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How could this go so very wrong
That I must depend on darkness
Would anyone follow me further down
Kataonia- Tonight’s Music;

Anders Nystrom/Jonas Petter Renske

All alone in space and time

There’s nothing here but what here’s mine

Something borrowed, something blue

Placebo-Every Me Every You

Brian Molko/Stefan Oldsam/Steve Hewitt/Paul Camipon

Aimer ou avoir aimé, cela suffit:
Ne demandez rien ensuite.

On n’a pas d’autre perle a trouver dans les plis ténébreux de la vie.
Les Miserables-Victor Hugo (1862)
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Introduccion



Capitulo 1

Introduccion

A lo largo del tiempo ha sido de interés la realizacién de diagramas de
fase (siendo probablemente el diagrama de de fase del agua el méas famoso
de ellos) para mejorar nuestro entendimiento acerca del comportamiento,
evolucion y propiedades especificas del material del cual se plantea hacer
dicho diagrama, de igual manera, se ha interpretado de los mismos diagra-
mas que los puntos maximos que exhiben representan puntos criticos, y
por ende puntos de alto interés para su estudio y analisis, sin embargo esta
asuncion ha carecido de una verdadera comprobacion realizada con alguna
prueba fisica de que en verdad se trata de un punto critico. El objetivo de
esta tesis es el de recrear un diagrama de fase para una mezcla lipidica de
interés y posteriormente comprobar por medio de una prueba de elipso-
metria, si los maximos de este diagrama de fase en verdad representan un
punto critico, este trabajo resulta de importancia pues no puede ayudar a
mejorar nuestro entendimiento de los cambios estructurales y morfologicos
que sufre una membrana lipidica en las cercanias de un posible punto criti-
co, en especial teniendo en cuenta la posible existencia de balsas lipidicas.
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Capitulo 2
Lipidos

Del Griego: Lipos
En Biologia, los Lipidos
son sustancias de origen
biologico, las cuales son
solubles en soluciones no
polares[1].
Sus principales funciones
bioldgicas incluyen: Almacenamiento
de energia, senalizacion y

como los principales compo- M

nentes estructurales de las WLO Ag
membranas celulares[2][3]. NN O

1 A triglycerid o
Pueden ser clasificados en riglyceride

diferentes grupos dependien- WO/\(\ i

A free fatty acid

do de su estructura y ca- Ww‘f " I~
racterfsticas, los principales Aphohelid o
son[4] [27]: Figura 2.1: Estructuras Lipidicas[5].

= Ceras:

Compuestos organicos hidréfobos, maleables y normalmente sélidos
a temperaturas cercanas a la del ambiente, tienen un punto de fusion
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normalmente por sobre los 40° C, al fundirse generan un liquido de
baja densidad, solubles en solventes no polares organicos.

Esteroles:

También conocidos como Alcoholes esteroides, son un subgrupo de los
Esteroides, son producidos de manera natural por Animales, Plantas
y Hongos. El esterol de origen animal mas comun es el Colesterol, el
cudl tiene una importante funciéon en la conformacion estructural de
las membranas celulares.

Vitaminas solubles en grasas:
Tales como las Vitaminas A, D, E'y K.

Monogliceridos:
También conocidos como Monoacilgliceroles, y de los cuales existen
dos tipos principales:

1. 1-Monoacilgliceroles donde el acido graso esta unido al Alcohol
principal.
2. 2-Monoacilgliceroles donde el acido graso esta unido al Alcohol

secundario.

Son utilizados normalmente como surfactantes.

Digliceridos:
También conocidos como Diacilgliceroles (DAG) y de los cuales exiten
dos tipos principales:

1. 1,2-Diacilglicerol

2. 1,3-Diacilglicerol

Al igual que los Monogliceridos, son utilizados normalmente como
Surfactantes.



» Trigliceridos:

Es un ester derivado de un grupo glicerol y tres acidos grasos y son
los principales constituyentes de la grasa corporal en los animales y
plantas. También se encuentran en la sangre, donde ayudan a la tran-
ferencia de grasa del tejido adiposo y de glucosa en la sangre. Existen
varios tipos de trigliceridos, en los cuales la mayor division depende
si las cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos son saturadas o
insaturadas.

» Fosfolipidos:

Son los principales componentes de las membranas bioldgicas, dada
su naturaleza anfifilica, pueden formar una bicapa lipidica, su estruc-
tura se conforma normalmente de una cabeza hidroéfila que consiste
de un grupo fosfato y de dos colas hidrofobas formadas por un par de
acidos grasos. Ambas partes estas unidas por una molécula de glice-
rol. Es importante mencionar, que al grupo fosfato se le pueden unir
otro tipo de biomoleculas, como por ejemplo la Colina.

2.0.1. Estructuras Lipidicas.

Los Lipidos tienden a tener un comportamien-
to anfifilico, es decir poseen una parte hidrofoba
y otra parte hidrofila, lo que les permite formar
diferentes estructuras al ser puestas dentro de un
medio acuoso, las posibles estructuras que se pue-
den formar dependen de la concentracion y tipo
de lipidos depositados, asi como de las posibles in-
teracciones que se puedan presentar tanto con el
medio como entre los mismos lipidos , entre las es-
tructuras que se pueden formar, destacan por su
importancia: Figura 2.2: Organiza-

cién Lipidica. [6]
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= Micelas:
Micela: Particula de dimensiones nanocoloidales que se encuentra en
equilibrio con las moléculas o tones de la solucion de la cual fue
formada.[7][8]
Una micela tipica, formada en una solucién acuosa, es un agregado en
el cual las cabezas polares Hidréfilas se encuentran en contracto con
el agua, mientras que al interior de la micela se encuentran secuestra-
das las colas hidrocarbonadas hidréfobas. A este tipo de micela se le
llama micela de fase normal o también micela de aceite-agua, existen
también micelas de fase inversa o micela agua-aceite, las cuales tie-
nen los grupos polares al centro y las colas hidrocarbonadas hacia el
exterior. Son normalmente de forma esférica, sin embargo, también
pueden existir otro tipo de formas, tales como elipsoides y cilindros.
La forma y tamano que presentan, dependen de multiples factores,
tales como la forma geométrica que presentan las moléculas del sur-
factante, las condiciones de la solucién en la que se van a formar, la
concentracion del surfactante, temperatura, pH y fuerza iénica.[9]
El proceso de formacién de las micelas es llamado micelizacion. Estas
solo se pueden formar bajo ciertas condiciones especificas, cuando la
concentracién del Surfactante se encuentra por arriba de la Concen-
tracién Micelar Critica (CMC) y la temperatura del sistema también
se encuentra por arriba de la Temperatura Micelar Critica o tem-
peratura de Krafft. Se pueden formar espontaneamente debido a un
balance entre la Entropia y Entalpia del sistema, si el sistema esta
embebido en agua, la repulsion hidrofoba de las colas hidrocarbo-
nadas es la fuerza principal de formacion de micelas, esto a pesar
de que la formacién de moléculas de surfactante no es favorable al
sistema[10] [11].

= Liposomas:
Un Liposoma es una vesicula circular, formada por al menos una bi-
capa lipidica, y pueden ser utilizados para la administracién y trans-
porte de nutrientes y medicamentos. Pueden ser formados por medio
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de la disrupcién de una membrana bioldgica, como por sonicacion. [13]
Estan formados principalmente por lipidos, es especial Fosfatidilco-
lina, sin embargo pueden estar formados por otros lipidos siempre y
cuando estos pueden formar parte de una bicapa. En raras ocasiones
se forman espontaneamente, normalmente se forman después de que
se inyecta suficiente energia a una dispersion de fosfolipidos en un
solvente polar para romper los agregados multilamelares en vesiculas
de bicapa unilamelares[14]. Para la preparacion de Liposomas fun-
cionales, se deben de tener en cuenta multiples factores[15][16]:

e Las caracterisitcas fisicoquimicas de los materiales que seran
envueltos en el liposoma, asi como los componentes que confor-
maran el mismo.

e La naturaleza del medio en el cual estan y en el cual seran
dispersos los liposomas.

e Concentracién neta del material que sera envuelto, asi como su
posible toxicidad.

e Tamano deseado y méximo alcanzable de los Liposomas.

e Procesos adicionales, propios de la aplicacion/entrega de los li-
posomas.

Los principales tipos de Liposomas son la Vesicula Multilamelar (MUV),
Vesicula Unilamelar pequena (SUV) y la Vesicula Unilamelar Grande
(LUV). Otro tipo de Liposomas, son los liposomas multivesiculares,
en los cuales, una vesicula grande tiene en su interior otras mas pe-
quenas, sin embargo este tipo de formaciones no son adecuadas o
”deseables”.

Membranas:
Los lipidos pueden estar organizados en un a estructura de bicapa o
monocapa, dado que a lo largo de esta tesis nos enfocaremos en el
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estudio y andlisis de una monocapa lipidica, este apartado se enfo-
card principalmente en la bicapa lipidica.

La bicapa lipidica, es una estructura formada por dos monocapas de
lipidos. La gran mayoria de las membranas de las células, asi como
de algunos virus, estan formadas por bicapas lipidicas. Aparte de
fosfolipidos, las bicapas de las membranas celulares constan de otros
componentes, entre los cuales destaca el colesterol (en las células de
origen animal) dado que este ayuda a dar estabilidad y fuerza estruc-
tural a la membrana, asi como a la regulacion del funcionamiento de
ciertas proteinas transmembranales.

