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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar experimentalmente la influencia de un polimero hidrosoluble (PEG) sobre las
propiedades fisicas de las membranas fluidas del sistema SDS-Hexanol-Agua+NaCl.

Objetivos Particulares

1.- Determinar las condiciones fisicoquimicas necesarias para la obtencion de muestras
monofasicas lamelares y muestras monofasicas con fase esponja del sistema SDS-Hexanol-
Agua+NaCl en la region de bajas concentraciones de membranas.

2.- Determinar si es posible obtener vesiculas esféricas agregando un polimero neutro (PEG) a
la fase lamelar y a la fase esponja de un tensoactivo idnico (SDS) y de otros surfactantes con
efecto de apantallamiento de la carga por adicion de sal (NaCl) al sistema.

3.- Construir los diagramas de fases correspondientes a las fases Lamelar y Esponja diluidos
del sistema SDS-Hexanol-Agua+NaCl con incorporacion de PEG a distintas concentraciones y
en funcion de la temperatura.

4.-Caracterizar las propiedades fisicas de membranas del sistema SDS-Hexanol-Agua+NaCl,
en funcion de la concentracion del PEG. Las propiedades a estudiar son: espesor de las
membranas, distancia media entre ellas, modulo elastico de curvatura media, lamelar-esponja,
temperaturas de transicion lamelar-vesiculas y esponja-vesiculas, etc.
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RESUMEN

En este trabajo hemos estudiado algunos aspectos fisicos del efecto de agregar un
polimero hidrosoluble, el polietilenglicol (PEG), a las fases lamelares y esponja de un
tensoactivo anidnico, el Dodecilsulfato de sodio (SDS), en una situaciéon experimental donde
las interacciones electrostaticas estdn apantalladas por la presencia de sal (NaCl) en el

solvente.

Uno de nuestros objetivos principales estribaba en verificar si el polimero podia inducir
la formacion de vesiculas multilamelares a partir de fases esponja o lamelares del tensoactivo
estudiado. Nuestra hipdtesis fue que esto era posible, siempre y cuando se apantallaran las

interacciones electrostaticas entre las membranas cargadas, agregando sal.

Para ello realizamos un estudio del diagrama de fases del sistema SDS-hexanol-agua-
NaCl en ausencia y presencia de PEG. Mediante nuestros experimentos ubicamos las zonas de
existencia de las diferentes fases termodinamicas, tanto en funciéon de la concentracion de
polimero, como de la temperatura. La concentracion total de membrana (SDS mas hexanol)

permaneci6 constante (3 % en volumen).

Nuestro estudio experimental del diagrama de fases en ausencia y presencia de PEG
comprobo nuestra hipotesis: al apantallar las interacciones electrostaticas entre membranas de
SDS-hexanol, se observa una transicion topoldgica desde fases lamelares o esponja hacia
estructuras vesiculares. Las diferentes estructuras fueron caracterizadas mediante
experimentos diversos: observacion visual, microscopia Optica de luz polarizada, mediciones
de conductividad eléctrica, microscopia electronica de criofractura, dispersion dinamica de luz
y dispersion de rayos X a angulos bajos. Experimentos adicionales de Resonancia Magnética
Nuclear, al menos en una etapa preliminar, indican que el polimero penetra hasta cierto grado
a la zona hidrofébica de la membrana. El anélisis de los resultados de Dispersion Dinamica de
Luz se realiz6 en el contexto de la teoria de Zilman — Granek para membranas fluctuantes.
Dichos resultados nos permitieron confirmar que el polimero se adsorbe a la membrana.

Asimismo, mediante dicha teoria pudimos cuantificar el modulo de elasticidad de curvatura
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media de las membranas, en funcion de la concentracion de polimero agregado. Los resultados

indican que el polimero vuelve més rigidas a las membranas de tensoactivo.

De manera interesante, nuestro trabajo comprobd que el efecto estudiado (la
transformacion topologica hacia la estructura vesicular) ocurre probablemente para todos los
tensoactivos. En la literatura ya se habia observado para el tensoactivo zwitterionico
C14DMAO. En esta tesis se realiz6 la misma observacion para el SDS. Esto nos llevo a
estudiar la posible ocurrencia del fenomeno en otras moléculas anfifilicas: el tensoactivo
cationico CTAB y el fosfolipido zwitterionico DMPC. En ambos casos encontramos el mismo
efecto, lo cual nos hace sospechar fuertemente que la transformacion topologica ocurre en

todo sistema de membranas, en las condiciones experimentales apropiadas.

ABSTRACT

We have studied some physical properties of the lamellar and sponge phases of the
anionic surfactant SDS doped with one water-soluble, neutral polymer (PEG). We have

screened the electrostatic interactions by adding salt (NaCl) to the solvent.

Our main aim was to verify if the polymer induces a phase transformation towards
multilamellar vesicles. For this, we have studied the phase diagram of the SDS-hexanol-water-
NaCl system doped with PEG. We have determined the phase boundaries as a function of
polymer concentration as well as temperature. The membrane volume fraction was kept

constant at 3 %.

Our experiments have confirmed that PEG induces a topological transition between
lamellar or sponge membranes, towards a vesicular structure, provided the electrostatic
interactions are screened by the addition of salt. The different phases were characterized by
visual inspection, polarizing optical microscopy, electrical conductivity measurements, freeze-
fracture electron microscopy (FFEM), dynamic light scattering (DLS) and Small-angle X-ray
Scattering (SAXS). Additional Nuclear magnetic resonance (NMR) experiments show that the
polymer adsorbs to the surfactant membrane. Finally, the Zilman — Granek theory applied to
the DLS experiments allowed us to obtain the bending elastic modulus of the membranes. In

fact, the polymer increases this modulus and the membrane is rigidified.
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Finally, we have observed the same effect (lamellar or sponge to vesicular
transformation) in other surfactant systems. In particular, with the cationic surfactant CTAB
and the zwitterionic phospholipid DPMC. The observed transformation seems to be a

universal feature of the interaction of polymer and amphiphilic membranes.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

Cada célula bioldgica estd delimitada por una membrana externa que controla la interfase
entre la célula y el exterior. Todas las células eucariotas contienen un gran nimero de
organelos como el nucleo celular, mitocondrias o cloroplastos, los cuales estan delimitados
también por membranas. La funcién basica de las biomembranas es proveer diferentes
compartimentos espaciales y actuar como una barrera altamente selectiva para el intercambio
de moléculas entre los distintos compartimentos; de esta manera, ellas mantienen los
gradientes de concentracion entre estos compartimentos. Debido a esto, las membranas
bioldgicas fueron un elemento fundamental en el origen de la vida pues no se puede concebir
que una mezcla de moléculas autorreplicantes pueda sobrevivir sin estar encapsulada en una

membrana. [1]

En general, las biomembranas poseen la misma estructura universal donde el elemento
estructural basico lo constituye una bicapa de lipidos a la cual se ligan las proteinas por sus
dominios hidrofobicos. Los lipidos al igual que las moléculas de surfactantes (como los
detergentes) son moléculas anfifilicas, con un extremo hidrofilico (llamada cabeza polar) y
colas hidrocarbonadas hidrofobas (no polares) en el otro extremo. Debido a este caracter dual
tienden al autoensamblamiento en soluciones acuosas dando lugar a una gran variedad de
estrucuras morfologicas (mesofases) para una concentracion de surfactante mayor a la
concentracion micelar critica (cmc), que es el valor de la concentracion a partir del cual los
surfactantes dejan de incorporarse como monomeros en la solucion para empezar a formar
estrucuras autoensambladas. La fuerza rectora para estos procesos de agregacion es la
tendencia de la parte hidrofobica para minimizar su contacto con el agua, a lo cual es llamado
“efecto hidrofobico™ y se debe principalmente a la ganancia en la entropia de la estructura del
agua al no estar en contacto con la parte hidrofobica [2]. Una variedad de formas distintas de
agregados son observados al ensamblarse las moléculas anfifilicas, desde micelas esféricas o
cilindricas hasta membranas formadas por bicapas. Las estructuras mesoscopicas que
formaran las moléculas al autoensamblarse dependerd de la caracteristica de la molécula
anfifilica y puede predecirse a groso modo por criterios meramente geométricos a través de el

parametro de empaquetamiento p definido como la razéon del volumen hidrofobico (v)



respecto al producto del area de la cabeza polar (a) y la longitud de la cola hidrofobica (1).
Para p < 1/3 se obtendran estructuras esféricas como las micelas y para p > 2 se esperan
estructuras formadas por bicapas [3].

En su presentacion mas simple las bicapas forman estructuras planas pudiendo ordenarse
en bicapas paralelas y regularmente espaciadas (fase lamelar o L,). Estas fases forman una
estructura cuasi cristalina en una direccion (z) mientras conservan su propiedad para fluir en
las otras dos direcciones (en el plano x-y). Sin embargo, también es posible que las bicapas
se cierren sobre si mismas formando objetos conocidos como vesiculas, donde la mayoria de
las veces son esféricas y de naturaleza dindmica con fluctuaciones pronunciadas en su forma.
La deformacion de la membrana de bicapa plana a una membrana cerrada se entiende al
introducir el concepto de elasticidad de curvatura de la membrana que nos da idea de la
resistencia que ofrece la membrana a deformarse mas alla de su forma preferida. Helfrich
propuso que la energia eldstica de la membrana tiene la forma

1
RiR;

1, (1 1 2 .
E_—k(—+R—2—zco) + (1.1)

2 \Ry

donde R; y R, son los radios principales de curvatura, Co es la curvatura espontdnea de la

membrana , k es el médulo de curvatura eléstica de la membrana y controla la extension de las
fluctuaciones térmicas de la membrana y k es el médulo elastico gaussiano que determina la
topologia de la fase [4]. Para una bicapa simétrica se tiene que Co=0, por lo que las estructuras
energéticamente favorables dependeran de los modulos k y k. Asi, por cuestiones de
minimizacion de la energia se tiene que si k >0 se favorece la fase L3 (esponja) mientras que

para k <0 la fase vesicular es la favorable, por lo que se tiene que si el modulo Gaussiano se

vuelve negativo es de esperarse una transicion de membranas planas a vesiculas.

La gran versatilidad de los surfactantes para formar estructuras estables ha sido altamente
explotada comercialmente por la industria farmaceutica para el encapsulado de farmacos en
vesiculas como lo son por ejemplo los liposomas que contienen moléculas estructuradas como
PEG-Lipidos (Fosfatilietanolamina unida por su cabeza polar al PEG, un polimero

hidrosoluble) que resisten la adsorcion de varios componentes del sistema inmune asi como la



interaccion con lipoproteinas y enzimas lipoliticas, permitiendo un mayor tiempo de vida en el
torrente sanguineo liberando mas eficientemente el farmaco transportado [5]. En la industria
de los jabones y detergentes se emplean por su capacidad para encapsular a la grasa mediante
sus cabezas polares en contacto con ella; en cosmetologia permiten una alta tasa de hidratacion
y una rapida penetracion cutanea. Desde el punto de vista de la investigacion basica, las fases
Hexagonal y Esponja (L3z) han sido empleadas profusamente en los ultimos afios en la

cristalizacion de las proteinas de membrana para dilucidar la estructura de éstas [6].

Las fases lamelares y vesiculares de surfactantes han sido de gran utilidad en el estudio de
las inclusiones en membranas. La mayoria de los trabajos pioneros fueron desarrollados por la
comunidad de biologos, para quienes era necesario comprender cabalmente la complejidad de
las membranas bioldgicas como las membranas de la célula. En los ultimos 30 afios se ha
desarrollado una descripcion mas fisica del fendmeno de las inclusiones de membranas en
términos de la energia de curvatura y la disrupcion del orden molecular de la membrana,
obteniéndose resultados interesantes sobre las interacciones entre membranas inducidas por
inclusiones. Si bien, esta aproximacion fisica deja de lado muchos procesos fundamentales que
se llevan a cabo en la membrana por interacciones especificas, permite a cambio una
descripcion de las caracteristicas universales de los complejos en términos de acoplamientos
elasticos entre membranas e inclusiones. Particularmente las inclusiones de polimeros en fases
lamelares de membranas de surfactantes son relevantes pues la comprension del
comportamiento fisico de estos sistemas es muy util para el entendimiento de los fendmenos

bioldgicos donde las interacciones proteina-membrana son relevantes. [7]

En este sentido existen varios trabajos donde se reportan los efectos de polimeros sobre
fases lamelares de surfactantes, enfocandose la atencion principalmente en la interaccion de
polimeros neutros con surfactantes ionicos [8-11]. Las fases lamelares modificadas por el
polimero afectan significativamente las propiedades de la fase abriendo con ello nuevos
campos de aplicaciones. Dependiendo en la interaccion polimero-bicapa, el polimero puede
estar ubicado enteramente en la membrana, enteramente en el solvente o en ambos. Si la

interaccion atractiva polimero-bicapa es lo suficientemente fuerte, la adsorcion del polimero



en la bicapa se vuelve plausible. En estas condiciones, puede asumirse que la rigidez de
curvatura de la bicapa presentara cambios caracteristicos dando lugar a cambios en las
propiedades elasticas de la fase lamelar en cuestion [12]. Asi, se ha demostrado
experimentalmente que el polimero Polietilenglicol (PEG) se une a la bicapa formada por el
surfactante anionico Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) pudiendo solubilizarse grandes
cantidades del polimero (hasta un 50% en peso) sin que ocurra una separacion de fase [10,13];
sin embargo, por otra parte, han surgido resultados aparentemente contradictorios pués se ha
mostrado que el PEG induce la aparicion de una fase vesicular altamente monodispersa
cuando es agregado en bajas cantidades a la fase lamelar del surfactante zwiterionico
C14,DMAOQ. Dado que se ha demostrado que el PEG también se une a la bicapa del C;,DMAO
[14] entonces la principal diferencia entre ambos sistema de surfactantes radica en las
interacciones electrostaticas entre las bicapas del SDS por lo que cabria suponer que logrando
apantallar estas interacciones electrostaticas seria posible reproducir los resultados obtenidos
para un sistema de surfactante neutro.

La anterior hipotesis es la principal motivacion del trabajo de nuestra tesis: determinar si
bajo la anterior premisa es posible inducir, por la presencia de un polimero soluble en agua la
transformacion topologica de fases lamelares o esponjas a fases vesiculares para sistemas de
surfactantes cargados mediante el apantallamiento de cargas.

El trabajo lo dividimos en cinco capitulos, donde el primero de ellos corresponde a la
introduccion y el segundo a la parte de antecedentes, revisando las generalidades de los
sistemas autoensamblados de surfactantes y haciendo énfasis en la teoria que describe las
interacciones que regulan el equilibrio en los sistemas de membranas fluidas en presencia de
polimeros inmersos en el solvente. En el tercer capitulo hacemos una descripcion de las
técnicas experimentales implementadas en la caracterizacion de nuestros sistemas. En el
capitulo 4 se presentan los resultados obtenidos y la discusion correspondiente. En el ultimo
capitulo plasmamos las conclusiones que se desprenden del presente trabajo asi como las
propuestas que pueden desarrollarse con el objeto de dar continuidad a esta linea de

investigacion.



CAPITULO 2: ANTECEDENTES

2.1 Generalidades sobre surfactantes
Las moléculas anfifilicas se caracterizan por constituirse tipicamente por una regioén de su

estructura quimica afin al agua (parte hidrofilica) y por otra region que tiende a evitar el
contacto con el agua (parte hidrofobica). La region hidrofilica presenta afinidad por los
solventes polares como el agua mientras que la parte hidréfoba se solubiliza en compuestos
de caracter no polar como los hidrocarburos o los aceites. Las moléculas anfifilicas tienden a
emigrar hacia la superficie o hacia las interfases (agua-aire, por ejemplo) razon por la cual se
les conoce también como Surfactantes (de la contraccion del inglés surface-active-substance).
Al ubicarse en las interfases, las moléculas anfifilicas modifican algunas propiedades de la
frontera como la tension superficial, de aqui que también reciben el nombre de tensoactivos

[15].

A la parte hidrofilica de los surfactantes se le denomina comtinmente como “cabeza polar”
y a la parte hidrofoba como “cola hidrofobica”, manteniéndose ambas partes unidas mediante
un enlace covalente, el cual le da estabilidad a la molécula anfifilica. En la figura 2.1 se
representa una molécula de surfactante con su cola hidrofobica en el lado izquierdo vy la
cabeza polar en el derecho. La linea discontinua separa ambas regiones y esta ubicada sobre
el enlace covalente de la molécula. Los vértices de la linea en zig-zag de la cola hidrofobica

indican los carbonos presentes en la cadena alifatica [16].

Cola Hidroféobica Cabeza Polar

Fig. 2.1: Representacion de una molécula de surfactante con su region polar y no-polar. La

relacion del tamaiio de la cola y la cabeza es arbitraria.



De acuerdo a las caracteristicas de la cabeza polar que los forman, los tensoactivos se

clasifican en las siguientes familias:

Tensoactivos Neutros o no-ionicos: La cabeza polar es electrostaticamente neutra y no libera
contraiones al formar soluciones. El ejemplo mas comun es la familia de tensoactivos del tipo

CiE;(Polietilenglicol alkil-ether).

Tensoactivos I6nicos: La cabeza polar libera contraiones al formar soluciones. Si el contraion

liberado es un cation, entonces el surfactante es anidonico como el Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS), por el contrario si el contraion liberado es un anion el surfactante sera catidbnico como

en el caso del Bromuro de cetil-trimetil-amonio (CTAB).

Tensoactivos Zwiterionicos: La cabeza polar puede adquirir carga eléctrica dependiendo del

pH del solvente en que se encuentre, por ejemplo a pH acido, cuando existe alta presencia de
iones H™ en la solucion, los tensoactivos zwiterionicos tienden a protonarse quedando cargada

su cabeza positivamente. Cuando el pH es alcalino y no hay exceso de iones H ™", la cabeza
polar no modifica su carga y permanece neutra. El ejemplo mas conocido es el surfactante

Oxido de tetradecil-dimetilamino ( C +,DMAO). [17]



Tabla 2.1: Férmulas semi-desarrolladas de surfactantes representativos de las distintas
familias de tensoactivos. En la parte izquierda se encierra en rectangulo la region hidrofébica
de los surfactantes. En circulos se encierra el contraion liberado por el surfactante en solucion.

La region de las formulas sin encerrar corresponden a las cabezas polares de los surfactantes.

Formula del Surfactante Nombre Comun Clasificacion
CH, -(CH,),,|- (O-CH,-CH, )j -OH C[Ej Neutro
O
1]
CH, -(CH,),,tS- O SDS Anidnico
]|
O
|
CH, -(CH,) tN"-CH, CTAB Catiénico
|
CH,
CH,
|
CH, -(CH,),;tN=0 C,,DMAO Zwiterionico




Aunque todos los surfactantes anteriormente sefialados en la tabla 2.1 se componen de una
sola cola hidrofobica, existen también surfactantes formados por dos colas hidrofobicas y una
cabeza polar como lo es el AOT (bis(2-etilhexil) sulfosuccinato de sodio) o bien, surfactantes
mas sofisticados como los llamados surfactantes gemini, formados por dos o mas cabezas

polares y varias colas hidrofoébicas como los ilustrados en la figura 2.2 [18,19].
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CH;—-CHj 32
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Fig. 2.2: Estructura del surfactante AOT (izquierda) y de un surfactante tipo Gemini

compuesto por cuatro grupos idnicos y cuatro colas hidrofobicas.

