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Resumen.

El aparato de fuerzas de superficie (AFS) fue usado para estudiar dos diferentes aspectos
de tas interacciones entre proteinas y superficies. En uno de los estudios, el principal interés
era la actividad enzimdtica de la lipasa Thermomyces (Humicula) lanuginosa (TLL). En
otro, la motivacién estaba basada en poder dar informacion de la relacion estructura-
funcion de 1a apolipoproteina humana CI (Apo CI). Dos diferentes sustratos se utilizaron en
el AFS, mica se usé como una superficie hidrofilica, y como superficie hidrofébica
utilizamos mica cubierta, a través de un depésito de Langmuir-Blodgett, con una pelicula
polimerizada de octadeciltrietoxisilano (OTE). La monocapa hidrofobica de OTE fue
caracterizada con microscopia de dngulo de Brewster antes de ser transferida a la mica, v
después de esta transferencia, fue estudiada con el microscopio de fuerza atémica.
También, se realizdé un estudio de la interaccion “hidrofobica” de largo alcance. La
presencia de material en exceso y de nano burbujas parecen ser el origen de esta
interaccion, El AFS y una téenica elipsométrica se utilizaron para estudiar las fuerzas de .
interaccion y el comportamiento de adsorcion de monooleina (MQ), respectivamente. Una
superficie de mica, o de silica, vuelta hidrofdbica con OTE se utilizaron para adsorber MO
a partir de agua. También, se estudio el efecto en las capas formadas de MO al adicionar fa
lipasa TLIL. Las curvas de fuerza contra distancia medidas entre dos superficies de MO
muestra una fuerte interaccién repulsiva debajo de los 400 A. El intervalo de esta fuerza
repuisiva disminuye con el niimero de acercamientos, No $¢ observd ninguna adhesion,
siempre y cuando las superficies no fueran {levadas a contacto hidrofobico. La distancia de
separacién medida en el punto de contacto MO-MO fue de 55 A. Esto significa un grosor
de la capa de MO de aproximadamente 27 A, el cual concuerda con el grosor de 25 A
determinado por elipsometria. La fuerza repulsiva puede surgir de la compresion de una
fase ciibica de MO. Suponemos que esta fase se forma entre las superficies cuando las
superficies son acercadas a contacto, debido a una separacidn de fase inducida capilarmente
desde la solucién saturada de MO. La fuerza repulsiva cambia significativamente con la
adicién de TLL (concentracién de 1x10°® M). En contraste con las curvas medidas antes de
afiadir TLL, las superficies no parecen estar completamente cubiertas de MO, dado que

siempre observamos una fuerza atractiva (brinco de las superficies hacta contacto) de un
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intervalo similar a los que observamos en superficies puras de OTE. Los resultados
elipsometricos de fa accién de TLL en las capas de MO formadas en una superficie
hidrofobica, muestran una significativa y pronunciada disminucion de fa cantidad
adsorbida. Ademas, la razdn de disminucidn y la reduccidén de la cantidad adsorbida
aumentan con la concentracion de TLL.

Las fuerzas de interaccion entre capag adsorbidas de Apo CI fueron medidas utilizando
el AFS. Superficies hidrofilicas (imica) e hidrofébicas (mica-OTE) se utilizaron para
adsorber Apo Cl y estudiar el cardcter anfifilico de ia proteina. También, se realizd un
experimento en donde se deposité directamente la protelna sobre mica. Las curvas de
fuerza contra distancia muestran que la fuerza de interaccion entre las capas adsorbidas de
Apo CI, en mica y mica-OTE, estdn compuestas de una fuerza de doble capa electroestatica
a grandes distancias y de una fuerza repulsiva estérica a distancias pequefias. En algunos
casos, ne se midi¢ ninguna fuerza antes de gue se encontrara un pared estérica (usualmente
a 40 A). Esto parece indicar que una completa neutralizacion de ia carga superficial se logra
a través de la adsorcidn de la proteina. La adsorcidon fue mayor en superficies hidrofobicas
dado que se obtuvieron wvalores de grosor de capa mayores, ¥y en un tiempo menor,
comparados con el caso de superficies hidrofilicas. La adhesion entre las capas adsorbidas
en superficies hidrofébicas fue mucho menor comparada con las que se formaron en
superficies hidrofilicas. En el caso de capas adsorbidas en mica a paftér de una solucidn, las
moléculas de Apo CI parecen adsorberse con su eje largo sobre las superficies formando
una capa de aproximadamente 7 A. Esta capa siempre fue perturbada en el primer
acercamiento de medicidn de [a fuerza de interaccidn. En un segunde acercamiento
consecutivo, se midié una fuerza repulsiva hasta que una fuerza atractiva, debajo de los 180
A, hace brincar a las superficies hacia contacto. Este brinco puede tener su origen en los
“puentes” que se pueden formar enfre las superficies y las proteinas. En el experimento en
donde se deposité la proteina en exceso, estos brincos son mas claros y la distancia final de
separacidn sugiere que una parte de la proteina esta adsorbida con su eje largo sobre la
superficie y la otra parte esta orientada hacia la solucidn. En fas supetficies de mica-OTE se
observo la formacidn de varias capas de Apo CL Estas capas pueden removerse con cada
acercamiento de medicion de fuerzas. La capa que permanece en la superficie tiene a las