Una de las propiedades mas importantes de las bicapas, es su movili-
dad relativa (fluidez) de los lipidos que la conforman y de como esta
cambia con respecto a la temperatura, estos cambios son conocidos
como los comportamientos de fase de la bicapa. A una cierta tem-
peratura, la bicapa puede estar ya sea en una fase liquida o en una
fase solida, esta ltima es conocida como fase gel. Todos los lipidos
que conforman la bicapa presentan una temperatura caracteristica de
fusion, a la cual sufren una transicion de su fase gel a su fase liquida.
Durante esta fase liquida, los lipidos pueden difundirse libremente
en el plano de la bicapa por medio de caminatas aleatorias[IT], sin
embargo se encuentra confinado en el mismo, puesto que los procesos
de intercambio de lipidos de una monocapa de la membrana al otro,
puesto que realizar el cambio, debe cruzar el centro hidréfobo lo cual
es un proceso altamente desfavorable energéticamente hablando, en
una membrana tipica de fosfatidilcolina, el proceso puede durar hasta
varias semanas [18]. En caso de que la membrana se encuentre en una
fase tipo gel, no se presentan ni movimiento de difusion en el plano
de la bicapa ni intercambio de lipidos de un lado a otro de la bicapa.
En lo que respecta a su estructura, las membranas celulares no estan
conformadas por un solo componente, puesto que contienen una gran
variedad de lipidos, colesterol y proteinas, esta estructura mixta, da
origen a la existencia de una separacién de fases y de microdominios
(balsas), los cuales no se encuentran presentes en membranas de un
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solo componente[19][20]. Estos dominios pueden tener un tamaro de
entre 4 y 700 nm [21][22].

Normalmente las Balsas Lipidicas son dominios ricos en colesterol y
esfingolipidos, los cuales tienen en la regiéon de sus colas hidrocar-
bonadas una fase mas ordenada (liquido-ordenado) que las regiones
circundantes que no se encuentran dentro de uno de estos dominios,
de igual manera, utilizando difraccién de rayos X (XDR) han demos-
trado que las bicapas enriquecidas con esfingomielina y colesterol, las
cuales presentan Balsas Lipidicas, son un 25 % mas gruesas que las
bicapas que no las presentan[23][24][25].

Uno de los objetivos de esta tesis es la observacién de estos dominios,
en una mezcla especifica de lipidos en una monocapa.

2.0.2. Técnicas Experimentales para analisis de Lipi-
dos.

En el estudio del estado sélido, se ha observado que los compuestos de
cadena larga (en este caso las cadenas hidrocarbonadas) presentan méas de
un tipo de estructura cristalina (polimorfismo) y por ende variaciones en
sus puntos de fusion.

Los métodos experimentales mas utilizados para observar las caracteristi-
cas de las diferentes formaciones cristalinas asi como sus respectivos puntos
de fusién son[27]:

= Difracciéon de rayos-X (XRD):
Estudios con rayos-X, han mostrado que la celda unitaria de los com-
puestos de cadena larga, es un prisma rectangular, el cual puede pre-
sentar algin tipo de inclinacion. Se ha encontrado también que las
moléculas tienden a inclinarse a un angulo en el cual se presenta un
mayor empaquetamiento, también se ha encontrado que en su punto
de mayor estabilidad se presenta también su punto de fusién mas alto.
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= Espectroscopia Ultravioleta:
El estudio de la espectroscopia ultravioleta esta limitado a los com-
puestos que presentan insaturaciones o que producen compuestos in-
saturados tras una reaccion de Oxidacion o Hidrogenacion, los cuales
producen la aparicién de nuevas lineas de absorcion en el espectro
del compuesto.

= Espectroscopia Infrarroja:

La Espectroscopia Infrarroja es utilizada principalmente para el re-
conocimiento y determinacién de la presencia de enlaces tipo trans
en Lipidos, pues estos enlaces presentan una linea de absorcién carac-
teristica a 981cm ™1, la técnica también es utilizada en lipidos sdlidos
para obtener informacién acerca del polimorfismo que presenta su
estructura cristalina, conformaciéon y longitud de las cadenas hidro-
carbonadas.

» Electron Spin Resonance (ESR):
Esta técnica es utilizada principalmente para el estudio de radicales
libres, por lo cual su mayor utilidad en el estudio de los lipidos, pro-
viene de los procesos de autoxidacion resultado de la interaccion de
algunos lipidos con radicales libres. También se utiliza en el estudio
de membranas modelo cuando se les anade algun radical libre que
tiene un marcaje en un spin.

» |/ NMR Spectroscopy:
El estudio por medio de espectroscopia de resonancia magnética nu-
clear puede ser dividido en dos:

1. Espectroscopia de baja resolucion:
Utilizada principalmente para establecer la proporcion solida
presente en una mezcla solido-liquido, lo cual ayuda a determi-
nar el comportamiento de fusion de dicha mezcla, pues el analisis
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es realizado a lo largo de un rango de temperaturas, el objetivo
es realizar una grafica de Contenido solido de Grasas (SFC) vs
Temperatura.

2. FEspectroscopia de alta resolucion:
Utilizada principalmente para obtener constantes de acoplamien-
to, corrimientos causados por la presencia de ciertos compuestos,
patrones de separacion y area, estos resultados dan informacién
acerca de la estructura quimica de la muestra a analizar.

» Espectroscopia *C NMR:
Dada la alta resolucién de esta técnica, sus resultados son mas com-
plejos v dificiles de analizar que los de la espectroscopia 'H NMR,
sin embargo, arrojan una mayor informacion acerca de la estructura
quimica de la muestra.

Otra técnica muy importante para el estudio de los lipidos, asi como de
las agrupaciones lipidicas es el de las monocapas de Langmuir, esta técnica
no fue incluida en esta seccién puesto que resulta de gran relevancia para
el desarrollo experimental de esta tesis, por lo que se dedica un apartado
especial a su discusion.
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Capitulo 3

Monocapas de Langmuir

Las monocapas de Langmuir son peliculas ultra delgadas de dos dimen-
siones que tiene un grosor aproximado de una molécula, normalmente se
les encuentra en la interfaz aire-agua.

Las moléculas que normalmente forman estas monocapas son anfifilicas,
es decir, tienen una parte que presenta un comportamiento Hidrofobo,
conformada principalmente por cadenas hidrocarbonadas y otra parte con
comportamiento Hidréfilo,conformada por grupos de acidos carboxilicos,
sulfatos, aminas, alcoholes, por mencionar algunos grupos quimicos.

Las fuerzas que actiian sobre estas moléculas anfifilicas las podemos dife-
renciar de acuerdo a la parte que afectan predominantemente. Las fuerzas
que se presentan en las regiones hidrofobas son de tipo van der Waals

1 1
(3 Y —6>. Mientras que las interacciones que se presentan en el grupo
r r
hidréfilo son predominantemente de tipo Coulombiano { — |. Por lo cual,
r

al ser depositadas en la interfaz aire-agua, las moleculas anfifilicas tienden
a cubrir por completo la superficie disponible esparciéndose y orientando-
se de manera ordenada, de esta manera la parte hidroéfila de la molécula
queda en contado o sumergida en agua, mientras que la parte hidréfoba
mantiene una repulsién continua y evita el contacto con el agua.
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3.1. Propiedades y estudio de las Monoca-
pas de Langmuir.

Las moléculas de agua que se encuentran en el limite de la interfaz aire-
agua manifiestan un exceso de energia libre, dado que no presentan ninguna
interaccién con alguna otra molécula que se encuentre fuera de la regién
liquida. Es por ello que al depositar una monocapa sobre la superficie, esta
tendera a disminuir su tensién superficial. Es por ello que se debe prestar
especial atencién al cuidado y limpieza del equipo utilizado, dado que los
resultados pueden verse afectados por la presencia de contaminaciéon por
polvo en el agua.

La termodinamica de superficies fue descrita a detalle por Gaines circa
1966 ([28]). Dénde la tensién superficial de una interfaz plana, esta dada

por:
_ (99
o <3f>7,7>,\ 3

Donde G es la energia libre de Gibbs del sistema, [ es el area de la superfi-
cie, T es la temperatura, P la presién y \ la composicién molecular, estas
ultimas tres se mantienen constantes. Cuando se depositan las moléculas
anfifilicas en una baja concentracion sobre la superficie del agua, tienden
a formar un ”"gas.®® 2 dimensiones, el cual tiene un efecto despreciable so-
bre la tension superficial del agua. Sin embargo, si se reduce la superficie
accesible para la monocapa, la densidad de moléculas y la presion superfi-
cial se incrementan. Tomando en cuenta que a la presion superficial se le
considera un analogo bidimensional de la presién hidrostatica esta puede
ser definida como:

=" —" (3.2)

Donde 7y es la tensién superficial del agua pura y v es el valor de la
tension superficial en presencia de la monocapa a un area determinada.
Por lo cual, al mantener un registro de los cambios de presion con respecto
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al area disponible de la monocapa, podemos obtener una isoterma de PvA
(Presién vs Area).