Por su relevancia en la biologia, especificamente en las funciones celulares, mencionamos
a los fosfolipidos, los cuales son moléculas anfifilicas cuyo papel es constituir la unidad
estructural basica que forma a la pared celular y a las membranas que forman a los distintos

organelos presentes al interior de la célula.
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Fig. 2.3: En A se muestra la estructura tipica de un fosfolipido (Dimyristoyl Fosfatidil Colina,
DMPC). De derecha a izquierda aparece el grupo Colina, Fosfato y los acidos grasos (colas

hidrofobas). En B se muestra la representacion esquematica de un fosfolipido. En C se

representa el modelo del mosaico fluido para la membrana celular [20]
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2.2 Fases caracteristicas de tensoactivos
La caracteristica anfifilica de los surfactantes le confieren la capacidad de absorberse en la

interfase de solventes polares y no polares dando lugar a muchas fases estudiadas
ampliamente. Dependiendo de la temperatura, la concentracion y de su geometria, las
moléculas de tensoactivos se asocian minimizando la energia de interfase y maximizando la
entropia. En soluciones acuosas, los tensoactivos disminuyen la tension superficial de la
interfase agua-aire. Al aumentar su concentracion en el agua, las moléculas de tensoactivo se
acumulan en la interfase hasta que la tension superficial alcanza su valor minimo (figura 2.4).
A partir de esta concentracion, definida como concentracion micelar critica (cmc), los

tensoactivos se organizan en micelas directas [21].

Tensién superficial

4 o

log (concentracidn)

Fig. 2.4: Evolucion de la tensién superficial en la interfase aire-agua en funcion de la

concentracion de surfactante para una solucion micelar acuosa.
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La adicion de sal a una solucion de surfactante del tipo i6nico produce un apantallamiento
en las interacciones de las cabezas cargadas de las moléculas de surfactantes que forman las
micelas generando un ambiente mas propicio para el autoensamblaje de las mismas, lo cual se
traduce en un decremento de la cmc y en un aumento en el nimero de agregacion promedio de
moléculas de surfactantes en micelas, como se muestra en la figura 2.5 para el caso del SDS

en solucion salina de NaCl [22].
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Fig. 2.5: Efecto de incorporar NaCl sobre la cmc y el numero de agregacion promedio en

micellas de SDS [22].
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En este trabajo de tesis los sistemas de surfactante son formados en soluciones salinas a
concentracion constante de 170mM de NaCl, de tal forma que la cmc para el SDS disminuye
desde un valor de 8.4mM a un valor aproximado de 1mM, segun se observa en la figura 2.5.
Otro factor a considerar sobre el valor de la cme de surfactantes idnicos es la incorporacion de
moléculas cosurfactantes en el sistema como puede ser la adicion de alcoholes. La presencia
de estas moléculas favorecen un descenso de la cmc que puede explicarse en términos de la
disminucion de la energia libre de una micela debido principalmente a una menor densidad de
carga superficial por la presencia de las moléculas del cosurfactante en la micela, lo que

disminuye la energia repulsiva entre cabezas [ 23].

2.3 El Parametro de Empaquetamiento Critico

Israelachvili, Mitchell y Ninham propusieron un modelo geométrico para determinar la
estructura de los agregados obtenidos por moléculas anfifilicas disueltas en solventes
considerando parametros propios de las moléculas de surfactantes [24]. Ellos proponen un
parametro denominado parametro de empaquetamiento el cual simplemente es la relacion
entre el volumen ocupado por la cadena alifatica del surfactante (v) respecto al volumen

obtenido por el producto del area dptima de la cabeza polar («a, ) y de la longitud de la cadena

hidrocarbonada totalmente extendida (1):

%
emp
a,l

2.1)

Aqui, el area Optima de la cabeza del surfactante (a, ), se refiere al valor del area contigua a la

cabeza del surfactante que minimiza la energia de interaccion entre las moléculas de

surfactante, como se ilustra en la figura 2.6
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Fig. 2.6: Determinacion del area optima de cabeza a, a partir de la minimizacién de la

energia libre de interaccion entre moléculas del surfactante. Se representan las interacciones
dominantes en la contribucion a la energia libre total y los parametros geométricos que definen

al pardmetro de empaquetamiento [24].



14

El volumen molecular de la cola hidrofobica del surfactante conteniendo n, atomos de
carbono puede calcularse a partir de las contribuciones al volumen de los n, —1 grupos

metilenos (- CH, —) y el grupo metil terminal (- CH,):

V= V(CH3) + (nc - l)v(—CHz—) (22)

Sobre el intervalo de temperaturas de 273-373K, los volimenes moleculares de los grupos
metilenos y metil cambian de forma linea por lo que sus volumenes pueden determinarse

como

.3

View,) = 54.6 +0.124(7 - 298) A (2.3)

.3

Vien,) =26.9+0.0146(7 - 298) A (2.4)

con T en Kelvins. La longitud de la cadena extendida del surfactante, a 298K, puede

calcularse de acurdo a Tanford [25] como

[ =1.50+1.265n, A (2.5)

Es posible calcular el valor del area por cabeza polar para el SDS a partir de la figura 2.5
donde se tiene que el numero promedio de agregacion para las micelas de SDS formadas en

solucion acuosa sin sal es de aproximadamente 60 moléculas de SDS por micela ;

considerando que el 4rea de la micela esta dada como 474” =na, , con n como el nimero

promedio de agregacion igual a 60 y la longitud de la cadena [/ calculada para n_ =12 segin

(2.5), obtenemos que @, ~ 60 A*, muy préximo al valor propuesto por Brackman [26].  Asi,
conociendo los parametros anteriormente sefialados (/,a,y v) se puede predecir la estructura

que adoptara el sistema surfactante-solvente al empaquetarse.
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A continuacion, estableceremos para geometrias basicas cuales son los valores que debe

tener el parametro de empaquetamiento critico en cada una de ellas.

A) Configuracion micelar

Una micela de radio R no puede exceder la longitud de la cadena completamente estirada,
esto es, R </ asi, para micelas de radio R y esféricas, que contienen N moléculas de

surfactante, el volumen total del nacleo hidrofobico es

V= :ﬂR3 =Nv (2.6)
Y el area total de la micela esférica es
A=47R*> = Na 2.7)
Igualando las ecuaciones (2.6 y 2.7) obtenemos
3v
a="" 2.8
2 (2.8)

Y considerando que R </ entonces

(2.9)

] |<
W | =
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B) Configuracion de membranas planas

En el caso de membranas planas el espesor de una monocapa estd dado como [ y para una
. . o , .

membrana con espesor de bicapa § también se cumple que / = 5 asi, [ es la mitad del grosor

de la membrana. Si la bicapa tiene una extension Ly hay N moléculas anfifilicas entre ambas

capas, entonces, el volumen total esta dado por

V=80 =Nv (2.10)
Y el area de una monocapa se obtiene como
A=0L = Na (2.11)
2
Lo que implica
0= v 21 (2.12)
a
Por lo que el parametro de empaquetamiento es
Y (2.13)
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Es posible obtener bajo las mismas consideraciones un desarrollo analogo para predecir los
valores que debe cumplir el pardmetro de empaquetamiento para otras estructuras como la
micelar cilindrica, la vesicular y las micelas inversas. En la tabla 2.1 se describen las posibles
estructuras autoensambladas de moléculas anfifilicas segun el valor del parametro de
empaquetamiento critico [24]. Existen algunos factores que pueden modificar sustancialmente
los valores de los parametros de empaquetamiento como por ejemplo, la adicion de moléculas
que actlian como cosurfactantes como en el caso de alcoholes de cadena larga, la presencia de
surfactantes con instauraciones las cuales provocan una reduccion de la longitud de la cadena

hidrofébica [17], o la adicion de moléculas cargadas a sistemas de surfactantes ionicos [27].
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Tabla 2.2: Estructuras autoensambladas de moléculas anfifilicas segun los valores
correspondientes del parametro de empaquetamiento critico.

Parametro de Fase
Empaquetamiento
vial<1/3 _ "
,—: _; F& :r““.ﬁ
e ,-;_: 2 N Micelar
: Esférica
1/3<vial<1/2
Micelar
Cilindrica
vial =1
Lamelar

vial > 1

Micelar
Cilindrica
Inversa

Micelar
Esférica
Inversa
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En la figura 2.7 se presenta el comportamiento de las fases de un sistema binario
surfactante/agua asumiendo como punto de partida  moléculas de surfactante donde la
cabeza polar y cadena alifatica son de tamafios similares. Si leemos el diagrama de fases a
partir de la derecha, en la zona de alta dilucion, las micelas pasan de la forma esférica a la
forma cilindrica a medida que la concentraciéon aumenta (moviéndonos hacia la izquierda). El
sistema posteriormente evoluciona a la fase hexagonal constituida por cilindros largos de
tensoactivo alineados y separados por el agua que solvata a las cabezas polares expuestas de
los surfactantes. Al ir incrementando la concentracion de surfactante, el sistema se organiza
formando membranas de bicapas paralelas entre si y de extension infinita colocadas una sobre
otra y separadas por regiones de agua dando lugar a la fase lamelar, cuyas caracteristicas se
describen mas adelante. Cuando el contenido relativo del agua en el sistema ha disminuido
sustancialmente se forman estructuras que encapsulan al agua, primero formando fases

hexagonales invertidas y a mas bajo contenido de agua, constituyendo fase micelares inversas

& .

-—

[
: '
s () | :
@ sl H B ' -
o H |  F : .
] H H H H : '
= H H H H : :
Solucién H H H H H -
micelar H o H H . H H 4}l Solucion
inversa H H H H H i micelar |
1 O 1 O . .
L . . » L
. . | ] ] » I
3 B 1 O . M
1 O 1 L . H
. Ey . K .
’ Contenido de agua (%) s

Fig. 2.7: Diagrama de fases para un sistema binario surfactante/agua. Las transiciones de

fases se originan al variar el contenido relativo de agua, el cual disminuye hacia la izquierda

[28].
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2.4 Estructura de la fase lamelar

En un sistema binario, la fase lamelar esta formada por bicapas de surfactante separadas
por una region de solvente. Localmente, las bicapas de surfactante son de extension infinita,
son paralelas y estan periddicamente espaciadas en direccion perpendicular a su plano
promedio. El sistema se considera como un ensemble de bicapas en solucion espaciadas de tal

manera que maximicen su volumen.

El periodo de la fase lamelar o distancia de Bragg denotado como d, es la suma del espesor

de la bicapa 0 y la distancia correspondiente al solvente es d, como se denota en la figura 2.8.

»
L

d 3 AGUA d

Fig. 2.8: Representacion de un arreglo de membranas lamelares rigidas. En el lado izquierdo
se representan los parametros caracteristicos de una fase lamelar. En el lado derecho un

representacion extendida de un arreglo periddio lamelar liotropica.
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2.5 Ley de Dilucién Clasica para fase Lamelar

La ley de dilucién nos relaciona la distancia de Bragg dg con la fraccion de volumen de
membrana ®. Para deducir dicha ley para una fase lamelar se parte de las consideraciones
mas idealizadas, esto es, suponer que las membranas que integran la bicapa son rigidas y
perfectamente planas. El espesor de la membrana formada por bicapas se denota como ¢ y la

periodicidad de los arreglos de membrana por d, como se ilustra en la figura 2.9.

e — e R

dB

~

Fig. 2.9: Esquema simplificado de dos membranas en fase lamelar separadas por agua. Los

rectangulos discontinuos representan a los cilindros de alturas d, y & y éareas de bases iguales

4,.

Ahora tomamos un cilindro con é4rea de la base 4, y altura d, es decir, que incluya tanto

a la bicapa como al solvente que media entre las membranas. De la definicion de la fraccion de

volumen de membrana en la muestra:

o =Vn (2.14)
VT
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donde V7, es el volumen total de la membrana y V. el volumen total de la muestra. De nuestra
construccion en la fig. 2.9 tomamos ahora un cilindro con é4rea de la base también de 4, y

espesor O . Asi, los cilindros demarcados en la figura 2.9 representan a los volumenes de la

muestra y de la membrana, por lo que podemos definir a la fracciéon de volumen de membrana

Ccomo:
o= b0 (2.15)
Ade
y
o=2
dy (2.16)

la cual es conocida como la ley de dilucion clasica [29].

Es decir, conociendo los volumenes de los constituyentes que integran a las membranas del
sistema respecto al total de la muestra (lo cual controlamos al formular las composiciones de

las muestras) y midiendo experimentalmente d,, podemos estimar el espesor de la bicapa. En

la practica, se determina experimentalmente la distancia de Bragg empleando generalmente la

técnica de SAXS a través de la relacion

dy = 2= 2.17)

dmax

donde @4, corresponde al vector de onda del pico mas intenso en el espectro de dispersion.

Para el caso de sistemas de membranas fluctuantes, altamente flexibles y estabilizadas por
repulsiones estéricas, Helfrich propuso una correccion logaritmica a la ley de dilucion clasica

que toma en cuenta el area que dichas ondulaciones de membrana consume [29,30]:
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LI LM TR
dy | 4nk \ 37k, Ta,
(2.18)

donde &, d, y a, se han definido anteriormente y k es la constante elastica de la membrana.

2.6 Fase Esponja L3

Fontell fue el primero en identificar la existencia de una fase isotrdpica liquida de
comportamiento anémalo y hasta entonces no identificada para el sistema AOT (surfactante
anionico)-Agua-NaCl [31]. Dicha fase, presente en varios sistemas anfifilicos [32-35] se
caracteriza por carecer de orden estructural aun a grandes distancias, por existir a grandes
diluciones de membrana en sistemas de surfactantes y presentar birrefringencia transitoria bajo

la accion de esfuerzos de corte [36]. La fase en cuestion es conocida como fase esponja o L,,

formada por una membrana de bicapa que da lugar a estructuras interconectadas como una
esponja fluida infinita separando al solvente en dos regiones. Un rasgo distintivo es el caracter

limitado o estrecho de la region monoféasica L, en los diagramas de fase de los sistemas de

surfactantes.
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Surfactante

Fig. 2.10: Diagrama de fase ternario. El tercer componente es agua. El cosurfactante puede ser
un alcohol de cadena corta (2-6 carbonos). Se destaca la estrechez de la zona de formacion de

la fase L,. La linea roja indica la direccion hacia donde crece la razon

cosurfactante/surfactante.

En presencia de cosurfactantes es posible transitar de la fase lamelar L  a la fase L,

aumentando la razon molar cosurfactante/surfactante como se ilustra en la figura 2.10.

En la fase esponja, al igual que en la fase lamelar, existen dos longitudes caracteristicas.
La primera de ellas, asociada a una escala local, es el espesor de la bicapa o . La segunda es
una distancia estructural atribuible a la distancia promedio entre las bicapas o bien al tamafio

del poro en la estructura esponja [35].

En la fase esponja, el analisis del comportamiento de los valores que toma @4, cOmo
funcion de la fraccion de volumen de la membrana ( @ ) lleva a un resultado cualitativamente
similar al obtenido para la fase lamelar. Asi, la ley de dilucion para la fase esponja la podemos

escribir como:
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2
max = a5 (2.19)

donde a es una constante con valor teorico predicho de a=~1.5 y valores experimentales de

a=14-16 [37]

Fig. 2.11: Representacion de la fase esponja sefialando sus distancias caracteristicas. La figura
a la derecha muestra la estructura de la bicapa que forma a la membrana, la cual contiene

moléculas de surfactante y cosurfactante [38].

La fase esponja se ha empleado como modelo estructural para el estudio de membranas
bioldgicas como las que forman al reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi [39,40], como
vehiculo para el transporte de drogas y farmacos [41], ha sido empleada como molde o
reactor para la sintesis de nanoparticulas [42] y presenta un futuro promisorio como

“magquinaria” para la cristalizacion de proteinas de membrana [43].



Fig. 2.12: Muestra de fase esponja vista por la técnica de microscopia de Criofractura [44]

26
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2.7 Interacciones presentes en sistemas de fases lamelares liotropicas

Las fuerzas de interaccion presentes entre dos membranas paralelas separadas por una capa de
agua, tal como sucede en la fase lamelar liotropica, implican interacciones tanto atractivas
como repulsivas. Asi, para membranas formadas por bicapas de surfactantes neutros, el

potencial dominante de interaccion entre las membranas fluidas es el potencial repulsivo de

Helfrich [45]. Si las distancias estan debajo de 20A entonces la interaccion repulsiva
dominante sera el potencial de Hidratacion. Para membranas cargadas aparece el Potencial
Electrostatico, el cual es de caracter repulsivo y se impone generalmente al resto de las
interacciones presentes [46]; respecto a dicho potencial existen dos casos limite de interés:
cuando no existe sal agregada en el solvente y para grandes concentraciones de sal disuelta en
el solvente. Otro potencial a considerar es la interaccion de Van der Waals entre membranas,
la cual es de cardcter atractivo; sin embargo este potencial suele ser despreciado en su
contribucion para el caso de fases lamelares diluidas donde las membranas no estan
confinadas [47]. Si consideramos un sistema de membranas planas de espesor &, las cuales se
encuentran separadas por el solvente en una distancia d (la distancia de repeticion para el
arreglo de membranas es dg = d + § ) la energia potencial total de interaccion en la ausencia

de ondulaciones de la membrana esta definida como

Viot = Vwaw + Verec + Vhyd (2.20)

A continuacion abordaremos cada una de ellas.

2.7.1 Interaccion de van der Waals
La interaccion de van der Waals entre membranas es del tipo dipolo-dipolo, esto depende de la

polarizabilidad de las moléculas presentes. Para distancias intermembranales del orden del

espesor de la bicapa, es decir d = §, la energia potencial de van der Waals es:
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yoo_Ag(1 12
P12 (d? (d+26) (d+6) 2.21)

Esta interaccion es atractiva y varia como 1/ 42 bara pequerios valores de distancias de
separacion de membranas d y con un comportamiento como 1/ 44 para largas d. Cuando

d > 10004 , las fuerzas de Van der Waals son mas débiles variando como 1/ 45" Ay esla

constante de Hamaker y tiene un valor del orden de £,7 .

2.7.2 Interaccion de hidratacion

Dos superficies separadas por una pelicula de agua del espesor de unas pocas moléculas estan
sujetas a una repulsion llamada hidratacion que viene de los costos energéticos debido a la

distorsion de la estructura del agua y la orientacion de las moléculas, cerca de la bicapa.

Esta repulsion es modelada por una fuerza por unidad de superficie o presion (IT en Nm ‘2)

_d
M= Tge /u= -2 (2.22)

donde d es el espesor del agua que separa las bicapas y A, es una distancia caracteristica de

decaimiento que tiene valor entre 2A y 3A. Asi la energia potencial por unidad de superficie

€S

p— 2’[[
Viva = Hoe (2.23)
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donde H,=II,A, y Hy es una constante con valor aproximado de 4kpT a temperatura

ambiente. Esta interaccion domina para distancias menores a 10A y resulta despreciable para

d > 30A.

2.7.3 Interaccion electrostatica

La contribucion del potencial electrostatico puede calcularse a partir de la ecuacion Poisson-
Boltzmann. Si ¢(x) es ¢l potencial, p(x) es una densidad de carga y x una distancia respecto

al plano cargado, la ecuacion de Poisson- Boltzmann unidimensional queda

d’p  —4mp(x)
dx? £

(2.24)

Dos casos limites permiten obtener soluciones relativamente simples de ¢(x). En un limite el
sistema consiste de dos planos cargados uniformemente (por ejemplo en el caso del
surfactante SDS serian negativamente) separados por los contraiones (positivos en nuestro
caso) en agua. La presion electrostatica ejercida en una membrana, de acuerdo a Lipowski y

Leibler [48] es

2
Patoe = kTt (2.25)
2dTan(q)
Donde
Tan() = "% q =1, %a 2.26
q an q - EZkT - 82 ( . )

aqui, L, tiene unidades de longitud ( con L, = 22A para la constante dieléctrica del agua
€ = 80 y atemperatura ambiente kgT ), el parametro « es la constante de disociacion (o = 1
si toda la carga esta disociada) y 2. es el area de superficie por cabeza polar. Esta ecuacion
puede ser simplificada en la aproximacion de altas densidades de carga y grandes distancias y

queda



30

V. mokT 1 1+ z " 2.27
elec ™ 2L, d? adL, (2:27)
La energia por unidad de superficie es entonces dada por
1 1 ¢
Velec = —EL Pév = —Efoo Pé&d (228)
donde S es area de un segmento y v = Séd
d n2kT z 2\
Velec = Ps(d) = 1- 2.29
) L () Lo4d al,d ' (aLed> * (2:29)

Obtenemos asi que el término dominante de la fuerza varia entonces como 1/ d-

Para el caso de nuestro interés donde incorporamos grandes concentraciones de iones y
contraiones en solucion al agregar la solucion salina (NaCl + agua), la energia por unidad de

superficie decae exponencialmente con la distancia de la forma

Vetee = Ece "D (2.30)

2
o . . . .,
donde E, x — siendo o la densidad superficial de carga y ¢ la concentracion de sal en

moles/ 1, - Por su parte 4, es la longitud de Debye, la cual nos marca el limite o distancia de

influencia apreciable del potencial electrostatico. En el caso de iones monovalentes, como el

cloruro de sodio (NaCl), la longitud de Debye pude calcularse como

03045
Jc 2.31)

Ap

donde C representa a la concentracion de la sal expresada en mo%,
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Para una concentracion de sal de 10g/L, es decir, (0.1712mol/L), la longitud de Debye es de

7.35 A, por lo que la aportacion electrostatica a las interacciones totales entre las membranas

sera so0lo de muy corto alcance para este caso.