moltéculas de Apo CI con su eje largo sobre la superficie hidrofobica.



Abstract.

The surface force apparatus (SFA) technique was used to study two different aspects of
protein interactions with a surface. In one of the studies, the principal interest was on the
enzymatic activity of Thermomyces (Humicula) lanuginosa lipase (TLL). In the other, the
aim was to give information of the structure-function relationship of human apolipoprotein
CI (Apo CI).

Two main substrates were used in the SFA, mica was used as a hydrophilic surface and
as hydrophobic surface we used covered mica through Langmuir-Blodgett deposition of
polymerized octadecyltriethoxysifane {OTE). The hydrophobic monolayer of OTE was
characterized with Brewster angle microscopy prior to its transference on mica, and after
the transference, the hydrophobic film was studied with atomic force microscopy. A study
of the long range “hydrophobic” interaction was done with this surface. The presence of
material excess and nano bubbies seems to be the origin of this interaction.

SFA and ellipsometry techniques were used to study the interaction forces and the
adsorption behaviour of monoolein (MO), respectively. MO was adsorbed from water to a
hydrophobised mica or silica surface. In addition the effect of added lipase TLL tfo an
adsorbed layer of MO was investigated. The force versus distance curves between two MO
covered surfaces feature a strong repulsive interaction beneath 400 A. The range of the
repulsive force decreases, however, with the number of approaches. No adhesion was
observed, provided that the surfaces were not taken to hydrophobic contact. The surface
separation at MO-MO contact was determined to about 55 A. This means a layer thickness
of about 27 A, which is comparable to the thickness (25 A) determined by ellipsometry.
The repulsive force may arise from compression of a cubic phase of MO. This phase is
suggested to form between the surfaces when they approach ¢lose contact due to capillary
induced phase separation from the saturated MO solution. The repulsive force changes
significantly with time after addition of TLL {concentration of about 1x10°* M). In contrast
to the force curves recorded before adding TLL, the surfaces do not seem to be completely
covered with MO as we always observed an atiractive force (inward jump) of similar range
as was observed between pure OTFE surfaces. Ellipsometry measurement of TLL action on

MO covered hydrophobic surface reveals a significant and sharp decrease of the amounts
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adsorbed. Furthermore, the rate of decrease and reduction in adsorbed amount increased
with TLL concentration.

Interactions forces of Apo C-I were measured using the SFA. Apo C-1 was adsorbed
from water to hydrophilic and hydrophobic surfaces to study the amphiphilic character of
the protein. As a hydrophilic substrate we used mica and as hydrophobic substrare we used
mica-OTE _surfaces. Also, an experiment where a direct deposit of the protein on
hydrophilic mica was done. The force versus distance curves showed that the interaction
force between layers of Apo CI, at mica and mica-OTE, s composed of electrostatic
double-layers forces at large distances and steric repulsive forces at small distances. In
some cases, no forces could be measured before a steric wall, usually at 40 A, was reached.
This indicates that a complete neutralization of the surface charge could be achieved
through the adsorption of the protein. Hydrophobic adsorption was higher at hydrophobic
surfaces since shorter tirme for adsorption and higher thickness values were obtained
compare with the hydrophilic case. The adhesion between hydrophobic layers was much
lower compare to the layers formed at hydrophilic surfaces. In the case of layers adsorbed
from solution, the molecules of Apo Cl are adsorbed side-on forming a monolayer of
approximately 7 A. This layer was always perturbed when the force interaction was
measured on a first approach, in a second consecutive approach a repulsive forces is
measuted untii an attractive force, below 180 A, makes the surfaces jump to contact. This
jump could be related to a bridging process of the protein and the surfaces. In the
experiment were an excess of protein was deposit in mica surfaces, this jump was clearer
and the final distance separation suggests that part of the protein is adsorbed side-on and
the other part is oriented to the solution. Several layers were adsorbed at mica-OTE
surfaces but they are removed with each force measuring approach. The layer that remains

adsorbed to the surface has the molecules of Apo Cl adsorbed side-on.