Al analizar una isoterma mode-
lo de un 4cido graso (Figura [3.1), | untilted LC
se puede apreciar que la monocapa M
se encuentra muy diluida cuando el
area por molécula se encuentra en B s
los varios cientos de A2, en este ca- liquid-expanded (LE)
so se dice que tenemos una fase ga- w gaseous (G)
seosa en 2 dimenstones. Cuando el \Eé éiéi
area por molécula decrece y por en- G/LE coexisting
de se incrementa la presion superfi-
cial, se presenta una meseta que de-
nota la coexistencia entre la fase ga-
seosa antes mencionada y otra fase
a la cual se le conoce cominmente
como Liquido expandido (denotado normalmente como LE o L1). Al reali-
zar un analisis de difraccion de rayos X en angulos rasantes a esta nueva
fase, se observa que no hay senal detectable, lo cual se le atribuye al hecho
de que las cabezas polares del dcido graso (parte Hidréfila) asi como las ca-
denas hidrocarbonadas (parte Hidréfoba) se encuentran traslacionalmente
desordenadas. La presencia de esta meseta nos indica que estamos tratando
con una transicién de fase de primer orden, lo cual fue comprobado por
medio de microscopia de fluorescencia de luz polarizada [29]. Si se continua
comprimiendo la monocapa, se produce un cambio brusco en la pendiente
de la isoterma, lo cual indica una transicion de fase de Liquido Expandido a
otra llamada Liquido Condensado, la cual tal y como su nombre lo indica,
presenta una mayor densidad de acidos grasos.
Por otro lado, el cambio de entropia por molécula (AS) y la entalpia de
transiciéon (AH = Qp = TAS) en la coexistencia de dos fases puede ser
relacionada con un cambio en el area por medio de la ecuacion de Clausius-
Clapeyron en dos dimensiones:

surface pressure (mN m)

area per molecule (A2)

Figura 3.1: Isoterma de un A&cido
graso|[30].
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AS = (ddH—TC> AA. (3.3)

Donde Il es la presién superficial de transicion.

Si se continua disminuyendo el area disponible, y por ende aumentando
la densidad de moléculas por area, la monocapa se vuelve menos compre-
sible en esta fase (Condensada) que en la fase de Liquido Ezpandido, al
continuar con la compresion y al llegar aproximadamente a un area por
molécula de entre 20 v 25 A? se llega a una fase sélida la cual tiene un
orden de corto alcance traslacional. Al realizar un andlisis de Rayos X a
angulos rasantes tanto a la fase condensada como a la sélida, se obtiene
que las cadenas hidrocarbonadas (parte Hidréfoba del dcido graso) se en-
cuentran organizadas de manera paralela entre ellas, sin embargo, pueden
presentar un tipo de inclinacién o estar completamente perpendiculares a
la superficie del agua. Experimentos de rayos X realizados a bajas tempe-
raturas, han mostrado que existen fases bidimensionales con un grado de
orden traslacional de cuasi largo alcance.

Una de las caracteristicas que diferencian a las diferentes zonas que se pre-
sentan a lo largo de la isoterma es el tipo de fase del cual estan compuestas:
las fases Gaseosa y Liquido expandido son fluidos bidimensionales, mien-
tras que las fases Liquido Exzpandido y Solida son mesofases, por lo cual
no son fases unicas, si no que dependen de las condiciones de presién y
temperatura y pueden presentarse de diferentes maneras, es por ello que
los términos LC'y S solo son utilizados para denotar que se trata de una
fase condensada sin referirse a alguna en particular.
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3.2. Parametros que Modifican la estructu-
ra de la Isoterma

La obtencion de una isoterma es el método mas sencillo para recolectar

informacion sobre el estado termodinamico que presenta una monocapa, a
través de ellas, podemos identificar la temperatura y el area a la cual ocu-
rren transiciones de fase, las cuales indican cambios termodinamicos de la
monocapa. La forma que presentan, depende principalmente de la tempe-
ratura, puesto que a diferentes temperaturas, se pueden presentar distintas
transiciones de fase. Hay estudios en los que se propone que la longitud
de la cadena hidrocarbonada también modifica la forma que presenta la
isoterma[31].
Un parametro importante que puede causar modificaciones importantes a
la forma de la isoterma, es la velocidad de compresion de las barreras de la
balanza de Langmuir, puesto que entre mayor sea esta, el sistema se aleja
del equilibrio termodinamico. Por ello es importante comprimir a veloci-
dades bajas (< 40 cm?/min).

3.3. Balanza de Langmuir.

La técnica mas utilizada para la caracterizacién de peliculas delgadas
en una interfaz aire-agua es la técnica de Langmuir-Blodgett. Esta fue
desarrollada por Agnes Pockels y posteriormente perfeccionada por Irving
Langmuir y se aplica en el aparato conocido como Balanza de Langmuir.
La Balanza de Langmuir esta constituida por un contenedor poco profundo
hecho de un material altamente inerte (normalmente teflén) para evitar la
acumulacion de impurezas asi como reacciones no deseadas, tambien cuenta
con un sistema de barreras del mismo material y dimensiones (a lo ancho)
del contenedor, las cuales pueden ser o no moviles, estas barreras se ubican
a una altura de tal manera que solo alcancen a tocar el contenido superficial
de la balanza en la interfaz aire-subfase y por lo cual ayudan a controlar y
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monitorear el area disponible para la monocapa depositada en la interfaz
aire-subfase de la balanza, estas barreras son controladas por medio de un
software externo (NIMA Technology LTD, Coventry, England). La balanza
también cuenta con un sensor, el cual monitorea en tiempo real los cambios
que sufre la presion superficial de la subfase conforme se comprimen las ba-
rreras que posee la balanza, para lo cual se utiliza una Placa de Wilhelmy,
la cual consiste en una superficie rectangular que se mantiene en contacto
constante con el la interfaz aire-subfase, y puede ser de una variedad de
materiales como:

» Papel filtro

» Papel de cromatografia
» Vidrio

» Cuarzo

= Mica

» Placa de Platino

Se ha comprobado que el material del cual este hecho la placa, no afec-
ta en el resultado del experimento que se quiere realizar, el unico factor
determinante en el resultado proviene del hecho de que la placa debe es-
tar completamente humedecida por la subfase con la cual se encuentra en
contacto[32], en el caso del equipo presente en el laboratorio se utiliza papel
filtro. La placa a su vez esta unida a un tensiémetro por un tubo delgado
de metal, el cual mide la fuerza debida al humedecimiento de la placa y con

ello se calcula la tension superficial de la subfase con ayuda de la ecuacion
de Wilhelmy:
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F
[cosf

V= (3.4)

Dénde [ es el perimetro de la
placa humedecida 2w + 2d con w el
ancho de la placa y d el espesor de
la misma, # es el angulo de contacto
entre la placa y la subfase. Estos da-
tos son procesados a través del mis-
mo software que controla las barre- Figura 3.2: Esquema de interaccién
ras de la balanza y arroja el valor de Placa de Wilhelmy[33]
la presion superficial de la subfase,
con lo cual se genera la isoterma de
la monocapa mencionada con ante-
rioridad.

Aparte de las barreras y del sen-
sor de presion, el equipo del labora-
torio, cuenta con un mecanismo de
Dipper, el cual nos permite introdu-
T cir lenta y ortogonalmente un sus-
trato en la subfase, lo cual, al reti-
rar el sustrato (se tiene que realizar
de una manera muy lenta y cuida-
dosa), las moléculas que conforman
la monocapa se adhieren a este, manteniendo el orden molecular que pre-
sentaban al estar sobre la subfase. Este proceso debe realizarse preferente-
mente manteniendo una presioén constante durante todo el proceso, puesto
que si se presentan variaciones amplias en la misma, la morfologia de la
monocapa puede cambiar, por lo cual los resultados que se obtengan del
andalisis del sustrato pueden ser invalidos; a esta técnica de transferencia
de la monocapa de Langmuir a un sustrato sélido se le llama técnica de
Langmuir-Blodgett.

(e !_|=:\

Figura 3.3: Esquema de una tranfe-
rencia Langmuir-Blodgett [34].
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Existen otras técnicas para la transferencia de monocapas de Langmuir
a sustratos sélidos, por ejemplo la técnica Langmuir-Schaefer, sin embargo
para la realizacion de los procedimientos experimentales de esta tesis solo
fue necesaria la utilizacion de la técnica Langmuir-Blodgett. La transferen-
cia a un sustrato sélido es de gran ayuda pues permite el analisis de las
monocapas de Langmuir por medio de otras técnicas experimentales, entre
las cuales destacan: Microscopia de fuerza atémica (AFM), Elipsometria,
Microscopia de Angulo de Brewster (BAM). Estas ultimas también pue-
den ser utilizadas directamente sobre la interfaz aire-subfase, en lugar de
sobre un sustrato soélido, siendo la microscopia de Angulo de Brewster una
excelente técnica complementaria para el estudio de las monocapas in situ.
Mientras que la Elipsometria a pesar de ser otra buena técnica complemen-
taria, dependiendo de las necesidades particulares de la medicion a realizar
se pueden presentar una serie de problemas con la misma.
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Capitulo 4

Microscopia de angulo de
Brewster (BAM)