2.7.4 Interaccion de Helfrich

Para el caso de membranas formadas por surfactante iénicos pero inmersas en solventes con
altas concentraciones de sal (desde 100mM ), se dice que las interacciones electrostaticas
intermembranales estdn apantalladas hasta una distancia definida por la longitud de Debye
[49]; asi, la estabilidad de la fase estd mediada por el potencial de interaccion entre
membranas de Helfrich, el cual esta definido como:

377 (k,T) 1

Bl T 08k d? (2.32)

en donde d es el espesor de la capa del solvente que separa a las membranas y k es el modulo

de curvatura de una sola bicapa.

2.7.5 Interacciones entre membranas mediadas por polimeros

El estudio de sistemas de fases lamelares en presencia de moléculas poliméricas ha despertado
el interés durante las dos ultimas décadas debido a las diferentes propiedades y
comportamientos que pueden obtenerse modificando las interacciones intermembranales y las
interacciones surfactante-polimero. Dependiendo de esta tltima interaccion, el polimero puede
localizarse por completo en la membrana [50], tanto en la membrana como en el solvente
[51], adsorbido sobre la superficie de la bicapa [52] o localizada enteramente en el solvente
[53]. A este ultimo caso, Nallet le llam6 “fase lamelar de solvente dopado” y corresponde al

caso donde la molécula huésped no se incorpora dentro de la bicapa ni se adsorbe sobre la
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membrana, manteniéndose en el solvente localizado entre las bicapas contiguas [54]. En
general, existen cuatro diferentes regimenes de confinamiento para un Polimero no adsorbente
a una fase lamelar, ilustrados en la figura 1.13. A continuacion presentamos para cada uno de
los distintos regimenes los calculos correspondientes a las contribuciones por efecto del
Polimero sobre el moédulo de compresion de la membrana B el cual esta directamente
relacionado al potencial Efectivo de interaccidon bicapa-bicapa definido en términos generales

como

0%V

ool

donde definiremos a la distancia dg como la distancia de periodicidad esméctica y a la

distancia d como la distancia intermembranal o espesor del solvente.

2.7.5.1 Regimenes de Confinamiento de Polimeros no adsorbentes en fases lamelares

La primera consideracion a establecer es que el polimero huésped es soluble en agua y no

adsorbente, lo cual implica que no existe una interaccion preferencial entre el polimero y las

bicapas y que el polimero no penetra a través de las membranas. Se asume también que el

polimero es monodisperso con grado de polimerizacion N vy longitud de mondémero a.El
. . y e 3 .7

radio de Flory de las cadenas poliméricas es R, = aN % y la fraccion de volumen de traslape

Na’

3
F

del polimero es @ =
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DD I 3iDS-D

Fig. 2.13: Diagrama de los 4 regimenes de confinamiento de una solucion de un polimero
hidrosoluble y no adsorbente en una fase lamelar. En el eje x, ® es la fracciéon de volumen del
polimero en el solvente. El eje y representa al espesor de la capa de agua entre bicapas

adyacentes de surfactantes, normalizada respecto a la longitud del monémero del polimero

/4. 155]
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Para d >R, y ®<® el solvente es una soluciéon tridimensional diluida de

cadenas de polimero (régimen 3DD). Las cadenas no se traslapan y mantienen su
conformacion promedio de ovillo esférico.

4

Para d>a® y ®>®" el solvente es una solucion tridimensional semidiluida
de cadenas de polimero (régimen 3DSD). Las cadenas se traslapan pero no se

mantienen comprimidas.

2 U ,
Para c/ (N O J< d<a®d y ®>®". Este régimen es llamado régimen

bidimensional semidiluido (régimen 2DSD). En el las cadenas se traslapan y son

constrefiidas en su movimiento por las fronteras, es decir por las bicapas.

2
Para d<R, y ®<d" o con d<c/(N(D ] y ®>d" . El solvente es una

solucion bidimensional diluida de cadenas de polimero (régimen 2DD) donde las

cadenas no se traslapan pero estan “apretadas”.

De la definicion del modulo de compresion de la capa de un solvente dopado de fase lamelar

obtenemos la contribucion del polimero al moédulo B en cada uno de los regimenes de

confinamiento del polimero en el solvente mencionados anteriormente:
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Régimen 3DD:
_re! k,IN'"°d, ®
B, =_4%
ad (2.34)
Régimen 3DSD:
B pol 16p2kBT dB (i)3/4
HO=T T e 3
Spad (2.35)
Régimen 2DSD:
pol 2 16/3 —1
B. E_255 kB4TdB (aj o
Régimen D2D:
" 5ak,T "
Bu == a9 ) NCD(;J d%
(2.37)

Los parametros £ y p son calculados por Brooks y Cates con valores de 1.97 y 0.985
respectivamente. De igual manera los mismos autores proponen que O =2.22[56]. Para el
parametro « existe discrepancia pues mientras Brooks y Cates sostienen que a = 0.1, otros

autores le asignan el valor de la unidad.
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Como se observa en las ecuaciones anteriores se tiene que la contribucion del polimero al

modulo de compresibilidad B es en todos los casos negativa, lo que significa que las
interacciones mediadas por el polimero son de caracter atractivo por lo que las distancias
intermembranales tenderian a colapsarse si solamente este potencial estuviese presente en el
sistema de membranas desestabilizando el orden esmético del mismo. Sin embargo, en
ausencia de sal y para sistemas de membranas altamente cargados esta interaccion
desestabilizadora no puede competir con las interacciones electrostaticas las cuales estabilizan
el sistema. Este hecho explica porque algunos autores reportan que son capaces de incorporar
grandes cantidades de polimero soluble en agua como el PVP (polivinilpirrolidona) y el PEG
(polietilenglicol) en sistemas de fases lamelares de surfactantes cargados sin que se presenten
separaciones de fase [57,52] 'y de igual forma, también explica porque al apantallar las
interacciones electrostaticas agregando sal al sistema se obtienen separaciones de fase del tipo

lamelar/lamelar [46].

2.7.5.2 El Potencial Efectivo en un sistema de Membranas de fase lamelar: El1 modulo de

compresion esméctico

Para el caso de sistemas relativamente diluidos es posible despreciar algunas interacciones
como son las interacciones de Van der Waals y las interacciones de hidratacion de tal forma
que las contribuciones de mayor aportaciéon al potencial de interaccion entre bicapas de
surfactante corresponden a dos que son estabilizantes y repulsivas y a otra desestabilizante

atractiva: el potencial electrostatico V/ (d ) , el potencial de interaccion de Helfrich V,,, (d)

elec

y el potencial de interaccion de polimero V

pol(d,CDJ, respectivamente. Asumiendo que estos

tres potenciales de interaccion no estan acoplados, podemos escribir el potencial de

interaccion intermembranal total como:
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V = I/elec + VHelf + Vpol (238)

Por lo que el modulo de compresion esméctico total también puede escribirse como la suma de

las correspondientes contribuciones a los potenciales senalados, esto es,

— — — — pol
B= Belec + BHer' + Bf‘ (239)

Donde el médulo de compresion esméctico, en su contribucion electrostatica Bew. tiene dos

casos a considerar:

CASO I: Membranas cargadas sin apantallamiento ( Bee. para una concentraciéon nula de sal

en el solvente [NaCl]=0):

_ oV
Belec = dB[ ezlec J
od (2.40)
Buw =250 (1 37 4602 1) (2.41)
2, d

2

z
donde 7=—, ¢

[, = ~ 7.25& es la longitud de Bjerrum en agua y a temperatura
di, " " dmeh,T s ! Sty A e

ambiente (la longitud de Bjerrum corresponde a la distancia para la cual la energia
electrostatica clasica y la energia de agitacion térmica son iguales). X es el area superficial

por cabeza cargada de la membrana .

CASO II: Membranas cargadas con apantallamiento ( Be.c para una concentracion dada de sal

en el solvente [NaCl] # 0:
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Belec = 4kBTdB 2675

3
Aply (2.42)
donde
V= tanh[% arcsin h[Zﬂ' %ﬂ
(2.43)
0.3045 ) .
y Ay = nm, es la longitud de onda de Debye, con C , la concentracion de la sal en el

Jc

solvente expresada en moles/L. Freyssingeas et al.[50] sugieren que el valor de la longitud de
Bjeerum se ve afectado por la presencia del polimero en el sistema, por lo que, considerando
que el valor de ¢ decrece linealmente con la concentracion del PEG en el intervalo de 0 a
20g/L de PEG en el solvente, proponen un ajuste a la expresion de la contribucién del

potencial electrostatico en funcion de la concentracion del polimero como

Bue = Bawe(c,) = B (0)[1-0.0009625¢ , |Pa (2.44)

donde c, es la concentracion del polimero en el solvente, expresada en g/L.

Cabe mencionarse que este ajuste corresponde a un sistema libre de sal, por lo que en nuestro
caso debemos proponer una expresion analoga a esta pero que también considere el efecto de

la concentracion de sal agregada al sistema sobre la longitud de Bjeerum y por lo tanto

también sobre B .

La contribucion del potencial de Helfrich al modulo de compresion esméctico se obtiene a

partir de la expresion
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_ oV, .
=457
(2.45)
de donde obtenemos
- 9 (k,T )2 dy
By = T
64kd (2.46)

Por ultimo, la aportacion del potencial atractivo del polimero al médulo de compresion
esméctico corresponde a cualquiera de las cuatro situaciones de confinamiento del polimero
entre las membranas revisadas anteriormente, las cuales quedan definidas por la
concentracion polimérica en el solvente y de las longitudes caracteristicas de las fases
lamelares en cuestion. Sin embargo, para nuestro sistema de fases diluidas de membranas
(©<0.03) y en presencia de apantallamiento completo de cargas del surfactante por efecto de
la sal agregada ([NaCl]= 170mM), tenemos que las interacciones electrostaticas
desapareceran, por lo que nuestro potencial efectivo serd definido solamente por las
contribuciones del potencial estérico de Helfrich debido a las fluctuaciones de la membrana (el

cual es repulsivo) y al potencial atractivo generado por la incorporacion del polimero

ETOL' = EHelf + E;Ol (247)
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CAPITULO 3: METODOS Y TECNICAS EXPERIMENTALES

3.1 Moléculas estudiadas

Para la primera parte del trabajo se requiere sintetizar fases de membranas fluidas
(lamelares y esponja) constituidas principalmente de algin surfactante idnico, un co-
surfactante que permitiese trabajar a grandes diluciones de membrana, una sal de preferencia
monovalente (al igual que el surfactante) y un polimero neutro soluble en agua. Las moléculas
elegidas para tal propdsito fueron Dodecil Sulfato de Sodio como surfactante ionico,
Hexanol como cosurfactante, Cloruro de Sodio como sal monovalente y PolietilenGlicol de

un peso molecular de 20,000 (PEG 20K) como polimero neutro e hidrosoluble.

El Dodecil Sulfato de Sodio (SDS, por su nombre en inglés) es una molécula anfifilica que
en uno de sus extremos, la parte hidrofilica, posee un atomo de sodio asociado al grupo
sulfato; este sodio es liberado en solucion acuosa quedando cargada la molécula
negativamente, del tal forma que el SDS en solucién es un surfactante anidnico. El papel de la
sal de Cloruro de sodio es el de apantallar las interacciones electrostaticas presentes entre las
cabezas polares del SDS en solucion tratando de recrear las condiciones analogas a un sistema
de membrana formado por un surfactante neutro. Recordemos que nuestro primer objetivo del
trabajo doctoral es verificar si es posible inducir una transformacion topoldgica al agregar un
polimero neutro a un sistema de membranas formadas por surfactantes idnicos bajo
apantallamiento electrostatico por adicion de sal. Asi, buscando la generalizacion de dicho
efecto, también se aborda el caso de un surfactante catidnico y para ello emplearemos el
Bromuro de hexadecil-trimetilamonio (CTAB por su nombre en inglés). Este surfactante libera
en solucion un i6n Bromo que originalmente estaba unido al grupo amonio presente en la
cabeza polar de la molécula anfifilica, la cual queda con carga neta positiva para apantallarse

posteriormente por la sal disuelta en el solvente.

Por ultimo, para tener el esquema completo se estudia el efecto del PEG 20K sobre la
estabilidad topologica de una fase lamelar formada por una molécula anfifilica neutra

(zwiterionica) como lo es el fosfolipido Dimiristoyl Fosfatidilcolina (DMPC).
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Tabla 3.1: Moléculas empleadas en la preparacion de las membranas del presente trabajo. Se

etiquetan por su nombre comun y se anexan los pesos moleculares correspondientes para los

calculos estequiométricos posteriores.

Formula Nombre Peso
Molecular
O
\\S// Na® SDS 288.38
HsC o~ 0
+
P N N N N N NG g N N/ Br
/\ CTAB 364.45
0
PP NP PPN WP
0 00~
L O H o | ~
S DMPC 770.123
N Hexanol 102.17
H,C OH *
20 000

o
Hl’ ~OH PEG




42

3.2 Materiales y Reactivos

Los reactivos quimicos empleados fueron adquiridos de las compaiias Sigma-Aldrich,
Fluka y Avanti Polar. Estos reactivos fueron usados tal como ser recibieron sin someterles a

tratamiento previo a su empleo. El listado de los reactivos se detalla a continuacion:

e Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), pureza mayor al 99.9%, marca Sigma-Aldrich.

e Bromuro de hexadecil-trimetilamonio (CTAB) , pureza de 99% , marca Fluka.

e Dimiristoyl Fosfatidilcolina (DMPC), extraida de yema de huevo, pureza del 99%,
marca Avanti Polar.

e Alcohol hexilico (1-hexanol), grado reactivo, marca Sigma-Aldrich.

e Polietilenglicol 20K (PEG20K), dispersion entre 16K y 24K, marca Aldrich.

e Glicerol, pureza al 99.9%, marca Sigma-Aldrich.

e Cloruro de Sodio (NaCl), pureza 99.5%, marca Sigma-Aldrich.

e Cloruro de Potasio (KCl), pureza del 99%, marca Sigma.-Aldrich.

Como solvente mayoritario se utiliz6 agua ultrapura con resistividad de 18.2 MOhm/cm,

obtenida de un equipo millipore.

En los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se emplearon los

siguientes reactivos deuterados :

e Dodecil Sulfato de Sodio deuterado (D25 98%), marca Cambridge Isotope
Laboratories, Inc.

e Oxido de Deuterio (99.9% de atomos deuterados), marca Aldrich.
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3.3 Preparacion de muestras

Las condiciones de viscosidad que los sistemas de estudio presentan nos definen dos
procedimientos distintos para la elaboracion de las muestras, el primero asociado a muestras
altamente diluidas en contenido de membrana (bajas fracciones de volumen de membrana) que
presentan viscosidades del orden a los del agua, por lo que es posible su preparacion
empleando agitacion con iman. Por otra parte, las muestras correspondientes a fracciones de

volumen de membrana mayores o iguales al 10% fueron preparadas agitando con vortex.

En general el procedimiento es el mismo para ambos casos variando solamente el proceso
de mezclado de los componentes. Cabe sefialarse que la concentracion de sal en la solucion
polimérica salina se mantuvo a una concentracion fija de 10g/L de NaCl (170mM), variando
solo en los casos donde interesaba monitorear los efectos de la concentracion de sal sobre la

estabilidad del sistema.

En el caso del Polieteilenglicol (PEG), se empled con peso molecular de 20,000 o 20K,
variando la concentracion del mismo en las soluciones salinas poliméricas desde 0g/L hasta
10g/L (OmM a 0.5mM PEG20K) para la mayor parte del estudio y en algunos casos llegando
a20g/L, 40g/L y 60g/L.

A continuacion se describe el protocolo seguido en la elaboracion de las muestras:

I.- Preparar solucidén salina polimérica:

1) Pesar PEG y pesar NaCl. Agregar a matraz aforado de 100ml.

2) Introducir 50ml de agua ultrapura obtenida de equipo millipore a matraz y dejar
disolver por 1 hr. en reposo.

3) Una vez disueltos los componentes agitar suave y manualmente para homogenizar la
solucion. Aforar con agua ultrapura.

4) Agitar por 1 hr. con magneto a 100% de la potencia proporcionada por la placa

agitadora.
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11.- Preparacion de las muestras a bajas concentraciones de membranas

1)

2)

3)

4)

5)

Pesar polvo de surfactantes o fosfolipidos y agregar a frasco de cultivo de 100ml con
tapon de seguridad.

Agregar masa correspondiente de solucion salina polimérica en turno. Dejar disolver
en reposo por espacio de 1 hr.

Agregar la masa de hexanol apropiada y de inmediato introducir cuidadosamente
magneto y agitar en placa de agitacion magnética a 80% de potencia evitando la
produccion de espuma en la muestra.

Verificar, empleando polarizadores cruzados entre el frasco y con fuente de
iluminacion colocada en la parte posterior si se ha alcanzado la formacion de la fase

deseada. La fase lamelar (L ) serd birrefringente al detener la agitacion y la fase
esponja ( L,) presentara birrefringencia transitoria que desaparece de forma rapida al

detener la agitacion. La formacion de las fases se alcanza aproximadamente a los 3
minutos después de iniciada la agitacion.

Continuar agitando en las mismas condiciones por lapso de 1 hora.

IIlo.- Preparacion de las muestras a altas concentraciones de membranas

)

2)

3)

4)

5)

Introducir el polvo del surfactante o fosfolipido en tubo de cultivo de 16 x 125mm con
tapon de rosca.

Agregar la masa correspondiente a la solucion salina polimérica y dejar disolviendo
durante una hora en reposo.

Agregar la masa de hexanol requerido e inmediatamente agitar en vortex por espacio de
5 minutos a maxima potencia.

Verificar, colocando la muestra entre polarizadores cruzados, si se ha logrado obtener
la fase deseada.

Continuar agitando por 5 minutos mas en el vortex a maxima potencia.
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3.4 Determinacion de la composicion para las fases Lamelar y Esponja del sistema de

surfactante anionico SDS.

La eleccion inicial del sistema a trabajar fue SDS-Hexanol-Agua. Se tomd como punto de

Hexanol

partida la razén de masas =0.85 [11], la cual corresponde a la razén molar

Mc, .pma0

nHexanol

n

=2.1417; esta se mantuvo constante variando las fracciones de membranas del 5%
SDS

al 30% . Las formulaciones trabajadas se representan en el diagrama de fases de la figura 3.1

Hexanol
Oy 100

Agua O CE T (R iy A SR DT S GRS R DN N RS
0 10 20 30 4 50 60 70 80 90 100
Fig. 3.1: Diagrama de Fase para el sistema SDS-Hexanol-Agua manteniendo la relacion molar

Myoeanot/ Pisps = 2-1417 . A la derecha se ilustra la evolucion de la viscosidad en funcion de la

fraccion de volumen de membrana. La muestra A es la mas diluida.