Introduccion.

Esta tesis esta dedicada al estudio de lag fuerzas que actian entre superficies a las que
se les adsorbe una proteina. Este estudio es de singular importancia tanto desde un punto
de vista fundamental como practico. Desde el punto de vista fundamental, las proteinas
son moléculas complejas que ponen a prueba las teorias actuales que intentan explicar las
inferacciones que ocurren intra e inter molecularmente en las proteinas, asi como las que
existen entre {as proteinas y una superficie (la cual puede ser una superficie sdlida, una
capa de un lipido, un fensoactivo, o una membrana celular). Por otro lado, el
conocimiento de las interacciones moleculares entre proteinas puede ayudar a resolver
una de las principales preocupaciones en las investigaciones biologicas: correlacionar la
estructura (o arquitectura molecular) de las proteinas con su funcion. Considerando las
grandes diferencias en el tamafio, forma vy flexibilidad de los diferentes tipos de proteinas
no es posible, por supuesto, tratar a fas proteinas como un grupe homogéneo de
moléculas y generalizar et comportamiento de estas en las interfases. Sin embargo, existe
fa necesidad de poder predecir el comportamiento de los sisternas que aun no ha sido
estudiados.

Desde el punto de vista practico, estas fuerzas determinan la adsorcion de las proteinas
sobre ias superficies, la adhesion entre cuerpos macroscépicos, y son de gran importancia
para la estabilidad de dispersiones y emulsiones. El uso de enzimas (proteinas) en
mitltiples procesos industriales que involucran superficies ha aumentado enormemente en
los Gltimo afios y estas son usadas frecuentemente en la industria farmacéutica, de
cosméticos y de alimentos. Por otro lado, es importante conocer el proceso de adsorcidn
de las proteinas en ciertas aplicaciones médicas, como es ent la entrega de farmacos y en
materiales biocompatibles. También, es importante en la comprension de ciertos procesos
biolégicos, en especial en la participacién de ciertas proteinas en algunas enfermedades
como son la arterosclerosis o el SIDA,

Dado lo anterior, es claro que el trabajo dirigide hacia un mejor entendimiento del
comportamienio de las proteinas en interfases ¢s de gran importancia. Dos difereates
aspectos de la interaccion de una proteina con una superficie se estudiaron en esta tesis,

en uno ef principal interés se encontraba en fa actividad enzimdtica de la proteina



Thermomyces lanuginosa lipasa {TLL) sobre una estructura auto ensamblada del lipido
monoleina (MO). En este caso, la estructura formada por MO es de gran importancia
pues ia actividad lipolitica de la TLL es extremadamente dependiente de ella. Esto es
particularmente relevante para el uso industrial de estas enzimas lipoliticas, donde un
mayor entendimiento de la interaccion de estas con el sustrato es de crucial importancia
para optimizar los procesos enzimaticos.

En ef segundo caso, se estudio la interaccion entre superficies a las que se les adsorbid
la apotipoproteina humana CI (Apo CI). Esta proteina es de singular importancia pues es
parte estructural (juntos con fosfolipidos) de las lipoproteinas, las cuales estdn
involucradas en el transporte de colesterol en ei flujo sanguineo. La Apo CI es conocida
por ser una proteina intercambiable, debide a su capacidad para moverse y cambiarse
entre lipoproteinas. Aunque este fendmenc esta bien documentado, los mecanismos
especificos que gobiernan este comportamiento aun no estin bien comprendidos. Aqui, el
interés esta basado en poder dar mayor informacion sobre Ia relacion estructura-funcidn
de ta Apo Cl, a través de las diferentes interacciones y conformaciones encontradas en
los experimentos de mediciones de fuerzas entre superficies, hidrofilicas & hidrofébicas,
cublertas con esta proteina. Esta informacidén es importants para lograr un mayor
entendimiento sobre la manera en que las diferentes conformaciones de la proteina estin
relacionadas con la actividad de esta en la unidn con los lipidos de las lipoproteinas.