La microscopia de angulo de Brewster, tal y como su nombre lo indica,
se basa en la utilizacién del angulo de Brewster (o angulo de polarizacion)
para el estudio de materiales que se encuentran en la interfaz entre distintos
medios. El angulo de Brewster, debe su nombre al fisico Escocés Sir David
Brewster[35][30], y es el dngulo de incidencia en el cual la luz que presenta
un cierto tipo de polarizacion, se transmite a través de un medio dieléctrico
transparente sin presentar reflexién, en caso de que la luz incidente sea no
polarizada, si habra reflexién pero el haz reflejado presentara polarizacién.
El dngulo de Brewster se encuentra definido por la expresion:

tanfp = =y (4.1)
n2

Donde 63 es el angulo de Brewster, ny y ny son los indices de refraccion

del medio 1 y 2 respectivamente. Esta formula puede ser obtenida a través
de la ley de Snell:

ni sin (91 = N9 sin 92 (42)
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Donde de igual manera n; y Incident ray
ny son los indices de refraccion de (unpolarised)
los medios 1 y 2, mientras que
los angulos #; y 65 son los angu-
los de incidencia y de refraccion
respectivamente. Una de las carac-
teristicas del angulo de Brewster
es el hecho de que el haz refleja-
do forma un angulo de 90° con el

Reflected ray
(polarised)

haz refractado, por lo cual pode- Refracted ray
mos reescribir la ley de Snell co- (slightly polarised)
mo: Figura 4.1: Polarizacién de la luz en
el 4ngulo de Brewster[37].
nysinf; = nysin(90 — 6). (4.3)
Utilizamos:
sin(90 — a) = cos(a) (4.4)

Con lo que obtenemos:

nysinfp = ns cosp (4.5)

Donde g es el angulo de Brewster, a partir de esta expresion es facil
obtener la definicion del angulo de Brewster como:

fp = arctan M (4.6)
n2

Es importante mencionar que dado que el indice de refraccion de un
material presenta variaciones con respecto a la longitud de onda, el angulo
de Brewster también presenta variaciones con longitudes de onda diferen-
tes.
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Como se menciono anteriormente, la principal caracteristica del angulo de
Brewster, consiste en que se presenta un cambio de polarizaciéon del haz
reflejado con respecto al haz incidente, o la inexistencia de la reflexiéon en
caso de que el haz incidente presente una polarizacién lineal. La polariza-
ciéon es una propiedad intrinseca de las ondas electromagnéticas, existen 3
tipos de polarizaciéon, los cuales estan definidos por el movimiento trans-
versal del campo eléctrico de una onda electromagnética:

= Polarizacién Lineal: Ocurre cuando el campo eléctrico sigue una
oscilacion periddica constante, y solo se tiene una componente de po-
larizacién. Las ondas que conforman la radiacion electromagnética
deben tener la misma amplitud y fase.

= Polarizacién Circular: Ocurre cuando se suman dos ondas con la
misma amplitud, pero con una diferencia en su fase de 3, lo cual
origina una rotacién periddica constante en el campo eléctrico.

» Polarizacion Eliptica: Ocurre cuando se suman dos ondas que po-
seen amplitudes y fases diferentes entre si, lo cual provoca una forma
elipsoidal en la rotacién del campo eléctrico.

Existen muchas otras caracteristicas y propiedades de la polarizacién
de las ondas electromagnéticas, pero seran discutidas mas a fondo en el
capitulo dedicado a la técnica de elipsometria.

La microscopia de angulo de Brewster puede realizarse sobre diferentes
tipos de interfaces, lo cual genera la posibilidad de analizar distintos me-
dios y la interaccion entre ellos, de las cuales destacan:

» Peliculas delgadas de liquido sobre un sustrato sélido.
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» Peliculas delgadas solidas sobre otro sustrato solido.
» Interfases gas-liquido.

» [nferfases liquido-liquido.

Si se deposita un material en la superficie de una de las interfaces, de
tal manera que se forme una monocapa, al estar enfocado el microscopio
en el angulo de brewster de la interfaz, se presentara una reflexién del haz,
puesto que este nuevo material depositado normalmente tendra un indice
de refraccién diferente que el sustrato sobre el cual esta depositado, esta
reflexion puede ser utilizada para realizar un analisis sore la morfologia de
la monocapa en cuestion.

Existen diferentes tipos de microscopios de angulo de Brewster, sus
composiciones y disenos varian de acuerdo al tipo de medicién y andlisis
que se quiere realizar con ellos, sin embargo, podemos hablar de ciertos
componentes generales que se presentan a lo largo de los distintos mo-
delos disponibles, tales como el uso de 2 gonidémetros, sobres los cuales
estan montados los componentes de los cuales se forma el microscopio, es-
tos componentes normalmente son un laser de frecuencia fija (o variable
dependiendo del modelo), un polarizador, el cual solo deja pasar la compo-
nente p del campo eléctrico, compensador, el cual permite variar el angulo
de incidencia de la polarizacion, un analizador, el cual varia la intensidad
del haz reflejado, y un detector, el cual puede variar dependiendo del tipo
de analisis que se quiera realizar, en el caso del equipo utilizado para el
desarrollo del trabajo aqui presentado, se puede realizar mediciones tanto
de elipsometria de Imagen, como elipsometria de anulacion.
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Capitulo 5

Elipsometria

El movimiento de la luz en un medio, esta relacionado al movimiento de

las cargas eléctricas (electrones) de los ntcleos atémicos, lo cual constitu-
ye las corrientes eléctricas macroscopicas, sin embargo, se pueden ignorar
los efectos de la magnetizacién inducida dado que las fluctuaciones en los
momentos magnéticos de los electrones y nicleos atémicos es muy lenta a
comparacion de las oscilaciones épticas. Es por ello que la mejor forma de
describir el movimiento y propagacién de la luz en un medio, es a través
de la magnitud de su vector de campo eléctrico ﬁ La existencia de ciertas
direcciones preferenciales durante el paso de la luz por un medio, o mas
bien sobre la direccién de propagacion del campo eléctrico de la luz y su
interaccién con la materia es la razén por la cual es importante estudiar y
comprender el fenémeno de polarizacion.
La polarizacién de la luz fue observada y analizada por primera vez por
le fisico Francés Etienne-Louis Malus en 1808. La dependencia espacio-
temporal del campo eléctrico ﬁ(?, t), en un medio uniforme e isotropico
de permitividad €, es descrito por la ecuaciéon de onda:[38], 39, [40], 41, 42]

[v2 - e(c‘;’) g—;] E(7,1) = 0. (5.1)

Donde w es la frecuencia angular y c es la velocidad de la luz en el
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vacio, una solucién adecuada para esta ecuacion, es una onda plana que se
propaga sobre el eje z en un sistema coordenado ortogonal:

E(2,t) = Re { [gj e“’fz”f)} . (5.2)

En esa ecuacion, F, y £, son las amplitudes del campo eléctrico E alo
largo de los ejes x y y respectivamente, es importante mencionar que para
satisfacer la ecuacién [5.1] el termino no cero del vector de propagacién k,
de la ecuacién [5.2], tiene como valores permitidos los dados por la ecuacion
de dispersion.

ko= e =2N. (5.3)
C C

Donde N = n + ik =y/€ es el indice de refraccién complejo del medio.
La forma més comin de polarizaciéon de una onda de luz como la descrita
por la ecuacion [5.2] es la eliptica, lo cual nos permite reescribir la ecua-
cion en su parte de dependencia temporal, es decir en el plano z = 0
como: [43]

B(t) = {ggg] _ Re{[X;w] eiw“to)}. (5.4)

Y

Para este caso, en el tiempo t = t(, la componente y esta en su maximo,
mientras que el maximo de la componente x es tras un intervalo de tiempo
%, es decir en un tiempo t = ty + %, donde A es la fase relativa entre las
vibraciones a lo largo de las direcciones = y y. Para polarizaciones con valo-
res de A positivos, la precesion se presenta en sentido de las manecillas del
reloj vy es llamada polarizacion derecha, mientras que para valores negati-
vos, la precesion es en contra horario, y es llamada polarizacion izquierda,

los valores de A normalmente se encuentran limitados entre 0 y m o entre
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—m y m dependiendo de la nomenclatura utilizada[44].

Aparte del cambio en

la fase A, la polarizacion Ey
eliptica esta determina- T Exo "
da por las amplitudes X A=0 -5 —

y Y, o mejor dicho, por v v E,q
el coeficiente o la am- / ’
plitud relativa %, pues- >E,
to que solo este cocien- C /

]

te resulta relevante pa-
ra los andlisis eli.psome— tany =E,o/E,

tricos. Esta amplitud re-

lativa puede ser expresa-  Figura 5.1: Polarizacién Eliptica de la luz[45].

da con ayuda del angulo
1, el cual aparece en la figura [5.1], y esta determinado por la expresién:

tam 1 = é (5.5)

Y toma valores que varian de 0 a 7.

De igual manera, la polarizacion eliptica descrita por la ecuacion puede
ser descrita por medio del Vector de Jones:

sin Yei A
s o

El cual esta determinado por los angulos reales v y A. Con ayuda de
estos mismos angulos, podemos describir ciertos casos especiales de la po-
larizacion eliptica que surgen en valores particulares de los mismos:

= Polarizacion Lineal:
Ocurre cuando A = 0 o m, siendo cada uno de los casos ortogonal
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entre si mismos, son producidos por polarizadores lineales.