La muestra A de la figura 3.1 corresponde a la fraccion de membrana menor mientras que
la muestra E corresponde a la mayor. De esta corrida se obtuvieron muestras con separaciones

de fase y con una alta viscosidad como se muestra en la sucesion de fotos de figura 3.1, razéon



46

por lo que se abandoné este sistema y se busco obtener muestras en la zona diluida de
membranas basandonos en alguna referencia existente que incluyese un diagrama de fases
donde se incorporase al surfactante SDS en bajas concentraciones. Asi, se incursion6 en el
estudio del diagrama de fases del sistema SDS-Hexanol-Solucion Salina de NaCl (10g/L) tal
como lo proponen Bellocq et al. [58] con el objetivo de obtener muestras de fases lamelares

Ly muestras de fases esponja L | , ambas monofasicas.

3.4.1 Fase Lamelar L«

Se prepar6 una solucion salina (10g/L) para formar el sistema SDS-Hexanol-salmuera(10g/L

de NaCl). Para la fase L , se fij6 la m,=0.5227g y mg,, =48.4771g variando la masa del

Hexanol en 0.95g, 1.00g y 1.05g. Los resultados se muestran en la figuras 3.2 .

A=0.95¢g Hexanol B=1.00g Hexanol C=1.05g Hexanol

Fig. 3. 2: Muestras a simple vista.

En la figura 3.3 se muestra el diagrama de fases propuesto en la referencia 58. Las
fotografias asociadas a los tres puntos superiores corresponden a las muestras A, By C de la
figura 3.2 pero ahora son tomadas entre polarizadores cruzados, detectdndose birrefrigencia
caracteristica de la fase lamelar en las muestras A y B, pero solamente la muestra de la

izquierda (muestra A) es monofasica. La muestra B presenta ademas una region isotrdpica
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%SDS

1 2

%Hexanol
Fig. 3.3: Diagrama de fase parcial del sistema SDS-Hexanol-Solucion Salina [NaCl]=.170M

con Glicerol, segun referencia 58.

mas abundante que su region lamelar mientras que C posee dos regiones isotropicas bien

definidas.
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De las imégenes de luz polarizada y por la secuencia de la ubicacion de las formulaciones
de A,B y C en el diagrama de fase de la figura 1.3 se desprende que la muestra A corresponde
alaregion L, la muestra B a la region bifasica L /L3 y C corresponde a una region que
incluye a la fase L3 y otra fase isotropica (dicha region no se discute en el diagrama pero
estaria a la derecha de la region L3); sin embargo las ubicacion exacta de las muestras no
coinciden con las regiones a quienes estan asociadas, de hecho parecieran estar desplazadas
en su conjunto hacia la izquierda. Dicho desfasamiento se explica al considerar que en el
diagrama de Bellocq et al (ref. 3) sustituyen 20% del solvente (Salmuera 10g/L NaCl) con

Glicerol mientras que nuestras formulaciones se realizan manteniendo integro al solvente.

Con lo anterior se desprende que la composicion de la muestra A es la elegida para

preparar la linea de muestras de Fase Lamelar (L ) que serdan dopadas con el polimero. La

composicion de las muestras lamelares en porciento en peso es la siguiente:

Tabla 3.1 : Composicion %peso para muestras de fase lamelar.

Masa SDS 1.0466%

Masa Hexanol 1.9020%

Masa Sol. Salina+PEG20K 97.0514%
FASE L

Asi, se prepararon 11 muestras con estos porcentajes, donde la concentracion de sal se
mantuvo constante (10g/L) y la concentracién de PEG20K presente en las soluciones variaba

desde Og/L hasta 10g/L.
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3.4.2 Fase Esponja L3
Para la fase esponja L, se determiné la composicion Optima en my,, =0.33g, mg,, =

48.92¢ 'y my,,,,, =0.725g. En la tabla 3.2 se muestra la relacion de porcentajes en masas

empleados para la formulacion de las muestras de fase esponja (L ).

Tabla 3.2: Composicion % peso para muestras de fase esponja

Masa SDS 0.6603%

Masa Hexanol 1.4508%

Masa Sol. Salina+PEG20K 97.8889%
FASE L,

Las muestras de fase esponja no son birrefringentes entre polarizadores; sin embargo, cuando

son sometidas a un esfuerzo mecanico pueden generarse transiciones de fase como del tipo L |
a L lo cual puede verificarse mediante el efecto conocido como birrefringencia inducida por

esfuerzo sobre una fase esponja. Este fenomeno se detectd al colocar un agitador magnético
dentro de la muestra de fase esponja y correlacionar el esfuerzo mecanico producido por el
agitador sobre la muestra al incrementar la velocidad y la intensidad de la birrefringencia

inducida como se muestra en la sucesion de fotografias de la figura 3. 4.

En la sucesion de fotos de la figura 3.4.a se observa como la muestra L, inicialmente

isotropica y sin birrefringencia al estar en reposo, presenta birrefringencia al agitarla y la
intensidad de esta incrementa proporcionalmente con la velocidad de agitacion. El menisco
formado en la parte superior central de la muestra es una medida de dicha velocidad. Las fotos
se tomaron con exposicion de 0.5s por lo que no hay compensacion de luz que intervenga en la
intensidad colectada. La camara empleada es una Nikon D5000 con objetivo de 50mm

montado en tripoide.

En la figura 3.4.b la sucesion de fotos corresponde al “apagado” de la birrefringencia

después de que se cancela la agitacion con el magneto. La primera foto corresponde al
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momento justo donde se detiene el agitador. Las fotos fueron tomadas en las mismas

condiciones que en el caso anterior. El tiempo entre fotos es de 0.5s.

Fig. 3.4.a: Birrefringencia inducida por agitacion con magneto de una fase esponja L, con la

composicion sefialada en tabla [.2. Muestra sin polimero. Transicién Lz — L.

Fig. 3.4.b: Relajacion de la birrefringencia inducida en la muestra de fase esponja L | después

de cancelar la agitacion con magneto. Transicion L, — Ls.
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3.5 Fraccion de Volumen de Membrana @

Se define como la razén que existe entre el volumen que ocupa la membrana respecto al
volumen total de la muestra. Si la membrana estd formada por la totalidad de moléculas de

surfactante y cosurfactante agregados entonces se cumple que

Vmembrana _ VSDS + Vhexanol

D= (3.1)

Vtotal VSDS + Vhexanol + Vsol Polimero

Puesto que la preparacion de muestras parte de las mediciones de masas debemos de escribir

la fraccion de volumen de membrana en términos de masas y densidades de los constituyentes

Mgps /p + Mpexanol /p

SDS
Mhpexanol
- /p

hexanol (32)

- mSDS/p Moy Polimero/

SDS hexanol sol Polimero

Las densidades empleadas para los célculos son pgsps = 1.03% Y Phexanot = 0.8136 CT‘%.

La densidad de las soluciones poliméricas se midieron experimentalmente a temperatura
ambiente, obteniéndose un ajuste lineal de la densidad en funcidn de la concentracion del PEG

y a concentracion de sal constante de 170mM NaCl. La ecuacion del ajuste lineal es

Psol Polimero = 1.0019 + (2.318 x1074)C (3.3)
donde C es la concentracion del polimero en g/L.

Haciendo uso de la informacion de la tabla 3.1 y 3.2 y con los datos antes expuestos, los
valores para las fracciones de volumen de membranas son @, =0.033 y &, =0.024 para las
fases Lamelar y Esponja, respectivamente. Cabe mencionarse que estos valores se siguen

conservando aln para concentraciones de PEG20K de 20g/L.
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3.6 Conductividad Eléctrica

La medicion de la conductividad eléctrica en sistemas de surfactantes-cosurfactantes es de
amplio uso como técnica complementaria en la identificacion de las fases presentes en dichos
sistemas asi como en la caracterizacion topologica de las mismas [11]. Por ejemplo, para las

fases bicontinuas como las fases L, (esponja) la movilidad de los iones en solucion serd mas

alta que para fases de topologia cerrada como las vesiculares que encierran dentro de las
estructuras parte de los iones disponibles para el acarreo de carga, de tal forma que las fases
esponja presentan altos valores de conductividad eléctrica a diferencia de las fases de
vesiculas. En el caso particular de la fase esponja, los experimentos de conductividad eléctrica
nos dan informacion sobre la estructura de la bicapa de la fase dado que la movilidad de los
iones en el solvente estan influenciados por la topologia local de la bicapa en esta fase. Un
parametro que nos da idea sobre la condicion de la bicapa es el factor de obstruccion definido

como

o

[ aa-o GH

donde o es la conductividad de la fase L; , g, es la conductividad del solvente y @ es la
fraccion de volumen de membrana en la muestra. Para fases esponja extremadamente diluidas
(@ - 0), el valor teodrico de f tiende a 0.6 [59] por lo que valores grandes alejados del valor
ideal para la fase esponja son interpretados como evidencia de la presencia poros en la

membrana de fase esponja [60].

En nuestro trabajo se utilizé el medidor de conductividad eléctrica Meter Lab CDM210

con electrodo CDC749 para pequefios volimenes, de placas paralelas y 4mm de diametro, de

: : : : S .
la compaiiia Radiometer Analytical. La resolucion del equipo es de 0.0142 y el instrumento
cm

se calibrd empleando una solucién 0.1M de KCI con constante de celda de 0.642cm™ a
temperatura de 24°C. Para la primera parte del trabajo todas las mediciones se hicieron a

temperatura constante (24°C £0.1) controlando la temperatura con bafo térmico externo de
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re-circulacion. Para las mediciones de conductividad térmica a Temperatura constante se
prepararon muestras de 50ml. Inmediatamente después de la obtencion de las muestras se
tomaron 10ml de ellas que se depositaron en tubos de cultivo 16 x 125mm con tapon de rosca,
se sellaron con parafilm y se depositaron en el bafio térmico a 24°C permitiéndose estabilizar

al menos una semana antes de tomar las lecturas de conductividad.

Para el caso de las mediciones de la conductividad eléctrica en funcién de la temperatura,
el conductimetro se conect6 a una interfase en puerto paralelo de una pc siendo controlado por
un pequeiio programa disefiado por el Dr. Adolfo Garcia Fontes con el software Lab View 7.1.
El tiempo de coleccion automatizada de datos establecido fue de 0.5s entre cada lectura y el

conductimetro se calibré como anteriormente se describio.

Para las mediciones de conductividad eléctrica en funcion de la temperatura y bajo
esfuerzo deformante bajo agitacion, se prepararon 50 ml de muestras en frascos de cultivo de
vidrio pyrex de 100ml con tapén de rosca de seguridad. Se le practicd un orificio de 8mm de
diametro al tapon de seguridad del frasco para introducir en el un pequefio tubo de
PolyPropyleno que sirvi6 para fijar e inmovilizar la punta del electrodo en una misma
posicion. El tubo en el tapon del frasco, el frasco mismo y el electrodo en el tubo fueron todos
sellados empleando parafilm para evitar evaporaciones de la muestra al exterior. Las muestras

se dejaron dos semana a temperatura ambiente para lograr su equilibrio.

Para el estudio en funcion de la temperatura posteriormente se coloco el frasco con la
muestra dentro del liquido refrigerante en el bafio térmico y se procedid con el experimento. A
cada temperatura se dejo equilibrar el sistema a estudiar por espacio de 48 horas antes de
tomar la lectura. El intervalo de temperaturas a estudiar la conductividad eléctrica va de 30°C

alos 5°C.

En el estudio de la conductividad eléctrica en funcion del esfuerzo inducido al sistema por
agitacion con magneto, los experimentos se efectuaron a temperatura ambiente (T = 23 +1°C)
colocando las muestras en placa con agitacion y registrando las lecturas de la conductividad a
distintas velocidades de agitacion con el proposito de verificar la transicion de fase esponja a

lamelar por efecto de la deformacion constante y la transicion inversa al cesar la misma.
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Fig. 3.5: Montaje experimental para el estudio de las transiciones L; <> L, por agitacion con

magneto y mediante la evaluacion de la conductividad eléctrica del sistema.
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3.7 Microscopia Electronica de Criofractura (FFEM)

La microscopia electronica de criofractura provee una forma de visualizar la estructura o
morfologia de membranas como las formadas por los surfactantes e incluso las membranas
celulares y el interior de la misma célula. En esta técnica las muestras son congeladas
empleando nitrégeno liquido (-196 °C) en la presencia de un agente crioprotector (por ejemplo
glicerol) para prevenir la distorsion ocasionada por la formacion de cristales de hielo.
Posteriormente la muestra congelada es fracturada empleando una navaja como se muestra en
la figura 3.6. Cuando en la preparacion de la muestra no se ha empleado agente crioprotector,
un paso fundamental previo a la obtencion de la réplica es el procedimiento del “etching” , el
cual consiste en remover el hielo de la superficie del espécimen fracturado por sublimacion al
vacio [61]. Esto se logra calentando el contenedor de la muestra con un pequefio calefactor
que posee ¢l equipo de criofractura elevando la temperatura a -120°C. Si colocamos la navaja
de corte en la parte superior de la muestra fracturada, se generara un gradiente de temperatura
ascendente que permite la emigracion del vapor de agua hacia el reservorio frio (navaja)
limpiando la superficie de la fractura del hielo que puede ocultar detalles de la region donde se
obtendra la réplica metalica. La cara expuesta de la fractura resultante es recubierta con una
pelicula metalica de platino depositada por evaporacion a un angulo de 45° y después se
deposita una pelicula de carbon evaporada desde arriba de la muestra. La réplica montada atn
en su soporte se coloca en un solvente fuerte para remover cualquier porcion de muestra y
quedarnos solamente con la pelicula formada que nos dard informacién sobre la muestra al
haber registrado el relieve de la parte fracturada y expuesta. Por ltimo, la réplica, que debe
estar flotando en el solvente al haberse disuelto la muestra, es atrapada en una rejilla de cobre
previamente cubierta con carbono. La rejilla con la réplica se coloca en una camara al vacio al
menos por 24hrs. para eliminar todo residuo de liquidos previo a su estudio en el microscopio
de transmision (TEM). Las réplicas obtenidas por criofractura fueron preparadas en un equipo
JEOL de Criofractura modelo JFD 9010 y posteriormente observadas en un microscopio
electronico de transmision JEOL modelo 2010T. Ambos equipos se encuentran en el

Departamento de Fisica de la Universidad de Sonora.
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Fractura convexa Fractura concava Fractura cruzada

Fig. 3.6: En A se muestra la fractura practicada a la muestra. En B se ilustran tres posibles

trayectorias de la fractura de un objeto esférico congelado en la muestra (vesiculas o células).
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3.8 Dispersion de Rayos X para angulos pequefios (SAXS)

Las técnicas de dispersion de radiacion como lo son SAXS y Dispersion de luz se basan en
el mismo principio fisico. El campo eléctrico de la radiacion que incide sobre la muestra
induce oscilaciones electronicas en los atomos que la componen. Las cargas aceleradas
generan ondas secundarias que tienen la misma frecuencia pero fases distintas debido a las
diferencias en las longitudes de las trayectorias recorridas. Estas ondas secundarias pueden
interferirse, de tal forma que cuando la radiacion emitida (o dispersada) es analizada en un
punto alejado del volumen de dispersion dicha interferencia da lugar a la aparicion de

maximos y minimos en la intensidad de la radiacion detectada como se ilustra en la figura 3.7.

Colimador

Detector 2D

Muestra

Fuente R X's

Fig. 3.7: Esquema general de un montaje para dispersion de rayos X's a bajos angulos. La

region senalada en la muestra ilustra representa al volumen de dispersion.
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Podemos determinar la condicion necesaria para la interferencia constructiva considerando
una porcion del volumen de dispersion de donde se toman dos electrones con posiciones

arbitrarias interactuando con la radiacion incidente como se ilustra en la figura 3.8

Radiacion
incidente

ki

Fig. 3.8: Interaccion de radiacion incidente dentro del volumen de dispersion. A la derecha,

definicion del vector de onda q.

La diferencia de fases entre la onda incidente interactuando con el electron superior y la
onda que incide sobre el electron inferior esta definida por el exceso de longitud recorrido por
la onda inferior de la fig. 3.8. Como se observa, se cumple que esta longitud excedente es la

suma de las proyecciones del vector 7 sobre el vector de onda incidente (H) y sobre el vector

de onda dispersado (kT{):

Ap =~k Tikg +T=(kg-k) T=q7 (3.5)
Se ha definido al nuevo vector de onda § como la diferencia de los vectores de onda
dispersado e incidente. El vector ¢ nos facilita la representacion de la sefial colectada de la

dispersion, de hecho las gréaficas de los espectros de SAXS y DLS (dispersion de luz) se
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representan en funcion del vector de onda ¢ en vez del angulo de dispersion 0. La expresion

para la magnitud del vector g se obtiene a partir de la figura 3.8 en la parte derecha:
= . 8
q=2 |kl| sin (3.6)

donde el vector de onda incidente E tiene magnitud |E| = 277[ , por lo que el vector de onda g

esta definido como

_am 8
= —-sing (3.7

Cabe sefialarse que la técnica de SAXS es una poderosa herramienta para el estudio de
sistemas autoensamblados formados por moléculas anfifilicas en solucion. Las complejas
morfologias adoptadas por estos sistemas con dimensiones en el intervalo de 1-100nm son

ideales para ser estudiadas por esta técnica [62].

Las fases de surfactantes pueden exhibir multiples picos en los espectros de SAXS debido a
estructuras periodicas que tienen orden a mediano y largo alcance. Por la técnica de SAXS es
posible obtener informacion de la morfologia de estos microdominios a partir del analisis de
las posiciones relativas de los picos de Bragg en los espectros, los cuales pueden exhibir
relaciones espaciales especificas dependiendo de la forma de la estructura del microdominio.
Por ejemplo, para una fase lamelar, las razones del vector de onda del pico maximo respecto a
las ubicaciones de q de los siguientes picos deben ser 1, 2,3,..etc. En un arreglo hexagonal de
micelas cilindricas dichas razones deben ser 1, v3,v4,vV7,4/9,...etc. Para esferas en un

arreglo  cubico centrado en las caras deberdn cumplir los valores de

1,7/2,v/3,/4,/5, ...etc.[63,64]. En la figura 3.9 se muestra un ejemplo de un conjunto de
espectros de SAXS caracteristicos de las fases lamelares donde se revela claramente la
relacion de enteros consecutivos que guardan las posiciones relativas de los picos. Los
espectros corresponden a muestras del sistema DMPC-Pentanol-Agua influenciadas por la

adicion de un polimero PEG modificado con un fosfolipido unido a un extremo del polimero

[65].
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Fig. 3.9: Espectros de SAXS para fases lamelares de un sistema del fosfolipido DMPC. Ay B

son fases L, fluidas mientras que C y D corresponden a fases L, en el régimen de gel [65].
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Los experimentos de SAXS efectuados en el presente trabajo de tesis se realizaron en los
laboratorios del MRL (Material Research Laboratory) de la Universidad de California en
Santa Barbara. La descripcion esquematica del equipo empleado para las obtenciones de los

espectros de SAXS se muestra en la figura 3.10.

o {2m ' '|: 18m .

s 5
|
: '
4
|
—
o Ray05 X incidentes
Rayos X Dispersados
wen Rayos X Transmitidos
1 |
1. Fuente de Rayos X 4. Muestra 7. Detetor

2. Monocromador de enfocamiento 5. Tubo de vuelo al vacio

3. Rendijas 6. Paro del Haz

Fig. 3.10: Equipo de SAXS intermedio del laboratorio de Investigacion de materiales de la
UCSB

La fuente del equipo es de la marca Rigaku modelo UltraX18, con longitud de onda de 1.54
A.; monocromador marca XENOCS modelo FOX2D de optica multicapas; detector marca

Bruker HI-STAR. El tamaio del haz en la muestra es de 0.8mm x 0.8mm y el flujo de fotones

35107 fotones
seg

en la posicion de la muestra es El intervalo de q’s del equipo estd entre

0.0075—-0.12(A™"). Para la colecta de datos se trabaja con el software BRUKER SAXS y

SPEC, ajustando los datos colectados mediante el software llamado Fit2D.
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3.9 Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

En la técnica de dispersion de luz un haz de luz laser es enfocado en la muestra que se
encuentra depositada dentro de un contenedor cilindrico de cuarzo. Las particulas o estructuras
presentes dentro del volumen de dispersion dispersan la luz incidente en todas direcciones y
los fotones dispersados son colectados por un tubo fotomultiplicador que nos permite obtener
la evolucion temporal de la Intensidad de la luz dispersada (expresada como cuentas o fotones
por segundo) obteniéndose un espectro como el presentado en la figura 3.11. Las mediciones
de dispersion dinamica de luz conlleva al andlisis de la funcién de autocorrelacion de la luz
dispersada la cual se obtiene mediante un correlador digital acoplado al dispersor. Esta funcion

de autocorrelacion de intensidad normalizada para un tiempo 7 se define como:

0)(;) = (1)1 + 7))
g () <I(t)>2 58)

donde I(t) e I(t+7) son las intensidades de la luz dispersada a los tiempos ¢ y 7+7 y los

paréntesis representa a los promedios temporales [66] .

