase coexistence region plotted versus 1 — ¢/¢ .

Figure 9. Surface compressibility as a function of DPPC molar
fraction at three different surface pressures. The dashed lines
correspond to the compressibility at the phase transitions I, and
II. as taken from Table 1.

As in ref 11, part of the data follows eq 9, with a limit #g,
that increases slightly with surface pressure. Two exceptions
are noticeable: the viscosity of the layers with ypppc = 0.5 and
1 are smaller, as expected in view of the viscosity behavior in
Figure 10: the viscosity shows a minimum for ypppc = 0.5 and
decreases when ypppc approaches 1. The behavior predicted by
eq 9 is therefore not general and depends of additional
molecular details (possibly on the shape of the domains and on
their interactions).

Bl CONCLUSIONS

In this study, we reported the impact of the addition of POPE
in DPPC monolayers on their mechanical properties. We
found that the LE-LC coexistence phase of pure DPPC shifts
to higher surface pressures as the POPE molar fraction
increases in the monolayer as corroborated by the BAM
images. As in other lipid systems, the surface pressure is not
constant in the LE-LC coexistence region. The compression
elastic modulus increases with the amount of LC phase, but
less than predicted by a simple effective medium model. The
differences arise from the fact that, upon compression, the
domains grow at a rate faster than the compression rate, but
not fast enough to reach thermodynamic equilibrium, in which
case the modulus should be zero. Before reaching the LC
phase, the condensed phase percolates and the modulus no

Table 3. Percolation Thresholds in Percentage of Condensed Phase for Different DPPC Molar Fractions and Determined
Either from the Images or from the Saturation of the Elastic Modulus

Xprec
0 0.15 0.25 0.35 0.5 0.7 0.8 0.9 1
percolation threshold 0.84 + 0.06 0.85 + 0.06 0.85 + 0.04 0.86 + 0.06 0.92 + 0.03 0.88 + 0.05 0.92 + 0.04 0.94 + 0.02 0.95 + 0.02
from BAM images
percolation threshold 0.79 + 0.06 0.78 = 0.07 0.76 + 0.07 0.87 + 0.05 0.88 + 0.03 0.82 + 0.03 0.89 + 0.03 0.98 + 0.02 0.998 + 0.02

from elastic moduli
(Figure 8)
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Figure 10. Interfacial shear storage (G’) and loss modulus (G”) as a function of DPPC molar fraction at three different surface pressures. The lines
are guides for the eye. The experimental error bars are smaller than the symbol size in some cases.

Figure 11. Interfacial shear viscosity as a function of 1 — ¢/, (eq 9)
of POPE—DPPC mixed monolayers for three constant surface
pressures in the LE—LC phase coexistence region. The two lowest
points on the left correspond to ypppc = 0.5 and the two lowest points
on the right to ypppc = 1. The lines are predictions from eq 9, and
their slope is equal to 2.

longer change significantly. The percolation threshold is quite
high, suggesting repulsive interactions between domains. The
behavior of the shear moduli is consistent with these findings.

We observed a change in the form of the domains in the
coexistence region around ypppc = 0.5, that could possibly be
related to a change of the line tension. Around this
composition, the kink in the I1(a) curve vanishes and both
the compression modulus and the shear loss modulus is
minimum when the surface pressure is large enough. This
behavior could be due to an optimum in molecular packing.
Measurements of the time dependence of the mechanical
properties, performed using oscillating shear and compression
with variable frequencies are currently underway, in order to
clarify further this complex mechanical behavior.

To summarize our original findings: we explained the
compression behavior of the phase separated domains in the
mixed monolayers by a dependence of the mechanical
response upon the velocity of compression. Domain

percolation seems to be a general feature, the percolation
concentration giving information about the interactions
between domains. The mechanical behavior upon compression
and shear were found to be correlated.

These results are an important step that will help to better
understand the behavior of biological membranes. These
membranes contain not only different types of lipids, but also
proteins and small molecules such as cholesterol. There is
nowadays a considerable activity on lipid rafts that are nothing
else than phase separated lipid bilayers and where proteins
tend to segregate, facts which seem quite important for the
understanding of membrane function.”® Clarifying the phase
separation process in layers is therefore an important goal.
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