= Polarizacién Circular:
Ocurre para la combinacién de valores v = 7y A = 3 0 — 7, en
cuyo caso es llamado luz circularmente polarizada derecha o izquierda
respectivamente, dependiendo del valor que tome A, en este caso las
componentes x y y son de la misma magnitud y tiene una diferencia
de fase de 7, al igual que la polarizacion lineal, son ortogonales entre
si, este estado de polarizaciéon puede ser producido por un polarizador

lineal seguido de un retardador.

Ahora que se ha da-
do un breve resumen del Light source
comportamiento y ca-
racteristicas de la pola-
rizacion, se puede iniciar
el tratamiento del tema Compensator
de elipsometria. La elip- foptenal
sometria, es una técnica
que se basa en la mani-
pulacién y andlisis de la Figura 5.2:  Configuracion bdsica de un
polarizacién tras ser re- Elipsometro[46].
flectada por una superfi-
cie que se quiere estudiar. La configuracion basica de un Elipsometro es la
llamada configuracion PCSA, la cual consiste en:

Detector

Polarizer Analyzer

Compensator
(optional)

Sample

» Fuente de luz.

Polarizador (P).

Retardador/Compensador (C).

Muestra (S).

Polarizador Lineal/Analizador (A).
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» Detector.

En el brazo que se encuentran la fuente de luz, polarizador y compensa-
dor, se prepara un estado conocido de polarizacién, el cual es enviado hacia
la muestra a un angulo ¢, el brazo donde se localizan el analizador y de-
tector es utilizado para medir los cambios en la polarizacién inducidos por
la muestra. Esto nos permite obtener el llamado coeficiente de reflectancia
complejo o coeficiente de elipticidad p:

p = ' _ tan Pe's (5.7)
S

La configuracion PCSA de un elipsometro, puede ser utilizada para
determinar de una manera sencilla los angulos elipsométricos, el proceso
consiste en variar los valores del Polarizador, Compensador, de tal manera
que la luz polarizada al ser reflejada por la muestra, tenga polarizacién
lineal, para posteriormente ajustar el valor del Analizador de tal manera
que se elimine la senal que llega al detector. Este analisis puede ser sim-
plificado aun mds si se deja un valor fijo para el Compensador C' = 7, lo
cual limita el trabajo a la determinacion de los valores adecuados para P,
y Aj, los cuales se relacionan con los angulos elipsometricos de la siguiente

maneral[43]:

Y= A, A:2P1+g (5.8)

A esta técnica se le conoce como Elipsometria de Anulacion (Null Ellip-
sometry), y nos permite obtener resultados de alta precisién[47], sin em-
bargo la obtencion de las mediciones resulta un tanto lenta, aun asi dada
la alta precisién que se puede obtener de las mediciones, esta fue la técnica
escogida para la realizacion de los experimentos de elipsomentria necesa-
rios.
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Capitulo 6

Transiciones de fase y
Puntos Criticos.

Fase: una regién del espacio o sistema termodinamico, a lo largo del
cual practicamente todas sus propiedades fisicas pueden ser consideradas
uniformes[48][49], estas propiedades pueden ser:

» Densidad.

Indice de refraccién.

Composiciéon quimica.

Grado de Magnetizacion.

Presién.

El termino fase también es utilizado comuinmente para describir las con-
diciones de equilibrio que describen a un sistema dentro de un diagrama de
fase, otro de los usos mas comunes del termino, es para describir distintos
estados de la materia (e.j: Agua liquida, hielo, vapor).

Si a un sistema se le deja entrar en equilibrio, por lo general se mostrara
una Unica y uniforme fase, sin embargo si se varian las condiciones del sis-
tema, tales como presion, temperatura etc., el sistema puede separarse en
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una o mas fases distintas, y entre las cuales sus propiedades pueden variar,
a este tipo de cambios se les llama transiciones de fase, como ejemplo muy
claro y cotidiano, podemos dar el cambio de hielo (agua en estado sélido)
a liquido a vapor conforme uno varia la temperatura, lo cual nos indica
que se pueden acceder a distintas fases o en este caso estados de la mate-
ria induciendo variaciones relativamente simples a un sistema, sin embargo
este no es el unico tipo de transicién de fase, existen también transiciones:
magnéticas, ferromagnéticas, de superconduccién, superfluidez, separacio-
nes de fase por densidad en mezclas de liquidos, entre otras.

Estas variaciones induci-
das en la fase por medio

de cambios en alguno de los _
) - S :
parametros del sistema pue- 3 .
. = sli P 1
den ser graficados y analiza- &| Fasesdida Haudo 1 Fluido supercridico
. . compresible
dos por medio de un diagra- !
P & Presion critica \ '
ma de fase (probablemente  |p, -. e e T
. ' F
el mas famoso de ellos sea el b | liguida
del agua, apreciable en la fi- :
. Punto triple,
gura ’ el Cual Nnos perml_ Prp p Vapor sobrecalentado
te saber el comportamien- Fase gaseosa
. Temperatura
to del material, elemento o . citca
p o

muestra analizado de acuer- >
Temperatura

do a la variacién realizada

sobre sus pardmetros basi- Figura 6.1: Diagrama de fase P-T del agua.

cos, existen varios tipos de

diagramas de fase, ya sea bidimensionales o tridimensionales. Lo impor-

tante de los diagramas de fase, es que nos permiten comprender mejor

como evoluciona la muestra que se quiere analizar, de igual manera nos

ayudan a identificar regiones de coexistencia de fase importantes asi como

los puntos criticos del material.

Un punto critico esta caracterizado por medio de la Temperatura Criti-

ca (T.) y la Presién Critica (p.) a la cual se localiza, en este punto, que
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marca el final de la coexistencia de fases, la separacion entre ambas se
vuelve totalmente irrelevante, pues son indistinguibles la una de la otra,
por lo cual se presentan numerosas fluctuaciones en algunas de las propie-
dades del sistema, lo cual lleva a rompimiento en la simetria del sistema,
asi como en divergencias que se presentan en algunas de las propiedades
del mismo.[51][52]

En general, el punto critico puede ser descrito por medio de los llama-
dos exponentes criticos, estos son parametros definidos que, describen el
comportamiento del sistema en las regiones cercanas a los puntos criticos,
son expresados normalmente con las letras Griegas «, 8 y v una de sus
caracteristicas principales es que no se trata de nimeros enteros, sino frac-
cionarios, otra importante caracteristica y una de las principales razones
por las cuales son utilizados ampliamente, es el hecho de que, sin importar
el tipo de transicién de la que se trate o la complejidad de la misma, la gran
mayoria de ellas pueden ser agrupadas dentro de un grupo, en el cual to-
das las transiciones comprendidas obedecen un comportamiento dado por
una combinacién especifica de estos exponentes criticos[51]. Los exponen-
tes criticos tambien obedecen una serie de relaciones muy simples, como
por ejemplo:

a+28+y=2 (6.1)

Este tipo de relaciones son llamadas las leyes de escala y son obtenidas
de la teoria del grupo de renormalizacién, cuya funcién principal es la de
brindar una correspondencia a los parametros que afectan una transicién
de fase en las cercanias de un punto critico.
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Parte 111

Procedimientos
Experimentales
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Capitulo 7

Introduccion
Procedimientos
Experimentales

El trabajo experimental de esta tesis, puede ser dividido en 2 partes;
la primera de ellas es la obtencién del diagrama de fase para la mezcla de
lipidos DMPS:DMPC:Colesterol, para posteriormente realizar un analisis
de Elipsometria en los puntos de interés del mismo para intentar compro-
bar la existencia de un punto critico. Resulta importante mencionar que se
busca obtener una recreacion del diagrama de fase para la misma mezcla
obtenido por Radhakrishnan, A., and H. M. McConnell. (1999. Biophys.
J.)[53], el diagrama de fase fue obtenido con ayuda de la balanza de Lang-
muir y con el microscopio de dngulo de Brewster, mientras que el analisis
de elipsometria solo requirié el uso del microscopio de angulo de Brews-
ter /Elipsometro.

Los lipidos utilizados para este trabajo, como se menciona el inicio de este
capitulo son:

= DMPC (1,2-ditetradecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)
= DMPS (1,2-ditetradecanoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine)
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(a) Colesterol

Figura 7.1: Lipidos Utilizados.

= Colesterol (cholest-5-en-38-ol )

Todos los lipidos utilizados durante el proceso experimental son de alta
pureza y fueron adquiridos en Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL. USA.
y fueron utilizados sin que les fuera aplicado algin tratamiento extra de
purificacion.

Como trabajo previo a la realizacion del diagrama de fase, se realizaron las
mezclas de lipidos necesarias para la obtencion del mismo. Se realizaron
un total de 23 mezclas, en todas ellas se mantuvo constante la propor-
cion 2:1 de DMPS-DMPC mientras que se cambiaba la concentracion de
colesterol. En las muestras que se realizaron inicialmente, se vario la con-
centracién de Colesterol en 10 % iniciando en 10 % y terminando en 70 %,
posteriormente fueron realizadas mezclas para concentraciones intermedias
de Colesterol y finalmente cuando se tuvo casi completado el diagrama de
fase, se realizo un ultimo lote de mezclas para los puntos cercanos a los
maximos encontrados en el diagrama, es importante mencionar que todas
las mezclas fueron realizadas para tener una concentracién de 174.