La funcién de autocorrelacion de intensidades suele expresarse en términos de la funcion

de autocorrelacion de campo eléctrico gl(z') a través de la relacion de Siegert [67]

g*(c)=B+plg' ()] (3.9)

con B=1y g esun factor definido por el arreglo experimental y en donde

0(;)= (E(E(+7))
0 (E) (3.10)

E(¢) y E(t+7) son los campos eléctricos dispersados en los tiempos ¢ y £+7.
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Fig. 3.11: Evolucion temporal de la luz dispersada expresada en Fotones por segundo (Hz)

La figura 3.12 representa una curva tipica de una funcién de correlacion de campo eléctrico

definida mediante la relacion de Siegert como g® —1.

Para sistemas monodispersos, como particulas coloidales en solvente la funcion de

correlacion (o de autocorrelacion) cae monoexponencialmente como g(l)(r):e’r’, con
I' = Dg”>donde D es el coeficiente de difusion de las particulas relacionado con el radio

k,T
hidrodinamico mediante la relacion de Stokes- Einstein [Rh = 6 5 D] donde kg es la

constante de Boltzman y 7 es la viscosidad del medio o del solvente.
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Fig. 3.12: Funcién de correlacion de campo para un sistema de dispersion coloidal. Los datos

(cuadros) son ajustados por una funciéon monoexponencial decreciente (linea roja).

Sin embargo, para el tipo de sistemas de fases diluidas de surfactantes (como es nuestro
caso) retomaremos un modelo que propone una funcidon similar a un decaimiento

monoexponencial pero con un parametro de estrechez asociado.

Las mediciones de DLS se efectuaron en el Laboratorio de Investigacion en Materiales
(MRL) de la Universidad de California en Santa Barbara. El equipo empleado fue un
Dispersor de Luz laser marca Brookhaven, modelo BI200SM con laser He-Ne de 633nm y
diodo fotodetector de avalancha con goniometro para barrido angular entre ~ 8° y 155” . La
sefnal procesada por el correlador es tratada por el software ISDA (Irregularly Spaced Data
Analysis) el cual permite como opcion el ajuste de la curva de la funcion de correlacion

experimental mediante distintos modelos teéricos.
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3.10 Resonancia Magnética Nuclear (NMR)
La técnica de resonancia magnética nuclear (NMR) nos proporciona informacion sobre las

diferentes clases de atomos de hidrogeno en una molécula al darnos informacion relacionada
con el entorno quimico que rodean a los atomos de hidrogeno, el nimero de hidrogenos en
cada clase diferente de medio y la estructura de los grupos adyacentes a cada atomo de

hidrégeno [78].

Clasicamente se sabe que un proton girando posee un momento magnético asociado, de tal
forma que en presencia de un campo magnético fijo se genera una torca dada por T = [i X B
que tiende a alinear al eje de rotacion del protén con el campo magnético provocando un

. . .y y . = .
movimiento de precesion en torno al campo magnético B como se ilustra en la figura 3.13. La
frecuencia de precesion esta dada por
uB

Vprecesion = ZﬂLp (3.11)

Donde L, es el momento cinético del proton (L, = 0.53 X 10734J - 5), u es el momento
magnético del proton (u = 1.4 X 107264 - m?) y B el campo magnético fijo. Por ejemplo,
para un campo magnético de B=1T tendremos una frecuencia de precesion de Vprecesion™
4.2x 107Hz. Si algiin agente externo actla sobre el sistema con la misma frecuencia que la

frecuencia de precesion del proton entonces se logra la condicion de resonancia [79].

A A A

it
&

\ \&T/

B

Fig. 3.13: Proton girando y precesando en presencia de un campo magnético constante B.
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Como influencia externa en el caso del proton que precesa en torno al campo magnético B,
se puede usar un campo magnético alternante (B,sciiante) ©n direccion perpendicular al

campo magnético estacionario como se ilustra en la figura 3.14.

o
— Bneto
B
€«--Y-->
BOSC

Fig. 3.14: Acoplamiento entre un campo fijo B y un campo oscilante Bosc perpendicular a B.

La combinacion de ambos campos produce un campo neto con un movimiento de vaivén entre
los valores delimitados por el valor del angulo a. Si se escoge la frecuencia del campo
oscilante igual a la frecuencia de precesion del proton entonces este puede absorber energia

invirtiendo en 180° su orientacion respecto al campo magnético.

Desde la perspectiva de la mecanica cudntica, un ntcleo atomico tendra un numero de
espin I que depende del numero de nucleones que posee. Para muchos nucleos sus vectores
dipolares magnéticos se cancelan por lo que el espin es cero. Para otro tipo de nucleos sus
vectores dipolares magnéticos no se cancelan completamente por lo que sus nlimeros de espin

son distintos de cero [80].
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Tabla 3.3: Nucleos comunmente usados en Resonancia magnética nuclear

Razoén giromagnética
Isétopo Espin (10rad/sec'T)
'H Ya 26.7522
2y 1 4.1066
3¢ Y 6.7283

Si estos nucleos con un momento dipolar magnético neto se colocan dentro de un campo
magnético fijo, sus ejes dipolares se orientaran en ciertas orientaciones cuantizadas cuyo

numero se define por la relacion 2I+1; asi, para los protones por ejemplo se tendran 2 posibles

orientaciones que corresponden a los nimeros cudnticos de espin my = + 1/ g 0Mg = — 1/ 2

La energia potencial de un dipolo magnético [ en un campo magnético externo B esta dado

como

E=—ji-B (3.12)
La componente del dipolo magnético en la direccion del campo pu, estd dada por

Hz = yhmg (3.13)

donde y es una constante empirica llamada razéon giromagnética la cual difiere entre cada
nucleo como se observa en la tabla 3.3. Para I=1/2 como en el caso del proton, el dipolo
magnético orientado con el campo (mg = +1/2) tiene la energia mas baja (E = —m,B),
mientras que el dipolo magnético orientado contra el campo (mg; = —1/2) tiene la energia

E = +m,B, de tal forma que la diferencia de energia entre los dos niveles es
AE = 2m,B = yhB (3.14)

De la expresion de Planck para la energia tenemos que la frecuencia asociada a esta transcion

entre estados de energia viene dada por
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_VB
27

f (3.15)

Donde f es la frecuencia dada en Hz. Precisamente la técnica de Resonancia magnética
nuclear involucra la observacion de las transiciones entre tales niveles energéticos asociados a

ntcleos con momentos dipolares magnéticos inmersos en campos magnéticos estacionarios.
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CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1 Efecto del PEG sobre las fases lamelares y esponja del sistema estudiado a

temperatura ambiente

En esta parte del trabajo se estudia el efecto del PEG20K sobre la fase Lamelar La y sobre
la fase esponja L3 de un sistema de membranas basado en el surfactante aniénico SDS a
temperatura ambiente. Interesa monitorear la evolucion de estas fases en funcion del contenido
del Polimero. Para ello se prepara una serie de muestras de cada fase (lamelar y esponja)
donde el contenido de polimero varia gradualmente hasta obtener una transformacion de la
topologia de la fase inicial. Las muestras de fase lamelar se obtienen a partir de la formulacion
de la tabla 3.1 y para la fase esponja corresponde la tabla 3.2. La razén molar hexanol/SDS es
de 5.1 para la fase lamelar y 6.2 para la fase esponja. En este mismo contexto, se estudid
también el efecto del mismo polimero sobre la fase lamelar de un sistema de surfactante
cationico (CTAB) y una fase lamelar basada en el fosfolipido zwiterionico DMPC. El estudio
de los tres sistemas en su conjunto nos permite tener un panorama general del efecto que un
polimero hidrosoluble y neutro ejerce sobre la topologia de fases de moléculas anfifilicas
electrostaticamente neutralizadas. Las técnicas empleadas para este objetivo son la inspeccion
visual a simple vista y entre polarizadores cruzados, la microscopia de luz polarizada, la
microscopia electronica de criofractura y la medicion de la conductividad eléctrica. Se

presentan resultados obtenidos a temperatura ambiente y en funcion de la temperatura.

4.1.1 Fases lamelares con PEG20K a temperatura ambiente

Definida la composicién de la fase lamelar segin tabla 3.1 se prepararon las muestras
variando solamente la concentracion del Polimero PEG con peso molecular de 20 000g/mol
(20K) desde Og/L hasta 10g/L. Experimentalmente se obtuvo por inspeccion a simple vista

que sin polimero presente en la muestra se forma una fase de aspecto azul-blanco
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semitransparente 'y poco  dispersora de luz, con inhomogeneidades  distribuidas
irregularmente. El aspecto de la fase se conserva hasta antes de una concentracion de 9g/L de
PEG20K, donde se tienen ahora tres fases. La fase superior es de aspecto blanquecino intenso
(dispersa fuertemente la luz) y no presenta inhomogeneidades. La fase de en medio posee el
mismo aspecto que las fases a bajas concentraciones de polimero y la fase inferior es
totalmente transparente. A la concentracion de 10g/L de PEG, la muestra posee dos fases,
donde la fase superior tiene el mismo aspecto de la zona blanquecina de 9L, y la parte inferior
es transparente. Ambas fases en 10 L, aparecen en iguales volimenes aproximadamente como
se muestra en la figura 4.1. La inspeccion entre polarizadores cruzados de las muestras (fig.
4.2) indican que de Og/L a 8g/L las muestras presentan zonas de filamentos luminosos debido
a la birrefringencia de la muestra lo cual nos sefiala la presencia de una fase lamelar que se
extiende a lo largo de estos dominios macroscopicos formando los patrones regulares
observados en la totalidad del volumen de estas muestras. A las concentraciones de 9g/L y 10
g/L las muestra presenta birrefringencia solo en las fases superiores mientras que las otras
fases tienen caracter isotropico. La birrefringencia que guarda la parte superior de las muestras
no presenta zonas filamentosas brillantes sino una birrefringencia de aspecto homogéneo

donde la luz transmitida es menos intensa que en los casos anteriores pero distribuida

uniformemente en la region.

Fig. 4.1: Fases Lamelares con PEG20K a simple vista a temperatura ambiente. El nimero

indica la concentracion del polimero en g/L.
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Fig. 4.2a: Fases Lamelares con PEG20K a temperatura ambiente entre polarizadores cruzados.

En la figura 4.2b se muestran dos fotografias del sistema La por microscopia de luz
polarizada. La foto de la izquierda corresponde a la muestra sin PEG20K (muestra OLa) y en
ella se observan las franjas luminosas caracteristicas de los defectos conocidos como estrias
aceitosas, propios de las fases lamelares. La fotografia de la derecha presenta un aspecto muy
distinto a la primera foto y corresponde a la zona superior de la muestra 10La (zona blanca).
Los patrones obtenidos son conocidos como cruces de malta y denotan la presencia de

vesiculas multilamelares.

Fig. 4.2b: Micrografias entre polarizadores cruzados de muestra OLa (izquierda) y 10La a

temperatura ambiente con objetivo de 40X.
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4.1.2 Fases Esponja con PEG20K a Temperatura ambiente

Para la elaboracion de muestras de la fase esponja se siguid la formulacion de la tabla 3.2,
variando la concentracion del PEG20K de Og/L a 10g/L. Para asegurar la obtencion de la fase
esponja en cada muestra se verifico la birrefringencia transitoria bajo esfuerzo deformante

(fig.3.1).

Fig. 4.3: Fases esponja con PEG20K a temperatura ambiente a simple vista (arriba) y entre

polarizadores cruzados (abajo).

En la figura 4.3 se observa que las muestras que van de Og/L a 9g/L estan formadas por
una sola fase semitransparente de color azul-blanco (muy parecido al caso de las muestras
anteriores) y que dispersa muy poca luz. A diferencia de las muestras lamelares en la fig. 4.1,
el aspecto de estas muestras de fase esponja a simple vista es muy homogéneo en su textura.

Vistas entre polarizadores cruzados se observa que de 0g/L a 9g/L las muestras no presentan
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zonas birrefringentes pero si agitamos un poco aparece momentaneamente la birrefringencia.
La muestra 10g/L se compone de dos fases. La superior es una fase blanca uniforme a simple
vista y birrefringente entre polarizadores. La parte inferior es totalmente transparente y

representa el volumen mayoritario de la muestra (~75% del total).

4.2 Conductividad eléctrica en funcion de la concentracion de polimero

Con la finalidad de tener una caracterizacion mas completa de las fases en estudio se
llevaron a cabo mediciones de la conductividad eléctrica a temperatura ambiente, esperando
10 minutos después de introducir el electrodo del conductimetro en la muestra para alcanzar el
equilibrio térmico; en este punto se empezd a medir la conductividad durante 15 minutos
registrando cada 30s el valor correspondiente. Los valores promedios del comportamiento
temporal de la conductividad son los empleados para construir la grafica de conductividad
eléctrica en funcion de la concentracion del PEG20K mostrada en figura 4.4. Como se
observa de la gréfica, los valores de la conductividad eléctrica relativa (al solvente) de la fase

esponja (@~ 0.024) permanecen practicamente inalterados al incrementar el contenido del

PEG20K en la fase con un valor cercano a GL3/00 ~ 0.61. Dicho valor coincide con el valor

esperado del factor de estructura para una fase esponja. Para el caso de la conductividad

eléctrica relativa de la fase lamelar se obtiene un comportamiento irregular al variar la

concentracion del PEG20K fluctuando alrededor de un valor de UL"‘/ o, ~0.1. Este valor tan

pequeiio comparado con el de la fase esponja se debe a que para la fase L, no existe
conectividad entre las membranas a larga escala dado a que las lamelas estan orientadas al
azar en el bulto (fig. 4.2). A la fase blanca apreciable en la parte superior de las muestras con

alto contenido de PEG (fig. 4.1 y 4.3) se le denomina fase vesicular, para la cual los valores de
la conductividad eléctrica relativa son UveSiC/go ~0.05, casi la mitad de los obtenidos para la

fase lamelar, lo cual se entiende si consideramos que en esta fase buena parte del solvente (el

cual incluye a los iones en solucion) se encuentra atrapado dentro de estructuras cerradas
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(suponemos en este punto son vesiculas) que forman a la fase. Por ultimo, la conductividad
relativa de la fase isotropica transparente que coexiste con la fase vesicular es igual a la

conductividad del solvente.
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Fig. 4.4: Conductividad eléctrica normalizada de los sistemas L, (cuadrados) y Lz(circulos) a

temperatura ambiente (T=24°C).
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Los resultados de los experimentos de mediciones de conductividad eléctrica bajo agitacion

con iman para muestras de fase esponja son mostrados en la figura 4.5
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Fig. 4.5: Conductividad eléctrica bajo agitacion con magneto a distintas velocidades para 3

muestras de fase esponja con distintas concentraciones de PEG. Mediciones a T ambiente.

En las gréaficas de la figura 4.5 los nimeros interiores nos indican intensidades de agitacion

por lo que la region que va de la izquierda hacia el centro de la graficas (de O hasta 8 en
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intensidades de agitacion) en cada grafica nos ilustra que el valor de la conductividad eléctrica
decae proporcionalmente a la intensidad de agitacion, la cual esta directamente relacionada
con el esfuerzo de corte al que es sometido la muestra. Al ir disminuyendo progresivamente
las intensidades de agitacion desde un valor de 8 hasta 0 (de la zona media hacia la derecha en
las graficas) los valores de la conductividad eléctrica van incrementando de nuevo
recuperando en cada paso el valor que correspondia anteriormente, es decir, no hay pérdidas

en las intensidades de la conductividad eléctrica por este proceso de agitacion.

El comportamiento de la conductividad eléctrica durante la agitacion de la fase esponja nos
indica que la estructura de membranas interconectadas que favorece la conduccion de los
iones en solucidon a través de ella se pierde gradualmente a medida que la agitacion ordena
localmente las membranas en un ordenamiento tipo lamelar lo que se traduce en una
disminucion en la conductividad eléctrica, es decir, en la primera mitad de las graficas estamos
monitoreando la transicion L3 L. Posteriormente se tiene que al cesar gradualmente la
aagitacion las membranas recuperan su interconectividad por lo que los valores de la
conductividad eléctrica retoman los valores que anteriormente poseian a esas intensidades de
agitacion. En la segunda mitad de las gréaficas estamos observando la transicién inversa
L, = L3 sin que existan modificaciones topologicas en el sistema original aun cuando la

concentracion del polimero presente en la muestra vaya incrementandose.

En la figura 4.6 se muestra la respuesta de la conductividad eléctrica al relajarse la fase
lamelar después de apagar la agitacion con magneto. El proceso se repite 4 veces seguidas
para cada muestra observandose que la respuesta de la conductividad no cambia en las

repeticiones dentro de cada composicion.



Muestra DL3

Muestra 1L,

-
-

1

|
)

=
o

w
©o
T

Conductividad Eléctrica (mS/cm)
Conductividad Eléctrica (mS/cm)
~

i . ¢ g ° ¢

7 4 8 g 2 %
6 i & p R

; : f‘a %’ .
" T st w WE et R

s L) L Ll L L] ‘ T Ll L) T T L
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Tiempo(s) Tiempo(s)

M e e e ————r—

Conductividad Eléctrica (mS/cm)

(o] O
©
[} o
10+ © © o
o
o
o
(=]
= o

84 -
e o] o -
< &
6 —_— 77—
0 100 200 300 400 500 600 700
Tiempo (s)

Fig. 4.6: Relajacion temporal de la transicion L, — L3 para muestras con 0,1 y 7g/L de PEG

77



78

4.4 Experimentos de Criofractura

La técnica de microscopia electronica de transmision de réplicas de muestras obtenidas por
criofractura nos permite visualizar a escala nanométrica la morfologia que guardan las fases de
surfactantes en estudio. En el caso particular de este trabajo se buscd monitorear cémo una
fase inicial de membrana, ya sea lamelar o esponja, modifica gradualmente su topologia a
medida que aumentamos la concentracion del PEG en las muestras; sin embargo, la obtencion
de réplicas de muestras a bajas fracciones de volumen de membrana del sistema basado en el
surfactante SDS fue dificil, lograndose obtener réplicas libres de “artefactos” solamente para
la fase esponja sin polimero y la fase lamelar con alto contenido de polimero. No se logro
obtener réplicas que evidenciaran claramente la existencia de membranas plano paralelas
fluctuantes que eran de esperarse para la fase L, sin PEG. Experimentos similares se llevaron
a cabo en laboratorios de la Universidad de Santa Barbara arrojando los mismos resultados
para este sistema por lo que suponemos que la dificultad de obtener registros de las
membranas a bajas concentraciones de surfactante es una caracteristica propia del sistema.
Cabe mencionar que también se prepararon réplicas de muestras donde se sustituyd 20% de
solvente por glicerol como agente crioprotector obteniéndose los mismos resultados que sin la

sustitucion por glicerol.

4.4.1 Fase Esponja L3 a bajas fracciones de volumen de membrana

En la fig. 4.7 se presenta una fotografia de la réplica correspondiente a la muestra de fase
esponja sin PEG ( OL3), en ella se observa claramente el corte transversal de la membrana
exponiendo los “poros” de la fase esponja con geometria irregular. El ancho de estos poros son
mayores a 200nm de acuerdo a la escala. Se distinguen dos regiones de forma clara: la region
externa (correspondiente a la membrana) con una consistencia rugosa y la region interna del

poro que es lisa (solvente).



79

Fig. 4.7: Criofractura de muestra de fase L; sin PEG vista por TEM. Foto (Cortesia Dra. Judith

Tanori).

4.4.2 Fase vesicular a bajas fracciones de volumen de membrana

La figura 4.8 corresponde a la réplica de la muestra de fase lamelar con una concentracion de
PEG de 9g/L. La muestra fue tomada de la parte superior del tubo donde se encontraba la fase
de aspecto lechoso (vesicular) descrita en el apartado 4.1.1. En la figura 4.8 podemos apreciar

agregados esféricos polidispersos con tamafos aproximados a los 200nm. Estas estructuras no
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las hemos detectado en las fases esponja y lamelar sin polimero por lo que suponemos que el
PEG agregado al sistema es el responsable de la transformacion topoldgica lamelar a
vesiculas. De la misma figura también se tiene que las vesiculas estan formadas por capas de
membranas por lo que sostenemos que las vesiculas son multilamelares como se deducia de la

figura 4.3

Fig. 4.8: Criofractura de muestra de fase L, con PEG a 9g/L vista por TEM. La

fraccion del volumen de membrana es de @~0.024.
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4.5 Resultados con otros Sistemas

4.5.1 CTAB-Hexanol-Agua+NaCIl-PEG20K

Al igual que en el caso del sistema con SDS, en este apartado se buscas establecer la
factibilidad de la transformacion topoldgica Lamelar — Vesicular por efecto del PEG20K
sobre el sistema de surfactante cationico CTAB-Hexanol-Agua+NaCl (340mM)-PEG20K. En
este apartado del trabajo se emplearan las técnicas de inspeccion visual entre polarizadores

cruzados y microscopia de luz polarizada implementadas a temperatura ambiente.

Para obtener una composicion que nos permita preparar muestras monofasicas lamelares
elaboramos una serie de formulaciones apoyados en el diagrama de fases reportado por O.

Abillon y E. Perez , el cual se ilustra en la figura 4.9 [68] .

Hexanol

Sol. salina 59 10% CTAB

Fig. 4.9: Diagrama de fase del sistema CTAB-Hexanol-Solucion salina (NaCl .34M) a T=21C
segun referencia 68 . <S>: fase solida de CTAB; <L1>: fase micelar; <?>: fase no equilibrada
después de 1 mes; <L,>:fase lamelar; <L;>:fase esponja; <2>>:dominio bifésico;

<3>:dominio trifasico.
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Las formulaciones exploradas para determinar la composicion lamelar se presentan en la tabla

4.1. La composicion se expresa en % Peso

Tabla 4.1: Composiciones del sistema CTAB-Hexanol-Sol. Salina NaCl

Muestra %CTAB % Hexanol % Sol. Salina (10g/L)
ICTAB 5 4 91

IICTAB 5 5 90

III CTAB 5 4.5 90.5

IV CTAB 4 4 92

V CTAB 4.4 4 91.6

VICTAB 4.7 4 91.3

Las caracteristicas de las fases obtenidas en las muestras de la tabla 4.1 se analizaron por

inspeccion a simple vista y mediante luz polarizada. Los resultados se muestran en la fig 4.10.

Fig. 4.10: Muestras obtenidas de las formulaciones de tabla 4.1. Arriba a simple vista y abajo

entre polarizadores cruzados. En la parte superior se etiquetan las muestras.
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En la figura 4.11 se ubican las muestras obtenidas vistas entre polarizadores cruzados en el

diagrama de fases de referencia.

Hexanol

>,

b ::,.:‘_, . / J
) =N~
.-:::::Z-':’:

i CTAB

| CTAB

VI CTAB

VvV CTAB

Fig. 4.11: Ubicacion de las muestras obtenidas en el diagrama de fase de referencia para el

sistema basado en el CTAB.

Las muestras ICTAB, V CTAB y VI CTAB corresponden a fases lamelares, identificadas

por su marcada birrefringencia. Las muestras III CTAB y IV CTAB son de aspecto isotropico
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entre polarizadores cruzados mostrando birrefringencia al agitarlas suavemente por lo que
corresponden a fases esponja . La muestra IIl CTAB es bifasica, con una fase ligeramente
dispersora de luz en la parte superior y la otra fase totalmente transparente. Ambas fases son
isotropica pero la de arriba muestra birrefringencia al agitarse. Puede observarse de la figura
4.11 la exacta correspondencia entre las fases obtenidas a partir de las formulaciones
propuestas y su ubicacion en el diagrama de fases de referencia, a pesar de lo estrecho de las
zonas Lamelar y Esponja. Cabe sefialarse que la concentracion de sal (NaCl) agregada a las
soluciones poliméricas es de 10g/L (170mM) , representando la mitad de la cantidad de sal
empleada en la referencia del diagrama de fases para el sistema CTAB . Sin embargo, aun a la
concentracion de sal de 170mM se tiene un apantallamiento completo de las cargas eléctricas

provenientes del CTAB para todas las concentraciones de tabla 4.1.

De las formulaciones propuestas se eligio a la I CTAB para preparar al conjunto de
muestras de fase Lamelar con distintas concentraciones de PEG20K pues el aspecto de su

birrefringencia es similar al mostrado por las fases lamelares del sistema SDS.

El comportamiento del sistema [I-CTAB en funcion de la concentracion del PEG20K se
muestra en la fig. 4.12. Se observa que a 5g/L del polimero la fase Lamelar que inicialmente
se tenia sin PEG se transforma en una fase altamente dispersiva de aspecto lechoso,
homogéneo y birrefringente que ocupa la totalidad del volumen del tubo contrayendo su
volumen a medida que el contenido de PEG20K se incrementa. Esta fase blanquecina guarda
el mismo aspecto que la obtenida para el caso del sistema con SDS donde se asoci6 dicha fase

a la presencia de vesiculas multilamelares en el sistema.

Para conocer acerca de la microestructura de las fases obtenidas se efectué un analisis de
las muestras por microscopia de luz polarizada empleando capilares planos rectangulares de
vidrio de 0.4mm de espesor. El microscopio empleado es un microscopio invertido Olympus

modelo IX71.
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Fig. 4.12: Muestras [-CTAB con distintas concentraciones de PEG20K indicadas en la parte

superior de los tubos (en g/L). Las fotos a la derecha son entre polarizadores cruzados.

Los resultados indican que la muestra I-CTAB sin polimero presenta birrefringencia con
una textura tipica de los defectos conocidos como estrias aceitosas (fig. 4.13) , propios de las
fases lamelares liotropicas [69]. Por otro lado, las microfotografias correspondientes a la zona
blanquecina-lechosa de las muestras [-CTAB con 5 y 20 g/l de PEG (fig. 4.14) muestran

patrones denominados cruces de malta, los cuales son defectos de las fases lamelares conocido
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como dominios focales de 2% especie [70]. Estos defectos son conocidos también como

esferulitas o vesiculas multilamelares por tratarse de vesiculas en cuyos interiores alojan a

otras vesiculas en forma progresiva separadas entre si por el solvente.

Fig. 4.14: Micrografias de luz polarizada. Muestra I-CTAB 5PEG (a la izquierda) y muestra
I-CTAB 20PEG (zona lechosa) a la derecha. El numero indica la concentracion de PEG en

g/L.

Los anteriores resultados obtenidos nos indican de forma cualitativa que al agregar un
polimero neutro e hidrosoluble como el PEG20K a una fase lamelar del sistema de surfactante
cationico CTAB-Hexanol-Agua+NaCl (10g/L) con su carga electrostatica apantallada, la
topologia inicial del sistema cambia (por arriba de una concentracion critica del PEG) a una

topologia cerrada (vesiculas).
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4.5.2 DMPC-Hexanol-Agua-PEG20K

En esta parte del trabajo monitoreamos el efecto de la concentracion del PEG20K sobre
la topologia de una fase L, formada por una molécula zwiteriénica (DMPC), para ello
hacemos uso de la inspeccion visual mediante luz polarizada, de la microscopia de luz
polarizada y experimentos de microscopia electronica de criofractura (FFEM).

El diagrama de fases del cual se parte para la obtencion de una fase L, en el sistema
DMPC-Hexanol-Agua es tomado de la referencia 71. En esta referencia los autores trabajan
con pentanol como cosurfactante en vez de hexanol. En La Fig. 4.15 se ubican las
formulaciones exploradas para encontrar la fase L, de nuestro interés. A modo de referencia
se incluye la region de formacion lamelar correspondiente segin la referencia 71,

considerando la sustitucion del hexanol por pentanol.

DMPC
0

100

.. 100
Solucién / 7 7 7 7 7 7 7 7 7 >0
Salina 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 Hexanol

Fig. 4.15: Diagrama ternario del sistema DMPC-Hexanol-Agua+NaCl. Los puntos son las

composiciones elaboradas. La linea es la zona de formacién L, segun referencia 71.
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Tabla 4.2: Composiciones exploradas para encontrar una fase lamelar del sistema DMPC-

Hexanol-Agua+NaCl (10g/L) a temperatura ambiente.

Muestra %DMPC %Hexanol %Brine
IDMPC 12.35 7.65 80
2DMPC 12.35 6.65 81
4DMPC 20 10 70
SDMPC 20 20 60

Las muestras a simple vista y entre polarizadores cruzados son presentadas en la figura
4.16. En esta figura se observa que la muestra que cumple con la condicidon de ser monofasica
y lamelar es la de 3DMPC (etiquetada como 3 en la foto y resaltada en gris en la tabla 4.2).
Dicha muestra de caracter transparente a simple vista presenta una birrefringencia muy intensa

como se observa en la parte central inferior de la figura 4.16.

Fig. 4.16: Muestras tal como aparecen a simple vista (arriba) y entre polarizadores cruzados a

temperatura ambiente. Los nimeros son las composiciones segun la tabla 4.2.
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Fig. 4.17: Fase lamelar del sistema DMPC sin PEG (muestra 3DMPC). La foto de la derecha

es un detalle de una region con defectos de estrias aceitosas de la foto izquierda.
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Fig.'4.‘1’8: Fotografias de criofractura en MET de muestra 3DMPC. Fase lamelar del sistema
DMPC.
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La figura 4.17 corresponde a una microfotografia de la muestra 3DMPC empleando luz
polarizada. En la foto se observan los patrones birrefringentes de estrias aceitosas; defectos
caracteristicos de las fases lamelares. En la figura 4.18 se expone fotografias de dos réplicas
obtenidas por la técnica de criofractura de la muestra 3DMPC vistas en el microscopio
electronico de transmision . Se observa en ellas un apilamiento de membranas bien definidas
ordenadas en fase de membranas plano paralelas sin fluctuaciones (fase lamelar). Los
anteriores resultados indican inequivocamente que la muestra 3DMPC, en ausencia de
polimero, es una fase lamelar.

A continuacion se prepararon muestras con la composicion de 3DMPC incorporando
PEG20K a distintas concentraciones. En la fig. 4.19 se muestran las caracteristicas de las
muestras obtenidas, analizadas a simple vista y entre polarizadores cruzados. Notese como la
muestra sin PEG, de aspecto transparente a simple vista y birrefringente entre polarizadores,
se transforma por efecto del polimero en una fase de aspecto blanquecino que dispersa
fuertemente la luz y presenta birrefringencia entre polarizadores. Esta nueva fase parece

coincidir con las obtenidas en los sistemas de SDS y CTAB por influencia del PEG20K .

Fig. 4.19: Fotografias de muestras de la composicion 3DMPC a distintas concentraciones de
PEG20K indicada en la parte superior de los tubos y expresada en g/L. La foto superior es a

simple vista y la inferior entre polarizadores cruzados
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La figura 4.20 corresponde a una muestra de la zona lechosa de la composicion 3DMPC
con 20g/L de PEG20K vista por microscopia de luz polarizada a Temperatura ambiente y con
objetivo de 20X. Es de resaltar la fotografia por la presencia exclusiva de defectos del tipo
cruces de malta propios de las vesiculas multilamelares o esferulitas y libre de defectos de

estrias aceitosas.

Fig. 4.20: Microfotografia con luz polarizada de Muestra 3DMPC-PEG20K (20g/L) a

temperatura ambiente.
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4.6 Efecto de la temperatura sobre el diagrama de una fase lamelar del sistema con SDS

En las figura 4.21A y 4.21B se muestra el comportamiento de las fases para muestras del
sistema L, basado en el surfactante SDS a distintas concentraciones del polimero PEG20K
para T=20°C y T=5°C. Las imagenes que indican la temperatura corresponden a muestras
vistas entre polarizadores cruzados. A T=20°C se detecta la evolucion del sistema que transita
de un sistema monofasico a lamelar Lo (de Og/L hasta 6g/L de PEG) hasta un sistema bifasico
caracterizado por la presencia de vesiculas multilamelares o esferulitas en la parte superior (de
8g/L hasta 10g/L), transitando antes por una zona biféasica lamelar-isotropica a 7g/L de PEG.
Para T=5°C se tienen dos comportamientos bien definidos a partir de una concentracion
critica. Para concentraciones que van de 0g/L a 4g/L las muestras son monofasicas lamelares y
a concentraciones mayores son bifésicas esferuliticas. Es de resaltar el comportamiento
monotono de la contraccion de la fase de esferulitas (zona blanca superior) a medida que se
incrementa la concentracion del PEG20K. La figura 4.22 nos muestra la variacion del area
ocupada por la fase de esferulitas respecto al area total como funcioén de la concentracion del

PEG a T = 5°C. Para el intervalo de concentraciones que van de 5g/L hasta 8g/L se tiene un

Fig. 4.21A: Fotografias de fase lamelar a simple vista y entre polarizadores cruzados a

T=20°C.
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comportamiento monoexponencial decreciente mientras que de 8g/L a 10g/L la tendencia es
mas lineal.
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Fig. 4.22: Area ocupada por esferulitas respecto al total de muestra al variar contenido del

PEG. Datos obtenidos de la fig. 4.21B a T=5°C para el sistema L, — SDS.
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Los resultados condensados del comportamiento de las fases del sistema lamelar La - SDS
a distintas concentraciones del polimero PEG20K para el intervalo de temperaturas de
T=25°C a T=5°C, se muestran en el diagrama de fases de la figura 4.23. En ella se observan
dos grandes zonas, la de muestras monofasicas lamelares, etiquetada como L, y las muestras

bifasicas que presentan fase de vesiculas multilamelares, las cuales etiquetamos como L.
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Fig. 4.23: Diagrama de fases en funcion de la temperatura y de la concentracion del polimero
PEG20K . Sistema SDS-Hexanol-Agua+NaCl(170mM)-PEG en fase inicial lamelar (L) a
T=25 °C para muestra sin polimero. Los circulos grises corresponden a muestras bifasicas
vesiculas-solvente (Ly) ; las estrellas corresponden a muestras bifasicas lamelar-fase isotropica
y los circulos negros son muestras monofasicas lamelares (L,). Para referencia ver figura
4.21A para T=20°C.
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Del diagrama de fases tenemos que en algunos casos es posible detectar la formacion
intermedia entre las fases L, y L. Esta fase transitoria marcada como estrellas es de caracter
bifasico con parte lamelar y parte isotropica no transparente como se ilustra con la muestra
7L, de la figura 4.21A. Esta fase es el preambulo a la fase vesicular Ly, y su presencia es muy
estrecha en el intervalo de temperaturas pues desaparece al variar un grado Celcius antes o
después de la temperatura de su formacion, excepto para el caso de la muestra 7L, donde
existe para un intervalo de 2°C. Del diagrama también se desprende que a mayor
concentracion de polimero la transicion L, — L, se efectia a temperaturas mas bajas,
llamando la atencion la temperatura de transicion de la muestra 5L, que se da a los 10°C,

marcando una brecha de temperatura de 6°C respecto a la transicion de la muestra 6L,

mientras que las otras brechas de temperatura entre transiciones son de 2°Cy 1°C.

4.7 Efecto de la temperatura sobre el diagrama de una fase esponja del sistema con SDS

En las figuras 4.24A-B y 4.24C-D se muestra el comportamiento de las fases para
muestras del sistema Ls; -SDS a distintas concentraciones del polimero PEG20K para
T=21°C, T=15°C., T=6°C y T=5°C. Las imagenes que indican la temperatura corresponden a
muestras vistas entre polarizadores cruzados excepto a T=5°C. En general se observa el mismo
comportamiento que en la fase lamelar pues la aparicion de la fase de vesiculas (zona blanca
superior) se genera al descender la temperatura evolucionando de la muestra mas concentrada
a la mas diluida donde frena la aparicion de esta fase ( a T=5°C). Como referencia para el

diagrama de fase se tiene que a T=15°C todas las muestras son biféasicas excepto la 1L;,

La figura 4.25 nos muestra la variacion del area ocupada por la fase de esferulitas respecto al
area total como funcion de la concentracion del PEG a T = 5°C para las muestras del sistema
L3;-SDS. El comportamiento es el mismo que se tenia para la fase lamelar identificindose dos
regiones, uno exponencial decreciente y el otro lineal para la region de altos contenidos del

polimero. En la figura 4.26 a modo de comparacion se adjuntan los resultados de las figuras
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4.22 y 4.25. El ajuste lineal para la region de alto contenido de PEG (10g/L a 7 g/L) da una

pendiente con el mismo valor para ambos sistemas.

Fig. 4.24 A-B: Fotografias de fase esponja a simple vista y entre polarizadores cruzados a

T=21°C y T=15°C.
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Fig. 4.24 C-D: Fotografias de fase esponja a simple vista y entre polarizadores cruzados a

T=6°C y T=5°C.
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Fig. 4.25: Area ocupada por esferulitas respecto al total de muestra al variar contenido del

PEG. Datos obtenidos de la figura 4.24D a T=5°C para el sistema L; — SDS.
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Fig. 4.26: Relacion de las areas ocupadas de las regiones de esferulitas respecto a totales de

las muestras. Comparacion entre los sistemas lamelar y esponja con SDS.
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En la figura 4.27 se muestra el diagrama de fases para el sistema L; — SDS a distintas
concentraciones de PEG y en funcioén de la temperatura. En €l se condensan los resultados
obtenidos para la evolucion del sistema en el intervalo de temperaturas comprendido entre
25°C y 5°C. De entrada se observa un diagrama mdas complejo que en el caso del sistema Ly,.
Al menos se distinguen cuatro regiones bien definidas. La region de la fase esponja L ubicada
a la derecha del diagrama y representada por triangulos; la region lamelar L, que se
representa por circulos negros en la region media inferior izquierda; la zona de formacion de
esferulitas Ly, ubicada en la parte media superior denotada por circulos grises y la zona de
coexistencia L, - L3 que estd en la zona central y se representa por cuadrados. Los puntos
representados por estrellas corresponden a la coexistencias de 3 fases : lamelar (L,)-
esponja(Lz)-solvente (isotrdpica transparente). Del diagrama se desprende que la transicion de
fase esponja a esferulitas, esto es L3 = Ly, , solo es posible para una concentracion igual o
mayor a 5g/L de PEG dentro del intervalo de temperatura estudiado. Debajo de esta
concentracion el sistema evoluciona a una fase Lamelar (L,) al descender la temperatura.
Entre los 10g/L y 7g/L de polimero la transicion de la fase esponja a la de esferulitas ocurre en
una brecha de temperatura muy estrecha (1 o 2 grados Celcius) transitando en todos los casos
por la coexistencia de las 3 fases anteriormente sefialadas. A la concentraciéon de 6g/L la

misma transicion esta separada por una brecha de 6°C mientras que a 5g/L es de 12°C
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Fig. 4.27: Diagrama de fases en funcion de la temperatura y de la concentracion del polimero
PEG20K. Sistema SDS-Hexanol-Agua+NaCIl(170mM)-PEG en fase inicial esponja (L3) a
T=25°C para todas las concentraciones de polimero. Los circulos grises corresponden a
muestras bifasicas vesiculas-solvente (Ly); las estrellas corresponden a muestras trifasicas
lamelar-esponja-solvente; los circulos negros son muestras monofasicas lamelares (Lg);los
cuadrados sin rellenar son muestras bifasicas lamelar-esponja y los tridngulos denotan fases
monofasicas de esponja. El cuadrado negro es una muestra bifasica lamelar - fase isotropica

desconocida. Para referencia ver fig 4.24A-B para T=21°C.
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Es interesante analizar el caso particular de la muestra 5L; ya que la transicion L; — Ly
transcurre por etapas intermedias andlogas a las que corresponden a la fase lamelar en su
transicion L, — L;,. En la fig 4.28 se ilustra como la fase esponja existente a los 21°C se
transforma en una region bifésica lamelar-esponja a los 15°C. A los 10°C la fase esponja ha
desaparecido completamente para formar una fase monofasica lamelar. A partir de aqui el
sistema evoluciona tal como lo hace el sistema L,: cambia a una muestra con coexistencia de
dos fases, una lamelar y la otra isotropica no transparente (6°C). Posteriormente el sistema
evoluciona dando lugar a una muestra con la coexistencia de la fase de esferulitas y la fase

rica en solvente a los 5°C.