Como se menciono anteriormente en la secciéon destinada a las monoca-
pas de Langmuir, la obtencién de una buena isoterma depende en buena
medida de una adecuada limpieza de la balanza de Langmuir asi como
de la correcta adsorcion de la muestra en la interfaz. Para asegurar una
adecuada limpieza de la balanza, antes del inicio de cada experimento fue
limpiada con cloroformo para obtener una buena remocién de cualquier
residuo organico que se pudiera tener en la superficie de la misma. Para la
correcta adsorcion de la muestra se utiliza una micro jeringa y se deposita
gota a gota la cantidad de muestra deseada sobre la interfaz, debe uno ase-
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gurarse que la gota respectiva fue correctamente adsorbida por la superficie
del agua y no se precipito hacia el fondo de la balanza, esto se logra no de-
jando caer la gota desde la jeringa, si no permitiendo que la misma tensién
superficial del agua tome la gota y la disperse a lo largo de la superficie.
Dado que las soluciones se encuentran suspendidas en cloroformo, después
de ser depositadas en la balanza de Langmuir se requiere de esperar cerca
de una hora para que el cloroformo se disuelva completamente en el agua
y de esta forma evitar que sea observable en las imagenes obtenidas por el
microscopio de angulo de Brewster.

Tras el tiempo de espera para la disolucion del cloroformo, se puede pro-
ceder a la realizacion de los experimentos necesarios para la obtencion del
diagrama de fase y posteriormente para las pruebas de elipsometria.
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Capitulo 8

Obtenciéon del diagrama
de fase.

Para reproducir el diagrama de fase de la mezcla lipidica de interés ob-
tenido inicialmente por Radhakrishnan, A., and H. M. McConnell. (1999.
Biophys. J.)[53] se utilizan, como fue mencionado anteriormente, la ba-
lanza de Langmuir y el microscopio de angulo de Brewster. Para obtener
cada uno de los puntos que conforman el diagrama de fase se depositaron
40ul de la mezcla sobre la balanza, tras esperar el tiempo necesario para la
disolucion del cloroformo se procedié a la obtencién de la isoterma carac-
teristica de la misma, la isoterma, tal y como se menciona en el capitulo
correspondiente debe ser realizada con una baja velocidad de compresién
de de las barreras que conforman la balanza de Langmuir. Para nuestro
caso esta velocidad fue de 20%, el proceso debe ser realizado a bajas ve-
locidades para que el proceso sea cuasi estatico y reversible, es importante
mencionar que todos los experimentos fueron realizados a una temperatura

de 23°C.

El diagrama de fase obtenido y publicado por Radhakrishnan, A., and
H. M. McConnell. puede ser apreciado en la figura|8.1), como se puede apre-
ciar, el eje x representa diferentes concentraciones de colesterol utilizadas
en las distintas mezclas, mientras que el en el eje y se encuentran la presion,
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cada punto del diagrama, corresponde a la presion a la cual desaparece la
fase gaseosa para esa mezcla en especifico, los autores del articulo nom-
braron como fase o y fase § al area bajo las curvas que se observan en el
diagrama, siendo la fase a la que se encuentra bajo la curva azul mientras
que la fase [ es la que se encuentra bajo la curva anaranjada, de acuerdo
a los mismos autores, esta distincion de fase solo la realizaron por motivos
practicos y para poder diferenciar adecuadamente ambas curvas.

Diagrama de Fase McConell

14

12

>
—_—

—
—_—

10

Presion mN/m

e —

/.\ B
, a

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracion Colesterol %

@® Fase Alpha @ Fase Beta Polinédmica (Fase Alpha) Polinémica (Fase Beta)

Figura 8.1: Diagrama de Fase para la Mezcla obtenido por Radhakrishnan,
A.; and H. M. McConnell. (1999. Biophys. J.).

El objetivo de obtener las isotermas caracteristicas es el de tener un
registro de la presion a la cual desaparecia la fase gaseosa de la muestra.
En total se realizé un promedio de 3 isotermas para cada concentracion de
las muestras, la primera de ellas una isoterma durante la compresién de la
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mezcla, una durante la expansion de las barreras (realizado tambien a ba-
jas velocidades), y otra isoterma realizada a velocidades un poco mas altas

(40%[81(%1(10 esta velocidad también lo suficientemente baja para que el
proceso siga siendo cuasiestatico y reversible]), en algunos casos especiales
fue posible realizar una cuarta isoterma realizada por pasos, pues se re-
ducia el area disponible de la balanza una cantidad fija y se dejaba que la
mezcla se relajara por cierto tiempo antes de que se volviera a realizar la
compresion, en estos casos se reducia el area disponible en 1 0 2cm? y se
dejaba relajar la muestra por 5 minutos antes de la siguiente compresion,
esta ultima isoterma no pudo ser obtenida para todas las muestras puesto
que dada la cantidad de tiempo que se tenia que esperar entre compresio-
nes, en multiples ocasiones se comenzaban a notar mas y mas particulas
de polvo que se precipitaban a la balanza, ocasionando fluctuaciones en la
medicién de la presién superficial, asi como una gran afectacion al momen-
to de intentar tomar imagenes con el microscopio de angulo de Brewster.

En conjunto con la obtencién de isotermas para cada una de las mez-
clas, se utilizo el microscopio de angulo de Brewster para la adquisicion
de imagenes de la interfaz aire-agua, el objetivo de esto es apreciar visual-
mente la desaparicién de la mencionada fase gaseosa, asi como los cambios
morfologicos que sufre la monocapa de Langmuir al cerrarse de las barreras
de la balanza.

A continuacién se presentan una serie de imagenes obtenidas gracias
al microscopio de angulo de Brewster, las cuales fueron seleccionadas de
acuerdo a la claridad de la imagen asi como por la representatividad de
las estructuras de la monocapa que se observan en ellas, todas ellas son
de la mezcla con 25 % de Colesterol, sin embargo a lo largo de casi todas
las mezclas se pueden apreciar cambios morfolégicos similares durante el
proceso de cerrado de las barreras. Cada imagen tiene indicada la mezcla
a la que pertenece y la presion registrada al momento de ser tomada.
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(a) 25 % Colesterol ~0.0mN

(b) 25% Colesterol ~0.0mN

Figura 8.2: Primeras estructuras formadas por la monocapa. De arriba
hacia abajo cada imagen es tomada a un &area disponible menor de la
monocapa. La Fase gaseosa es reconocible por presentar un color mucho
mas oscuro que la fase condensada.

Como se puede apreciar en las imagenes anteriores, la fase gaseosa es
facilmente identificable como una zona muy oscura, mientras que la fase de
aglomeracién lipidica presenta en contraste un color mas claro y brillante.
Resulta importante apreciar de igual manera, la forma en la cual la fase
condensada comienza a aglomerarse conforme se cierran las barreras, en
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este caso la presion se mantiene constante dado que el area disponible de
la monocapa aun es muy grande y a pesar de que se comienza a apreciar
una mayor aglomeracion de dominios propios de la fase condensada, esta
no es lo suficientemente grande como para alterar la presién, puesto que la
mezcla se encuentra en una coexistencia de fases.

(b) 25% Colesterol ~1.2mN

Conforme continua el proceso de cerrado de las barreras de la balanza
y con ello aumenta la aglomeracion lipidica dada la disminucion en el area
disponible para la monocapa, se puede observar con facilidad una disminu-
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cion de la fase gaseosa apreciable. Una vez que comienza a subir la presion,
es de suma importancia tener mucho cuidado y monitorear adecuadamente
los subsecuentes cambios morfolégicos que sufre la monocapa para poder
registrar con precision la presion a la cual desaparece por completo la fase
gaseosa en el sistema asi como la posible presencia de alguna otra estruc-
tura de interés.

(a) 25% Colesterol ~2.0mN

(b) 25% Colesterol ~3.0mN

Al seguir disminuyendo el area disponible para la monocapa y por ende
aumentando la presién, se puede observar de manera muy clara que la fase
gaseosa presente en la monocapa ha disminuido considerablemente, hasta
el punto en el que se observa casi en su totalidad una fase condensada
uniforme.
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(a) 25 % Colesterol ~3.0mN

(b) 25 % Colesterol ~3.0mN

De acuerdo a los resultados publica-
dos con anterioridad[53], se menciona
la existencia de ciertos patrones mor-
fologicos particulares que se presentan
en las cercanias de un punto critico (fi-
gura , estas formaciones pudieron
ser apreciadas y fotografiadas por me-
dio del microscopio de angulo de Brews-
ter, la observacion de estas estructuras
resulta de vital importancia para los
experimentos realizados (observables en
las imdgenes de la figura8.9)), puesto que
nos indica que nuestros resultados se
encuentran cercanos a los que fueron
publicados, y nos ayuda a determinar

Figura 8.6: Estructuras forma-
das a 3.8 mN/m para la mezcla
y publicadas por Radhakrishnan,
A., and H. M. McConnell. (1999.

Biophys. J.)[53]

el posible punto critico de la mezcla, el cual sera analizado posteriormente
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por medio del analisis de elipsometria.