Fig. 4.28: Transiciones de muestra 5L; al descender la temperatura:

Lz = Ly + L3 = Ly = Ly + Fase isotropica — Ly + solvente.
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4.8 Conductividad Eléctrica en funcion de la temperatura fase L3

El comportamiento de la conductividad eléctrica en funcion de la temperatura es estudiado
para 3 muestras del sistema de fase esponja a distintas concentraciones de polimero: 0, 1 y 7
g/L. El intervalo de temperaturas estudiado es 30°C-5°C. En la figura 4.29 observamos que la
conductividad eléctrica decaec en forma lineal en el intervalo de 30°C-20°C para
posteriormente descender rdpidamente estabilizindose a partir de los 10°C. La recta roja
marca la region para la zona esponja mientras que la recta verde estd asociada a la region
donde el sistema se ha vuelto lamelar. La zona intermedia delimitada por las dos flechas marca
la region donde coexisten las fases lamelar y esponja en las muestras. Las flechas son ubicadas

a partir de la informacion obtenida del diagrama de fases del sistema esponja de la figura 4.27
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Fig. 4.29: Evolucion de la conductividad eléctrica en funcién de la temperatura de la muestra

de fase esponja sin polimero (0L3).
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En la figura 4.30 se muestra el comportamiento de la conductividad eléctrica en funcion de la
temperatura para la muestra de fase esponja con una concentracion de PEG de 1g/L (1L3). El
comportamiento estd marcado por un descenso lineal de la conductividad al ir bajando la
temperatura en el intervalo comprendido entre 30°C-20°C para descender mas rapidamente por
debajo de los 20°C y estabilizandose a partir de los 12°C. Las flechas marcan la regioén de
coexistencia de la fase lamelar y esponja en la muestra en ese intervalo de temperatura y las
lineas de colores son solamente referencias visuales para ubicar la region donde existen

regiones monofasicas (esponja para la linea roja y lamelar para la verde).
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Fig. 4.30: Evolucion de la conductividad eléctrica en funcion de la temperatura de la muestra

de la fase esponja con una concentracion de PEG de 1g/L (1L3) .
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La figura 4.31 corresponde a la muestra de fase esponja con una concentraciéon de PEG de
7g/L. El comportamiento general de la tendencia de la conductividad eléctrica en funcion de la
temperatura es la misma que en las otras dos muestras : una region recta para posteriormente
caer de forma rapida estabilizdndose en los valores de temperaturas mas bajas; sin embargo
aqui resalta el hecho de que la region de coexistencia de las fases lamelar y esponja de acuerdo
al diagrama de fases para el sistema de fase esponja de la figura 4.27 es una region muy
estrecha (denotada aqui por la region comprendida entre las flechas) que no parece
corresponder del todo con los resultados que arroja la grafica de conductividad pues es de
esperarse que al menos la region donde se comporta de forma recta la grafica se extendiera un

poco mas cerca de la flecha ubicada alrededor de los 19°C.
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Fig. 4.31: Evolucion de la conductividad eléctrica en funcion de la temperatura de muestra
7L3.
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A modo de comparacion en la figura 4.32 se presentan juntas las 3 graficas de las
conductividades eléctricas en funcion de la temperatura para las muestras de fase esponja con
las siguientes concentraciones de PEG: 0g/L, 1g/L y 7g/L. Es de resaltarse de la grafica el
descenso de la conductividad eléctrica para la muestra con 7g/L pues se da mucho antes que
en las otras dos muestras. Ademas los valores limites a los cuales se estabilizan los valores de
la conductividad en la region de bajas temperaturas varia inversamente con la concentracion
del PEG en la muestra, lo cual es de esperarse pues el polimero presenta un obstaculo para la
movilidad de los iones desplazandose a través del solvente en las muestras por lo que a mayor

presencia de moléculas de PEG esta movilidad debe ser menor.
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Fig. 4.32: Comparacion de Evolucion de la conductividad eléctrica en funcion de la
temperatura de muestras OL3, 1Ly 7L;.
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Para lograr obtener los espectros de dispersion de rayos X a angulos bajos en el equipo de

SAXS intermedio fue necesario preparar muestras a fracciones de volumen de membrana mas

altos que los empleados para las fases diluidas (®~0.03). Las composiciones que trabajamos

se presentan en la tabla 4.3. En el caso de la muestra con polimero (1L,PEG ) para los

calculos se emplea la densidad de la solucion salina en presencia del PEG a 20g/L, de ahi que

varia ligeramente respecto al valor de la muestra sin polimero (1L,). En la figura 4.33 se

presenta una region del diagrama de fases del sistema SDS-Hexanol-Agua+NaCl (10g/L)

donde se ilustra la ubicacion de las composiciones de la tabla 4.3 respecto a las muestras de

fases diluidas de membranas.

Tabla 4.3: Composiciones de las muestras preparadas para realizar experimentos de SAXS.

Fraccion de
% Solvente volumen de || Razon molar
Muestra % SDS % Hexanol | (Agua+NaCl) | membrana NMHexanol

D Nsps
1L, 9.8058 11.7617 78.4352 0.2344 3.38

ZLQ 13.5458 9.5688 76.8854 0.2450 2
1L,PEG (20g/L) 9.8058 11.7617 78.4352 0.2352 3.38

SDS
80
Solucion 100
Hexanol

salina

0

10

20

30

Fig. 4.33: Diagrama parcial del sistema SDS-Hexanol-Agua+NaCl (10g/L).
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La fig. 4.34 muestra los espectros de SAXS para muestras de tabla 4.3, incluyendo el espectro

del solvente (solucion salina 10g/L NaCl). Todos los espectros son tomados a temperatura

ambiente y atin no se ha sustraido la sefial del solvente. El eje vertical de todas las graficas de

SAXS aparece normalizado respecto a las intensidades en el primer armoénico de la difraccion,

denotadas como I(G), donde G = g, es el vector de onda correspondiente al primer armoénico.

Las lineas que unen los puntos son guias visuales y no corresponden a ningun ajuste.

—=—1L +20PEG
1.0 = «
—— 1La
LY P\ —a—2L
W ¢ y —w— Solucién Salina
0.8 |- \

Intensidad Normalizada I(q)/I(G)

q (nm1)

Fig. 4.34: Espectros de SAXS de muestras formuladas segun tabla 4.3. No ha sido sustraida la

sefal del solvente de los espectros.
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En la figura 4.35 se presentan los espectros de SAXS una vez sustraida la contribucion del
solvente. De las grafica podemos establecer, que los tres espectros presentan primeros y
segundos armoénicos ubicados en G = q, y G = 2q, respectivamente, lo cual indica que todos
los espectros corresponden a fases lamelares. La ubicacion de los armonicos se presentan en la

tabla 4.4

Tabla 4.4: Primeros y segundos armoénicos de espectros de SAXS.

Muestra Gmax(nm™1) secundario (MM ™1)
1L, 0.66 1.34
2L, 0.72 1.45
1L,PEG(20g/L) 0.90 1.83

. . ., . , . ., 21
Conociendo la ubicacion del primer armoénico y empleando la relacion de Bragg dg = . ,
max

es posible conocer la distancia intermembranal de las fases lamelares estudiadas y
posteriormente, empleando la ley de dilucion clasica (6§ = @dp) , calcular el espesor de
membrana. Los resultados con los parametros caracteristicos de las fases lamelares que aqui se

estudian son presentados en la tabla 4.5.

Tabla 4.5: Distancias intermembranales y espesores de membrana para muestras de tabla
4.3.El valor encerrado entre paréntesis en la columna de espesor de bicapa se obtiene a partir
de la relacion de Bragg y con la ley de dilucion cléasica. El valor en negritas es el promedio de

las otras dos muestras.

Muestra Qmax(mm™1) dgz(R) 8(4)
1L, 0.66 943 2.1
2L, 0.72 87.3 21.5

1L, PEG(20g/L) 0.90 69.8 (16.41) 21.8
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Para el caso de la muestra con PEG sobresale la desviacion del valor para el espesor de
membrana respecto a las otras muestras. Dicho valor aparece encerrado entre paréntesis en la
columna para espesor de bicapa. Considerando que la membrana es formada por el surfactante
y alcohol y dando por sentado que la membrana es incompresible [72] podemos estimar un
promedio para la muestra con polimero (valor en negritas) para calcular su fraccion de
volumen de membrana mediante la ley de dilucion. Asi, la fraccion de volumen de membrana
es @y1q_prec = 0.3123 considerablemente mayor al valor de @;;,=0.2352 que se tiene para la
fase sin polimero. Este incremento se debe a una reduccion del agua disponible entre

membranas de la fase lamelar, ante lo cual se tienen dos posibles explicaciones.

1 00 = LJ - L] ' L] l L] ' Ll l LJ ' =
[ —e—1L -20PEG ]
X —— 1Lu -

—a—2L -

10™

Intensidad Normalizada I(q)/I(G)

-t
q(nm)
Fig. 4.35: Espectros de SAXS de muestras formuladas segin tabla 4.3 restando la

contribucidn del solvente.
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La primera consiste en suponer un efecto de presion osmotica ejercida por el polimero en
solucion la cual tiende a deshidratar a la fase lamelar reduciendo con ello las distancias
intermembranales. De hecho, en la caracterizacion de membranas en fases lamelares de
fosfolipidos se requieren de un alto nimero de ordenes de difraccion para lograr derivar

informacion estructural del sistema a partir del ajuste de los espectros de SAXS.
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Fig. 4.36: Patron de difraccion obtenido por SAXS del sistema POPC (1-Palmitoyl-2-

oleoylphosphatidilcolina) a 2°C. La figura en el recuadro es un acercamiento al pico de Bragg

de ler orden. [73].

Por ejemplo, para el caso del sistema PE (FosfatidilEtanolamina) en agua formando la fase
Lamelar se tiene la presencia de cuatro picos de Bragg en toda la zona de formacién La

mientras que altos contenidos de agua en la region lamelar del sistema PC (FosfatidilColina)
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genera la disminucion gradual del numero de picos de difraccion observados siendo dificil la
obtencion de informacion de la estructura. Para sortear este problema, una de las alternativas
es la incubacion de liposomas multilamelares en soluciones acuosas conteniendo distintas
concentraciones de polimeros neutros como dextrano o polivinilpirrolidona (PVP). Con este
procedimiento, el sistema es parcialmente deshidratado y como consecuencia el nimero de
ordenes de difraccion observados incrementa. Los parametros estructurales para la bicapa
completamente hidratada son obtenidos por la extrapolacion de las areas por lipido, derivadas

de los sistemas parcialmente deshidratados a la hidratacion completa. [73].

La otra opcidn plausible para explicar el incremento de la faccion de volumen consiste en
considerar la formaciéon de estructuras cerradas como vesiculas y/o vesiculas multilamelares
(esferulitas) por efecto del polimero dentro de la fase lamelar. Ello implicaria una reduccion
del solvente disponible entre las bicapas, incrementando la fraccion de volumen de membrana
y disminuyendo la distancia intermembranal. En las figuras 4.37 se muestra un conjunto de
fotografias tomadas en el microscopio optico invertido con el objetivo de 40X de la muestra
1L,PEG(20g/L) re-hidratada con agua ultrapura del equipo Millipore. En las fotos se observa
un proceso de hinchado de las vesiculas con distribucion de tamafios heterogenea. Las fotos
son tomadas 5 minutos después de agregar el agua a la muestra que habia secado en el porta-
objetos. El crecimiento de las vesiculas se debe a la presion osmotica que trata de equilibrar la
concentracion de solutos al interior de las vesiculas rica en contenido de PEG (20g/L) y NaCl
(10g/L) introduciendo agua pura para tal efecto. Estas imagenes aportan pruebas a la hipotesis
de que estructuras cerradas estan ocupando volumen del solvente que antes se encontraba
disponible entre las bicapas de la fase lamelar motivo por el cual aparece “contraida” la fase
lamelar en presencia del PEG. La Fig. 4.38 representa la misma muestra de fig. 4.37 vista
ahora en contraste de fase a 40X. Es de llamar la atencion la gran variedad de tamafios de

vesiculas.
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—_—
50 micras

20 micras

Fig. 4.37: Vesiculas formadas por re-hidratacion de muestras 1L,PEG (20g/L) con agua
vistas en microscopio Optico a 40X. En la parte inferior se muestra un detalle de la fotografia

de arriba donde se observa la fusion de dos vesiculas.
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e
50 micras

Fig. 4.38: Vesiculas formadas por re-hidratacion de muestras 1L,PEG (20g/L) con agua

vistas en microscopio optico a 40X en contraste de fase.
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En la figura 4.39 se presentan en escala logaritmica la sefial de los primeros armoénicos para la
composicion de 1L, sin PEG y con PEG(20g/L). Ahora se observa claramente que la
presencia del PEG estrecha la sefal de SAXS e incrementa el valor de la razoén de las
intensidades del pico a la cola en el primer armonico. El parametro de Caille 7, obtenido del

ajuste de los espectros de SAXS, es una medida directa de esta razon de intensidades [72]

100 LJ ' LJ l v ' LJ LJ ' LJ l LJ ' LJ

o 1L +20PEG

Intensidad Normalizada I(q)/I(G)

-04 -03 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

-G (nm™)
Fig. 4.39: Perfiles de los primeros armoénicos ( G = q,) de los espectro de SAXS para muestra
con PEG y sin PEG a la misma fracciéon de volumen de membrana.
En el contexto de la teoria de Caill¢, la intensidad dispersada I(q) en la vecindad del pico de

Bragg (g>qg) es relacionada con el médulo elastico de compresibilidad B y la constante
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elastica de curvatura media K. El modelo de Caill¢ predice un comportamiento asintdtico de
I(q) de la forma

I(@)~(q - gz~ (4.1)
Asi, valores mas grandes de 1 implican un decaimiento mas suave para q>qg. De la grafica
4.39 se tiene que el parametro de Caillé es mayor para la muestra sin PEG. El parametro de

Caill¢ se define por la expresion

ZKT
= qB—_ (4.2)
8mvV KB
Donde se tiene que
_ 1
KB~— (4.3)

Algunos autores han obtenido que la adsorcion de polimeros sobre sistemas de membranas de
surfactantes modifican los valores del moddulo elastico de curvatura de la membrana
provocando una disminucion del mismo para adsorciones débiles o fuertes [74,75]. En este
contexto, tenemos que a partir de la disminucion del parametro de Caillé por efecto del PEG
en la fase lamelar se cumple

KpgBppc > KB (4.4)
Por lo que necesariamente se tiene que el modulo eldstico de compresibilidad de la membrana
aumenta, lo cual implica segin la ecuacion 2.33 que el potencial de interaccion entre
membranas también incrementa.
En contraparte, el hecho de que el espectro de SAXS para la muestra con polimero muestre un
segundo arménico muy bien definido a diferencia de la muestra sin PEG (fig 4.39), nos indica
que las fluctuaciones térmicas de la membrana han sido atenuadas por efecto del polimero
permitiendo una mejor resolucion en los d6rdenes de difraccion. Dicho efecto lo podemos
plantear como una rigidificacion de la membrana por presencia del polimero, es decir , el valor
de la constante de curvatura media( k ) incrementa con la presencia del PEG, lo cual esta en
abierta contradiccion con lo planteado por Brooks et al. [74].
En la fig. 4.40 se presenta en escala logaritmica la sefial de los primeros armoénicos para la

composicion de 1L, y 2L, con el objeto de comparar el efecto del alcohol sobre las
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propiedades mecanicas de la membrana. Considerando las densidades del hexanol como
Phexanol = 0'8136g/cm3 y del SDS como pgps = 1.03 g/cm3 encontramos las razones

molares entre el hexanol y el SDS. Los valores se muestran en la tabla 4.3 siendo el mas alto
para el caso de la muestra 1L,. Se observa en la figura que la sefal correspondiente a la

muestra 2L, es mas estrecha lo cual indica una rigidez mayor en la membrana para esta razoén

- 5T 5T rTTITTeTTTTT YT 7 T
o 1L
o 2L

o

10°

A A il ll

Intensidad Normalizada 1(q)/I(G)

-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3

-1
q-G (nm)
Fig. 4.40: Perfiles de los primeros armonicos ( G = qq) de los espectro de SAXS para

Nhexanol /n

muestra 1L, y 2L, con razones molares expuestas en tabla 4.3

SDS

molar, lo cual coincide con el hecho de que las moléculas de cosurfactantes, en este caso el

hexanol, tienden a flexibilizar las membranas de surfactantes.
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4.10 Propiedades Mecanicas de Membranas de la fase L3 diluida del sistema SDS-
Hexanol-Agua+NaCIl-PEG empleando la Técnica de Dispersion Dinamica de Luz (DLS).

En este apartado se reporta el estudio sistematico del efecto de incrementar las
concentraciones de PEG en las propiedades mecanicas de las fases esponja del sistema SDS-
hexanol-aguat+sal , utilizando para ello la técnica de dispersion dindmica de luz (DLS).
Particularmente estamos interesados en monitorear el comportamiento de la constante elastica
de curvatura media (x) de las membranas de muestras de fase esponja a medida que

incrementamos gradualmente la concentracion del polimero en las muestras.

Los experimentos de la Dispersion Dindmica de luz se efectuaron en las instalaciones del
Material Research Laboratory of University of Santa Barbara en un equipo Dispersor de luz
laser Brookhaven, con detector de fotodiodo de avalancha y correlacionador de seial de la
misma compaiia Brookhaven. El laser empleado es de 25mW trabajando en longitud de onda
de 633nm. Las funciones de correlacion fueron colectadas a 8 valores de dngulos igualmente
espaciados entre 40 y 120 grados. Este intervalo es equivalente a los nimeros de onda que van
de 9.61x10°m™" a 2.29x10"m™". Las corridas experimentales se efectuaron a temperatura
ambiente (T=24°C) y las funciones de correlacion obtenidas de los experimentos fueron
ajustadas empleando la teoria de Zilman-Granek para fases diluidas de membranas [75,76]
que establece que el factor de estructura dinamico (relacionado con la funcion de correlacion)

puede escribirse como como una funcioén exponencial estrecha dada por la expresion
S(g,1) = S(q)exp l— (th)aJ (4.5)

De los ajustes a las funciones de correlacion se obtuvieron los parametros I, (reciproco del

tiempo caracteristico de relajacion) y a , conocido como coeficiente de estrechez. Se grafico

[, como funcion de g’ y de las pendientes de los ajustes lineales a estas graficas se pudo

obtener el modulo elastico de las membranas preparadas empleando la ecuacion
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q (4.6)

4.10.1 Resultados del estudio de DLS

Las muestras preparadas bajo las condiciones sefialadas poseen las caracteristicas
macroscopicas de una fase esponja: tienen baja viscosidad y son isotrépicas vistas entre
polarizadores cruzados, sin embargo, al agitarlas aparece una birrefringencia inducida por

flujo indicando que las membranas se alinean localmente, perdiéndose el efecto al cesar la

agitacion (figura 4.41)

Fig. 4.41: Birrefringencia inducida por esfuerzo en nuestro sistema. En A, la fase esponja es
isotropica en reposo. Cuando una deformacion por esfuerzo es aplicada (agitador magnético),
las bicapas se alinean localmente y la fase se vuelve birrefringente, como en B. Para efectos de
comparacion, en C mostramos una fase lamelar en reposo. Todas las muestras son observadas

entre polarizadores cruzados.

Las corridas experimentales arrojan como resultado del andlisis de la sefial de luz laser
dispersada por la muestra, las curvas correspondientes a las funciones de correlacion

normalizadas como se muestra en la figura 4.42.



Funcion de correlacion

-

=
-

Funcidon de correlacion

NE-3

an

Funcién de correlacion

b T
[
lﬂ."-"'.l:.
o
h
b
i e

s

LE L

"
2oe1s’

tiempo (s)

P o

Funcion de correlacion

il

"'Gr_r_,
4 i
2owts’ Lawte’

tiempo (s)
T T
“oon
-
=
i L
2owie” ET
tiempo (s)
T
Doy
] o .
L=

RE il

Loy’ 0eta

119



120

7
4
= -

"

Funcion de correlacion

Funcion de correlacion

Pa— )

PEe——

VE-3 - : ! - E-J & i i i i
L 1010’ Lomte” Lwia” & gwtn” i T 3 Bwis” T T

tiempo (s) tiempo (s)

Fig. 4.42: Funciones de correlacion obtenidas a 90 grados para las muestras en fase esponja.
Las lineas continuas corresponden al ajuste de los datos experimentales empleando la ecuacion

de la funcion exponencial estrecha (ecuacion 4.5).

Para fines de comparacion en la figura 4.43 se colocan en la misma grafica 3 de las curvas

de las funciones de correlacion obtenidas a 90 grados a distintas concentraciones de PEG.

Funcién de correlacion normalizada

0,01 . i " I . I "
0 1 2 3 4

Tiempo (s)

Fig. 4.43: Funciones de Correlacion tipicas para 3 concentraciones de polimero PEG. Las
curvas son tomadas para un angulo de 90 grados y los datos experimentales ajustados

mediante la teoria de Granek-Zilman.
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Se han obtenido resultados similares para el resto de los angulos bajo estudio en las
distintas concentraciones de polimero abordadas. De los ajustes a los datos experimentales se
obtuvo que el parametro de estrechez exponencial que aparece en el modelo de Granek-
Zilman (Ec.4.5), el cual es definido como « , tiene valores para todas nuestras muestras en el
intervalo entre 0.6-0.7, ligeramente mas alto que el valor teorico predicho por el modelo (2/3)

pero en completo acuerdo con resultados experimentales previos [ 75,76].

De igual forma, de los mismos ajustes a las funciones de correlacion hemos obtenido los
tiempos caracteristicos de relajacion 7, el cual es el reciproco del parametro I' que aparece en
la ecuacion 4.6. Nuestros resultados muestran que para un angulo dado este tiempo incrementa
cuando la concentraciéon del polimero incrementa. En la figura 4.44 mostramos el

comportamiento para 90 grados.
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2,0x101D E

1 i 1 i |

0,0 | 0,1 0,2 0,3 | 04
Concentracion de PEG (mM)

Fig. 4.44: Tiempos de relajacion a 90 grados para las fases esponja como una funcién de la

concentracion del polimero presente en las muestras.
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En el contexto de la teoria de Zilman-Graneck, el inverso del tiempo de relajacion,
también llamado frecuencia de relajacion, disminuye conforme aumenta la concentracion del
polimero. Este comportamiento es observado para todos los é&ngulos de estudio y

concentraciones de polimero, como se muestra en la figura 4.45.

9x1 02 T T v T T T v T v T T T
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< 7Tx10°
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5x10°

4x10° -

3x10°

2x10°

2,0x10”' 4,0x10” 6,0x10”' 8,0x10” 1,0x10” 1,2x10*
3 -3
q’(m”)
Fig. 4.45: Curvas de Gamma vs q° para fases esponja con diferentes contenidos de polimero

(0, 2, 4 y 8 g/lL de PEG20K). Los cuadrados corresponden a la muestra sin PEG y los

tridngulos a la muestra con mayor concentracion de PEG. Las lineas representan ajustes por

ecuaciones lineales.

En la figura 4.45 se observa que existe un comportamiento sistematico en las pendientes de
las curvas observadas: a mayor concentracion de polimero en la muestra es menor la pendiente
de la curva Gamma vs q°. Esto es de esperarse si el polimero hace més lenta la dinamica de la

membrana. El ajuste de las curvas se ha efectuado para todas las concentraciones de polimero.
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También se observa en la figura 4.45 que los primero dos puntos, correspondientes a los
angulos a 40 y 50 grados se desvian ligeramente del comportamiento lineal esperado, razon

por la cual no se tomaron en cuenta para el ajuste.

De las curvas ajustadas en la figura 4.45 y mediante la ecuacion 4.6 podemos obtener el
modulo eldstico de curvatura para nuestras membranas. Para el calculo hemos usado una
viscosidad constante, que es la correspondiente a la solucion salina preparada ( a T=24°C).
Cabe indicarse que se midieron experimentalmente las viscosidades de soluciones poliméricas
en el intervalo de interés, obteniéndose un ajuste lineal que permitié inferir las viscosidades
intermedias como se muestra en la figura 4.46. Con estos valores se procedié a calcular la

constante elastica de curvatura mediante el ajuste del modelo de Zilman Granek.
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Fig. 4.46: Viscosidades para soluciones de PEG20K en solucion salina a distintas

Concentraciones de PEG.
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A continuacidon se compararon los comportamientos de las tendencias de la constante
elastica k en funcion de la concentracion del polimero cuando se consideraba solamente la
viscosidad de la solucién salina (NaCl 10g/L) con el caso en que se considera como solvente a
las soluciones salinas conteniendo el polimero. Los resultados comparativos se muestran en la

grafica 4.47.
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Fig. 4.47: Comportamiento de x en funcién del contenido del PEG. Los cuadrados
corresponden a los valores de x calculados considerando la viscosidad de la solucion salina.
Los cuadrados corresponden a los calculos de x considerando la viscosidad de la solucion

polimérica

Se decidid tomar como valida la consideracion de que el polimero se adhiere a la
membrana de surfactante-cosurfactante de tal forma que no se considera presente como parte

del solvente.
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Finalemente, los valores del modulo de curvatura media, x obtenidos como funcion de la

concentracion del polimero son mostrados en la figura 4.48. Se presentan también los valores

que se obtendrian si el ajuste de las curvas de la figura 4.45 se efectuara con todos los puntos.

7,0 v T v T v T v T

6,5 - .
6,0 - -

K(K.T)
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3,0

2,5 y
2,0 ] L | L 1 i 1 i 1 ]
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4

Concentracion de PEG (mM)

Fig. 4.48: Modulo elastico de curvatura como funcion de la concentracion del
polimero. Los circulos corresponden al ajuste sin los angulos a 40 y 50 grados y los

cuadrados corresponden al ajuste con todos los angulos.

De la figura 4.48 vemos que el polimero incrementa la rigidez de las membranas (aumenta
k) reduciendo sus fluctuaciones térmicas. Esta es la razon de la disminucion en la dindmica de

las funciones de correlacion y tiempos de relajacion en las figuras 4.43 y 4.44.
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4.11 Estudio por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Fase Lamelar (L,) del sistema SDSgeuterado — hexanol- D,O + NaCl — PEG a T=25°C:

Para formar la fase lamelar con SDS deuterado se emplearon las siguientes relaciones en %

peso de componentes:

Tabla 4.6: Composicion fase lamelar con SDS geyterado.

Masa SDS4euterado 1.0466%
Masa Hexanol 1.9020%

Masa D,O+NaCI+PEG20K 97.0514%

FASE L,

En los experimentos de RMN de protén *H se monitoreo el comportamiento de las sefiales
del hexanol al variar el contenido de PEG en las muestras manteniendo constante la
concentracion del resto de los componentes. Para tal proposito se empled SDS deuterado. Las

senales de los espectros se etiquetan con la siguiente nomenclatura siguiendo la ref 77.

HO — CH, — CH, — (CH,)3 — CH;
A B C D

—(CHy — CH; - 0),, —
E

Todos los espectros de la Figura 4.49 se tomaron a temperatura ambiente. Se observa el
incremento gradual de la intensidad de la sefal correspondiente al PEG a medida que la
concentracion incrementa. La sefial del SDS deuterado es muy baja por lo que su contribucion
se desprecia para efectos de célculos realizados. La sefial de referencia del agua se ubica a

4.7000 ppm.
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Fig. 4.49: Espectros de RMN de proton ( 1H) de las muestras del sistema lamelar SDSgeuterado
— hexanol- D,O + NaCl — PEG a temperatura ambiente. Se incluyen las sefales de los

componentes por separado en agua deuterada.
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En la Figura 4.50 se muestra una porcion de los espectros de RMN correspondiente a las
senales del PEG y de los protones del metileno mas proximos al grupo OH (seal A). Los

numeros sobre las curvas indican la concentracion del PEG en g/L.

Fig. 4.50: Perfiles de las senales de RMN para PEG y protones A

Se calcularon las areas relativas de la sefial A respecto a la sefial del PEG. Los resultados se
muestran en Figura 4.51. En la gréafica se observa una tendencia lineal hasta la concentracion
de 4g/L. Posteriormente el valor de la razon del area disminuye a menor razén. Una posible
explicacion para ello es suponer que para una concentracion de 6g/L de PEG se da una
expulsion parcial del PEG que se encontraba entre las membranas de tal forma que se inicia el
proceso de separacion de fase con la fase de membranas en la parte superior y una region mas
rica en solvente abajo. Como consecuencia al colectar la muestra para RMN de la parte central

del vial (region rica en membrana) la presencia de PEG serd proporcionalmente menor en
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comparacion con las muestras de concentraciones menores donde la distribucion del polimero

si es homogénea en toda la membrana.

22 -

20 .

Ahexanol"APEG
-

O o

1 2 3 4 5 6
Concentracion PEG (g/L)

0.6 |-

Fig. 4.51: Area relativa de la sefial A integrada del hexanol respecto al area de la sefal

integrada del PEG.

En la Figura 4.52 se muestra una ampliacion de las sefales correspondientes a los protones
A para las distintas concentraciones de PEG. Como se observa la sefial sin polimero
corresponde claramente a un triplete, el cual se pierde inmediatamente después de incorporar
el PEG, sin embargo a las concentracion de 6g/L la sefial del triplete de los protones A se
recupera como antes de la incorporacion del PEG, por lo que se supone que a esta
concentracion la influencia del PEG es menor al entorno de los 4tomos de hidrogeno del
Hexanol més proximos al grupo OH, el cual estd expuesto al solvente polar donde se aloja el
PEG. Una posible explicacion de ello es que las interacciones entre moléculas de PEG son
mas dominantes a estas concentraciones que las interacciones del mismo polimero con la

membrana.
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Intensidad (U.A.)

A 1 i 1 i 1 i il A 1 i

3.58 3.56 3.54 3.52 3.50 3.48 3.46

Fig. 4.52: Evolucién de la sefial A al variar la concentracion del PEG en la muestra a

temperatura de 25°C.

En la Figura 4.53 se muestran los desplazamientos quimicos de las sefiales
correspondientes a los protones del hexanol y del PEG. De la grafica se deduce que todas las
sefales se mantienen casi constantes, sin mostrar ningin corrimiento hacia alguna de las
sefales, lo cual indica que no es posible detectar alguna interaccion preferencial del polimero
hacia alguno de los dtomos de hidrogeno del hexanol. Nuestra hipdtesis planteaba que una
interaccion fuerte entre el PEG y la membrana como puede ser la insercion de la cadena o la
adsorcion intensa del PEG sobre la membrana deberia traducirse en algin desplazamiento
quimico mas marcado para los protones donde se da especificamente la interaccion con el
polimero. Los resultados obtenidos hasta aqui no son concluyentes pues aunque es posible
observar un efecto del PEG sobre los protones mas proximos a la cabeza polar del Hexanol
(fig. 4.52) no se puede establecer que este efecto sea mas dominante en ese sitio del hexanol
que en el resto de los protones ya que se tiene el mismo desplazamiento quimico para todas las
sefales, es decir, no se puede establecer claramente si el PEG se encuentra adsorbido sobre la

membrana, insertado dentro de la bicapa o solamente en el solvente sin interaccion con la
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membrana. Una propuesta para  dilucidar este punto seria llevar a cabo una serie de

experimentos con hexanol deuterado donde ahora se “borraran” las sefiales de los protones del

hexanol para monitorear como se comportan las sefiales de los protones del SDS sin deuterar

al variar la concentracion del PEG.
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Fig. 4.53: Desplazamientos quimicos de las sefiales del hexanol al variar la concentracion del

PEG en las muestras.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

En este trabajo estudiamos aspectos fisicos del efecto de agregar un polimero
hidrosoluble, el polietilenglicol o PEG, a las fases lamelares y esponja de un tensoactivo
anionico, el Dodecilsulfato de sodio o SDS, en una situacion experimental donde las

interacciones electrostaticas estan apantalladas por la adicion de sal (NaCl).

El proyecto surgié de dos resultados experimentales previos. Por una parte, de la
observacion de una transicion topologica desde fases lamelares (o esponja) hacia estructuras
vesiculares cuando se agregdé PEG a las membranas formadas con un tensoactivo zwitterionico
(C1sDMAO) en un pH donde se comporta como un tensoactivo neutro. Este resultado
contrasta notoriamente con otro, donde se encontrd que se podian solubilizar altas cantidades
de PEG en las fases lamelares y esponja del SDS, sin que hubiera transformacion topoldgica.
En ambos casos, las membranas (fase lamelar o esponja) se obtienen al agregar un

cotensoactivo: hexanol.

Nuestro objetivo principal era entender el porqué de esta diferencia. Nuestra hipotesis
fue que este comportamiento diferente en el SDS se debe a las interacciones electrostaticas
debido a la naturaleza idnica de este tensoactivo. Por tal razon decidimos minimizar el efecto
de tales fuerzas, agregando sal al sistema, lo cual tiene como efecto apantallar las

interacciones electrostaticas (hacer que su alcance disminuya).

Para comprobar o descartar esta hipotesis realizamos un estudio del diagrama de fases
del sistema SDS-hexanol-agua-NaCl en ausencia y presencia de PEG, basados en un trabajo
de la literatura del sistema estudiado sin polimero. Nuestros experimentos permitieron ubicar
las zonas de existencia de las diferentes fases termodinamicas, tanto en funcion de la
concentracion de polimero, como de la temperatura. En dicho estudio la concentracion total de

membrana (SDS mas hexanol) permanecid constante (del orden de 3 % en volumen).

Nuestro estudio del diagrama de fases en ausencia y presencia de PEG comprobd
nuestra hipotesis: al apantallar las interacciones electrostaticas entre membranas de SDS-

hexanol, se observa una transicion topoldgica desde fases lamelares o esponja hacia
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estructuras vesiculares. Las diferentes estructuras fueron caracterizadas mediante
experimentos diversos: observacion visual, microscopia optica de luz polarizada, mediciones
de conductividad eléctrica, microscopia electronica de criofractura, dispersion dindmica de luz

y dispersion de rayos X a angulos bajos.

Nuestras observaciones nos condujeron naturalmente a otros aspectos por estudiar en
este sistema. Por ejemplo, nos propusimos entender tanto en términos de modelos teoricos,
como en términos de mecanismos fisicoquimicos la razon de esta transformacion inducida por

el polimero.

Para ello realizamos experimentos tratando de encontrar la ubicacion de la molécula de
PEG en las membranas de SDS-hexanol. El fuerte efecto sobre la topologia de las membranas,
nos hizo pensar que el PEG se adsorbe o penetra las membranas, provocando cambios en sus
propiedades fisicas, llevando a la transformacion topoldgica. Para dilucidar esta cuestion
realizamos experimentos de Resonancia Magnética Nuclear, los cuales, al menos en una etapa
preliminar, parecen indicar que el polimero penetra hasta cierto grado a la zona hidrofobica de
la membrana o al menos se adsorbe fuertemente sobre la membrana. Sin embargo, dicha parte
del estudio no fue concluyente, dada la complejidad en la composicion de las muestras y en

los espectros obtenidos.

En este mismo contexto realizamos experimentos de Dispersion dinamica de luz, los
cuales nos ofrecieron dos resultados importantes. Por una parte, nos dieron evidencia
confirmatoria de que el polimero se adsorbe a la membrana, puesto que pudimos explicar
nuestros resultados con un modelo tedrico que parte de este supuesto. Y por otra parte, nos
permitieron determinar que el polimero cambia el modulo de elasticidad de curvatura media
de las membranas, parametro que pudimos cuantificar en funcién de la concentracion de
polimero agregado. De hecho, nuestros experimentos indican que el polimero vuelve mas
rigidas a las membranas de tensoactivo. Estos resultados son importantes puesto que la
transformacion topologica lamelar — vesiculas (o esponja — vesiculas) puede entenderse, al
menos cualitativamente, suponiendo que el polimero modifica el médulo de elasticidad

Gaussiana de las membranas. Aunque no podemos medir experimentalmente esta variable, el
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hecho de que el otro mddulo eléstico, el de curvatura media, cambie cuando se agrega el
polimero, es un indicativo del efecto del PEG sobre las membranas: modificar su elasticidad, y

por lo tanto provocar cambios en al rigidez y en la topologia.

De manera interesante, nuestro trabajo comprobd que el efecto estudiado (la
transformacion topologica hacia la estructura vesicular) ocurre probablemente para todos los
tensoactivos. En la literatura ya se habia observado para el tensoactivo zwitterionico
C14DMAO. En esta tesis se realizd la misma observacion para el SDS. Esto nos llevo a
estudiar la posible ocurrencia del fendémeno en otras moléculas anfifilicas: el tensoactivo
cationico CTAB y el fosfolipido zwitterionico DMPC. En ambos casos encontramos el mismo
efecto, lo cual nos hace sospechar fuertemente que la transformacion topologica ocurre en

todo sistema de membranas, en las condiciones experimentales apropiadas.

El trabajo ha dejado nuevas interrogantes abiertas y se vislumbran perspectivas
interesantes. Por ejemplo, consideramos necesario continuar con los experimentos de RMN
para tratar de ubicar al polimero en cuanto a su sitio de adsorcion (o penetracion) en las
membranas de SDS-hexanol. De igual forma, seria interesante continuar con la caracterizacion
de las fases estudiadas en muestras con mayor concentracion de membrana, ¢ incluso idear
métodos experimentales para medir el modulo de elasticidad Gaussiana. Ademas,
consideramos que pudiera ser relevante, en cuanto a posibles aplicaciones, determinar si el
efecto observado es universal para cualquier molécula anfifilica, pues se podria pensar en un
método novedoso de encapsulamiento en vesiculas. Finalmente, seria deseable modelar desde
el punto de vista tedrico, o mediante simulaciones con computadora, el sistema estudiado para
entender en términos de modelos, los mecanismos fisicos que producen la transformacion

observada.
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