En las siguientes imagenes se pueden apreciar las estructuras carac-
teristicas a las cercanias de un punto critico a las cuales hace referencia el
articulo publicado. Es importante mencionar que a diferencia de la ima-
gen presentada en el articulo, estas estructuras elongadas no se observan
en toda la monocapa, si no en ciertas regiones especificas, la diferencia
puede radicar en el hecho de que la resolucion del microscopio utilizado
por los autores del articulo es mayor que la resolucién que se tiene con el
microscopio de angulo de Brewster del laboratorio, puesto que la imagen
del articulo representa una zona de aproximadamente 100x150pm mien-
tras que la imagen obtenida con nuestro equipo es de aproximadamente

6002500.m.
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(a) 25 % Colesterol ~3.5mN

(b) 25 % Colesterol ~3.5mN

Figura 8.7: Estructuras formadas por la monocapa al continuar el proceso
de cerrado de las barreras y aumentar la presién. La fase gaseosa disminuye
considerablemente.
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(a) 25 % Colesterol ~3.5mN

(b) 25% Colesterol ~3.5mN

Figura 8.8: Estructuras formadas por la monocapa al continuar el proceso
de cerrado de las barreras y aumentar la presion. La fase gaseosa disminuye
considerablemente.
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(a) 25% Colesterol ~3.9mN

(b) 25% Colesterol ~3.9mN

Figura 8.9: Estructuras elongadas caracteristicas de la cercania de un punto
critico, similares a las reportadas en el articulo de Radhakrishnan, A., and
H. M. McConnell. (1999. Biophys. J.).
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(a) 25 % Colesterol ~4.0mN

(b) 25% Colesterol ~4.0mN
Figura 8.10: Imégenes de la monocapa en el punto critico de la mezcla

4,078

Las imagenes de la figura fueron tomadas en el punto critico de la
mezcla, y como se puede apreciar con facilidad, la fase gaseosa ha desapa-
recido por completo y solo se observa una monocapa lipidica uniforme.
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(a) 25 % Colesterol ~4.2mN

(b) 25 % Colesterol ~4.4mN

Figura 8.11: Imagenes tomadas a presiones superiores a las del punto critico
reportado (4,0%), se obeerva la presencia de una fase eztra (apreciable con
un tono mas oscuro que la fase condensada, pero sin ser tan oscura como la
fase gaseosa) no reportada originalmente en el articulo de Radhakrishnan,
A., and H. M. McConnell. (1999. Biophys. J.).

Todas las imagenes presentadas anteriormente, corresponden a la mez-
cla que tiene una concentracion de 25 % de Colesterol, las imagenes que se
presentaran a continuacion corresponden a las obtenidas para la muestra
con una concentracién de 55 % de Colesterol.
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(a) 55 % Colesterol ~ 0,0mN

(b) 55 % Colesterol ~ 9,5mN
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(b) 55% Colesterol =~ 10,5mN
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(a) 55 % Colesterol ~ 11,0mN

(b) 55% Colesterol =~ 11,0mN
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(a) 55 % Colesterol ~ 11,5mN

(b) 55 % Colesterol ~ 11,6mN

Figura 8.16: Imagen tomada en el punto critico de la mezcla, mientras
que la imagen fue tomada a una presién ligeramente superior a la
del punto critico.

Como se puede apreciar facilmente, las mezclas de las cuales se pre-
sentan imagenes, muestran una evolucién morfologica similar a lo largo de
todo el proceso de compresion de las barreras de balanza de Langmuir, por
cuestiones de espacio y para evitar caer en repetitividad, solo se presenta-
ron imagenes seleccionadas de las mezclas de interés.

o8



Una vez que se obtuvieron todas las isotermas y se documento adecua-
damente la presién a la cual desaparce la fase gaseosa, se procedié a la
realizacion del diagrama de fase, nuestro diagrama de fase fue elaborado
de igual manera que el publicado, en el eje x se encuentra la concentracién
de colesterol mientras que en el eje y la presion, y cada punto representa
la presion a la cual desaparece la fase gaseosa para esa mezcla en particu-
lar, el diagrama de fase que obtuvimos fue posteriormente comparado con
el diagrama obtenido en por Radhakrishnan, A., and H. M. McConnell.
(1999. Biophys. J.) por medio de una comparacién directa entre ambos,
como se muestra en la figura8.18§]
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Diagrama de Fase Datos Propios
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Figura 8.17: Diagrama de fase obtenido en el laboratorio.
El area bajo los puntos azules representa la fase v mientras que el area
bajo los puntos naranja representa la fase 3.

Una de las diferencias entre el experimento realizado por Radhakrish-
nan, A., and H. M. McConnell. (1999. Biophys. J.)[53] es el uso de un mar-
cador fluorescente[Texas red dimyristoylphosphatidyl-ethanolamine(TR-DMPE)]
para las muestras, asi como el hecho de que las imagenes publicadas fue-
ron obtenidas por medio del uso de un microscopio 6ptico de fluorescencia
mientras que para nuestras mezclas y gracias a las propiedades antes men-
cionadas del microscopio de angulo de Brewster no se utilizé el marcador
fluorescente. Esto es importante mencionar, puesto que en las imégenes
publicadas los autores comentan que solo se aprecia la presencia de dos
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fases distinguibles (una fase oscura y otra mas clara y brillante), mientras
que en las imagenes obtenidas con el microscopio de angulo de Brewster, en
multiples imagenes se puede observar que existe al menos una fase aparte
de las observadas por los autores del articulo, esta nueva fase es, al igual
que las dos fases reportadas muy facil de diferenciar, puesto que tiene un
tono intermedio al color oscuro que presenta la fase gaseosa y mas oscuro
que la fase condensada clara y brillante (como se puede observar en las
figuras |8.3a},[8.11]y [8.16b]). Lo que resulta de suma importancia es el hecho
de que esta aparente nueva fase se mantiene apreciable incluso en presiones
superiores donde desaparece de la fase gaseosa. Al momento de la escritura
de esta tesis creemos que esta diferencia entre los resultados reportados en
el articulo y este nuevo fenémeno observado, se puede deber a la presencia
del marcador fluorescente, puesto que este pudo apantallar el detector, por
lo cual esta nueva fase mas tenue no resultara visible y por ende no fuera
reportada. Dadas las formas circulares bien definidas que se presentan por
presiones superiores a la desaparicién de la fase gaseosa nos indican que
lo que se observa es en verdad una nueva fase no reportada en el articulo
original para ninguna de las mezclas reportadas, puesto que los dominios
circulares observados significa que existe una linea de tensién claramente
definida entre los dominios y el resto de la muestra, lo cual indica que se
trata de una nueva fase, esta teoria puede ser comprobada con la realiza-
cion de un experimento de difraccion de rayos-X en angulos rasantes sobre
la muestra, sin embargo no se cuenta de momento con el equipo necesario
para realizar la prueba.
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Comparacion Diagramas de Fase
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Figura 8.18: Comparacién directa de los diagramas de fase obtenidos por
Radhakrishnan, A., and H. M. McConnell. y este trabajo. El diagrama del
articulo se es de color gris y amarillo, para las fases o y 8 respectivamente,
mientras que el de este trabajo es de color azul y anaranjado.

Como se puede apreciar en la figura comparativa entre el diagrama de
fase obtenido en el laboratorio (puntos azules y anaranjados) y el diagrama
de fase publicado en el articulo de referencia (puntos grises y amarillos), se
tiene una buena recreacién por parte de los datos obtenidos, la diferencia
observable en lo que corresponde a la fase S como le llamaron los auto-
res del articulo y es el area bajo las curvas amarilla y anaranjada puede
deberse al hecho de que la balanza de Langmuir utilizada por los autores
del articulo era muy pequena (9x2,5¢cm), lo cual puede ocasionar que el
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menisco que genera el agua no fuera completamente plano en la zona en la
cual se localiza la placa de Wilhelmy por lo que se pueden generar lecturas
no tan correctas, mientras que la balanza que se encuentra en el laborato-
rio es lo suficientemente grande (70x10cm) lo cual permite que el menisco
formado sea completamente plano en toda la regién de interés.

A continuacion se presentan iméagenes del equipo de laboratorio utili-
zado.

(b) Vista lateral del Mi-
(a) Sensor de presién y pla- croscopio de Angulo de
ca de Wilhelmy. Brewster y la Balanza de
Langmuir.

(¢) BAM, Balanza de
Langmuir y sistema
Dipper para transferencia.

Figura 8.19: Equipo de Laboratorio utilizado durante los experimentos.
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Capitulo 9

Analisis de Elipsometria.

Una vez que se termino y comprobo el diagrama de fase con el ya publi-
cado anteriormente, se procedio a realizar el analisis de elipsometria de los
puntos de interés, los cuales son los maximos del diagrama de fase obtenido
en el laboratorio, y que corresponden a una concentracion de 25 % y 55 %
de Colesterol asi como una presion de 4,0”;”—]\[ y 11,5”}n—N respectivamente, y
que a su vez concuerdan con los maximos del diagrama de fase publicado
anteriormente, como se puede apreciar en la figura [8.18 Para la realizacion
del anélisis de elipsometria, se utilizo nuevamente la balanza de Langmuir y
el microscopio de angulo de Brewster, sin embargo este ultimo fue utilizado
en su configuracién de Elipsémetro mas que para la obtencién de imagenes.

Inicialmente se pensaba realizar el analisis de Elipsometria directamen-
te en la interfaz aire-agua, sin embargo al intentar realizar las primeras
mediciones se encontré con la dificultad de que el analisis requiere ser rea-
lizado en los puntos de interés tanto en concentraciéon como en presion y
las presiones a las cuales se necesita hacer la medicién (4,0’%\7 y 11,5%)
resultan muy bajas para mantener una monocapa de Langmuir estable y
cuasi estatica, esto también se ve afectado por la temperatura a la cual se
requiere el trabajo, y fue por esta serie de dificultades que se procedié a
realizar el analisis sobre un sustrato sélido.
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El sustrato solido utilizado, fue un porta objetos de microscopio 6ptico
marca Corning, para la transferencia de la monocapa en la interfaz aire-
agua hacia el porta muestras se hizo uso de la técnica de transferencia
Langmuir-Blodgett, la cual, como se menciono anteriormente en la tesis,
mantiene el patrén de organizacién que tenia la muestra mientras se en-
contraba en la interfaz [[56]][[57]], en nuestro caso, y para evitar que se
presentaran efectos no deseados en el experimento causados por la inter-
accién monocapa-sustrato solido, se decidié que en lugar de realizar una
Unica transferencia al sustrato, es decir tener solo una monocapa, se harian
3 transferencias, es decir se estaria analizando una tricapa lipidica.

Para la realizacion del analisis de elipsometria, se opto por realizar un
barrido de presion de la mezclas de interés, es decir realizar transferencias
de la monocapa a distintas presiones de la misma mezcla, las presiones que
se analizaron fueron:

| 25% Colesterol | 55,0% Colesterol |

3,028 10,528
3,508 11,02%
miN mlV
3,8? 11,37
4,02 11,528
4,387 11,82
4,578 12,027
5,02 12,324
m m,
12,57%

Una vez realizada la transferencia de la monocapa al sustrato sélido
se procedié a realizar el andlisis de elipsometria. Para este se utilizo la
técnica de Null Ellipsometry discutida anteriormente en la tesis. La utili-
zacion del microscopio de angulo de Brewster como Elipsémetro nos ayuda
a obtener los valores de los angulos elipsométricos ¢ y A de los cuales se
discutié también anteriormente en la tesis.
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El objetivo de hacer esto es el de obtener el coeficiente de elipticidad
p para cada una de las presiones de las que se tomaron muestra, esto con
el fin de graficar el comportamiento del coeficiente y comprobar si en ver-
dad se trata de un punto critico, esto con base en trabajos publicados
anteriormente[54],[55], dado que en las cercanias de un punto critico, el
coeficiente de elipsometria presenta una divergencia. El coeficiente de elip-
ticidad p lo obtenemos utilizando los valores de los angulos elipsometricos ¥
y A que obtuvimos de la elipsometria de anulacién y utilizando la formula:

p = tan e (9.1)

El célculo del coeficiente p de acuerdo a Barbara Heidel and Gerhard
H. Findenegg (The Journal of Physical Chemistry 1984)[54] debe ser rea-
lizado en las cercanias del angulo de Brewster del sustrato sobre el cual se
esta realizando la muestra, en nuestro caso esto corresponde al angulo de
Brewster del porta muestras Corning que utilizamos para el analisis, y cu-
yo angulo de Brewster se encuentra aproximadamente en 57,0°, por lo que
nuestro analisis fue realizado en dos angulos diferentes, 56,0° y 56,5°, para
cada una de las presiones se tomaron en total 9 mediciones diferentes de
los angulos elipsometricos, mismos que posteriormente fueron promediados
para su consecutiva colocacion en la grafica correspondiente.
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Coeficiente Elipsomentria a 56.0°

9.000
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2.5

5.5
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Presion mN/m

® CoefElip

Exponencial (Coef Elip)

Figura 9.1: Coeficiente de Elipsometria muestra 25 % Colesterol a 56,0°.
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Coeficiente Elipsometria a 56.5°
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25

-0.500
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® CoefElip Exponencial (Coef Elip)

Figura 9.2: Coeficiente de Elipsometria muestra 25 % Colesterol a 56,6°.

En las gréaficas anteriores (figuras y se puede observar el coefi-
ciente de elipsometria obtenido las muestras con una concentracién de 25 %
de colesterol, como se puede apreciar claramente en ellas, efectivamente se
presenta una divergencia del coeficiente de elipsometria, puesto que son
graficas del coeficiente de elipsometria p en funcién de la presion a la cual
fue tomada la muestra, las lineas mostradas en las graficas representan
unicamente la tendencia de los datos y no un modelo.
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Coeficiente Elipsomentria a 56.0°
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Figura 9.3: Coeficiente de Elipsometria muestra 55 % Colesterol a 56,0°.

69



16.000

14.000

12.000

10.000

8.000

Coeficiente

6.000

4.000

2.000

— @645, 1.117

0.000 —— 1548, 0.008

10 10.5

-2.000

Ceoficiente Elipsomentria a 56.5°

—@—++8.503

—— @3, 5.056

15, 2.823

—— 8, 1.635
—E241.156
——{—$213, 0.605

——1245,0.017

Presién mN/m

® CoefElip Exponencial (Coef Elip)

Figura 9.4: Coeficiente de Elipsometria muestra 55 % Colesterol a 56,5°.

En las gréaficas anteriores (figuras y se puede observar el coefi-
ciente de elipsometria obtenido para las muestras con una concentracién
de 55 % de colesterol, como se puede apreciar, efectivamente se presenta
una divergencia del coeficiente de elipsometria, al igual que las presentadas
para la mezcla de 25% de colesterol, estas son gréficas del coeficiente de
elipsometria p en funciéon de la presion a la cual fue tomada la muestra,
nuevamente las lineas mostradas en las graficas representan inicamente la
tendencia de los datos y no un modelo.

Como parte del trabajo se planeaba la realizacion de un modelo ma-
tematico que describiera el comportamiento de nuestra mezcla en las cer-
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canias de alguno de los puntos criticos, para esto se inicio tomando como
base el calculo mostrado por Barbara Heidel and Gerhard H. Findenegg
(The Journal of Physical Chemistry 1984)[54], sin embargo casi de inmedia-
to surgieron algunos inconvenientes para la realizaciéon de nuestro modelos
tomando en cuenta el publicado, algunos de los principales fueron el hecho
de que para su modelo solo se tiene en cuenta una mezcla de dos compo-
nentes (heptano y nitrobenceno) mientras que en nuestro caso se esta tra-
bajando con una mezcla de tres componentes (DMPS, DMPC, Colesterol),
de igual manera el hecho de que su modelo esta basado en experimentos
donde se mantuvo una composicién constante de la mezcla y lo que se fue
variando fue la temperatura, y finalmente y creo que el inconveniente mas
importante al momento de intentar realizar nuestro modelo es el hecho de
que los autores del articulo encontraron literatura con ciertos datos nece-
sarios para un correcto desarrollo de su modelo, entre ellos la constante
dielectrica (€) asi como los exponentes criticos (5 y v) que se ajustan al
comportamiento de su muestra, mientras que en nuestro caso particular
no se encontré en la literatura un dato exacto para estos parametros, lo
cual dificulta en gran manera nuestros intentos de realizacion de un modelo
adecuado.
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Parte 1V

Conclusiones, discusion y
trabajo a futuro.
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Capitulo 10

Conclusiones y discusion.

Como se planteo al inicio del trabajo de esta maestria, se realizo con
éxito la comprobacion del diagrama de fase para la mezcla lipidica de in-
terés, asi como la posterior comprobacion de la existencia de los puntos
criticos por medio de la técnica de elipsometria, es importante destacar el
hecho de que los autores del articulo original solo mencionan que se trata
de dos puntos criticos diferentes para cada una de las mezclas donde se en-
cuentra el maximo de las curvas del diagrama de fase, sin embargo nunca
dan una razon o explicacion fisica para esta aseveracion fuera del hecho de
que se trata de un maximo en un diagrama de fase, si bien se logro una
adecuada recreacion del diagrama de fase, la aparicion de la nueva fase no
reportada en el articulo original, asi como el hecho de que esta se mantu-
viera presente aun en presiones superiores a la de desaparicion de la fase
gaseosa, nos lleva a pensar que la divergencia que presenta el coeficiente
de elipsometria no es provocado por la presencia de un punto critico, si no
debido a que como se ha demostrado en trabajos recientes, las fluctuacio-
nes debidas a una transicion de fase de un sistema en 2 dimensiones son
muy fuertes, incluso mas que las observadas en sistemas tridimensionales,
y estas fluctuaciones pudieron provocar las divergencias observadas en el
coeficiente a pesar de no tratarse de un punto critico.
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Capitulo 11

Trabajo a futuro.

Como se menciona en algunos puntos del desarrollo experimental de es-
ta tesis, existen ciertas comprobaciones o pruebas que nos hubiera gustado
realizar pero que no fue posible hacerlo dada la falta de material, equipo,
tiempo y los conocimientos necesarios para realizarlos, entre este trabajo
pendiente cabe destacar:

» Comprobacion de la naturaleza de la nueva fase encontrada en algu-
nas muestras y que no fue reportada en el articulo original.

= Realizacién de otro analisis de elipsometria para comprobar los re-
sultados obtenidos con variacién de presion, pero ahora variando la
concentracién de colesterol manteniendo una presién fija.

= Realizaciéon de un modelo matematico adecuado para el comporta-
miento de nuestra mezcla en las cercanias de un punto critico.

= Complementar el estudio estructural y morfolégico de la monocapa
por medio de un anélisis de Microscopia de Fuerza Atémica (AFM).
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