Esta tesis esta dividida en seis capitulos. En el capitule 1, se presenta una introduccidn
a los aspectos mds importantes en la adsorcidn de proteinas en superficies. En el capitulo
2, se describen los diferentes tipos de fuerzas que se pueden encontrar entre dos
superficies v con las cuales se dio una interpretacién a los resultados obtenidos. En el
capitulo 3, se describen todas las técnicas experimentales utilizadas en esta tesis, en
especial el aparato de fuerzas de superficie (AFS), con el cual se llevd a cabo 1a medicidn
de las fuerzas de interaccién entre las superficies y las proteinas. En el capitulo 4, se
presenta el procedimiento realizado para volver a la mica (sustrato base ett los estudios
realizados en esta tesis) hidrofdbica por medio de una pelicula de octadeciltrietoxisiiano
(OTE) y ei aporte que se logro en el entendimiento de lo que se conoce como la
interaccion “hidrofébica” de largo alcance entre superficies. En el capitulo 5, se da una

mayor introduccion a ia estructura de MO y de la proteina TLL, y se presentan los

TESTS CON
FALLA DE ORIGEN




resultados de interaccion y actividad lipolitica obtenidos utilizando et AFS y una técnica
elipsométrica. En ¢! capitulo 6, también se da una mayor informacidn sobre la estructura
y funcién de la Apo CI y se discuten los resultados de interaccién y adsorcién obtenidos
con el AFS tanto en una superficie hidrofilica, mica, y una hidrofobica (mica-OTE). Los
resultados obtenidos en los capitulos 4-6 se han publicado o estin en proceso de
publicarse en revistas de circulacion internacional. Es pertinente aclarar agui que la
bibliografia que se encuentra en esta tesis esta dividida por capitulos y puede ocurrir que

alguna referencia se repita pero con un diferente ndmero asignado en cada capitulo.



1. - Adsorcion de Proteinas en Superficies Soélidas.

En el estudio de las fuerzas entre superficies cubiertas con proteinas es importante
conocer el proceso de adsorcion de las mismas en fas superficies, va que éste determinara
la conformacidn y orientacién de las proteinas en la superficie, lo que a su vez determina
el tipo de interaccidn que existe entre ellas,

Es bien sabido que las proteinas se adsorben espontdneamente en la mayoria de las
interfases y esta propiedad es importante tanto para su funcidn en sistemas hioldgicos,
como en varias aplicaciones téenicas. La adsorcién de proteinas puede ser deseada en
algunos casos mientras que en otros no. En la industria farmacéutica, de cosmeéticos, y de
alimentos, las protefnas son corminmente utilizadas en reacciones enzimaticas, y también
como emulsificantes y/o estabilizantes en las dispersiones coloidales.! Asi mismo, la
reduccion de adsorcidn de proteinas es de gran importancia en ciertas aplicaciones
médicas, como son los productos dentales o los bicmateriales.” En estos casos, las
proteinas adsorbidas pueden inducir reacciones no deseadas, como la formacion de
gruesos depdsitos, precipitacion de proteinas a partir de la solucidn, o respuestas
inmunolégicas.’

En este capitulo se da una intreduccion muy general sobre la estructura y estabilidad
de las proteinas (para una mayor descripeidn se puede consultar el libro de Bioguimica de
Voet y Voet’), asi como los conceptos més importantes sobre la adsorcién de proteinas en
una superficie a partir de una solucidn acuosa vy las interacciones que pueden existir entre
proteinas adsorbidas en superficies. De igual manera se da una introduccién a la medicién

de fuerzas en superficies con proteinas adsorbidas y 2 los factores que pueden afectar

' Godfrey, T.; West, S. {eds.): Industrial Enzymology, 2° ed., Stockton Press, New York,
1896.

* Andrade, J. D. Surface and Interfacial Aspects of Biomedical Polymers, vol. 2, Plenum
Press, New York, 1985.

*Voet, D.; Voet, J. G. Biochemistry, 2 ed., John Wiley & Sons, New York, 1995.



estas mediciones. Una mayor descripcion de las fuerzas que se encuentran entre

superficies cubiertas con proteinas se da en el capitulo dos de esta tesis,

1.1 Estructura de las proteinas.
Las proteinas son macromeléculas biologicas que consisten de hasta 20 diferentes

aminodcidos, los cuales estén unidos entre si por policondensacion, formando una cadena
polipeptidica, cuya composicién de amino4cidos es especifica para cada proteina. A los
aminoacidos unidos se les denominan residuos de aminodcidos para enfatizar que, con la
unién, se perdid una molécula de agua.

A esta secuencia de residuos de aminodcidos se le conoce como la estructura primaria
v es de gran importancia, pues determina la conformacién y la funcién de las proteinas
por medio de las propiedades de las cadenas laterales de cada aminoécido. Por ejemplo,
ia flexibilidad de la cadena se incrementa si el residuo de aminodcido Glicina (Gly) (el
cual solo tiene un hidrégenc como cadena lateral) se encuentra presente; mientras
residuos con cadenas laterales ramificadas (e.g. Valina (Val), Leucina (Leu) o Prolina
{Pro)) tiene 2| efecto opuesto. Los residuos de aminodcidos varian en su polaridad, lo cual
da como resultado que la molécula sea anfifilica. Los residuos cargados usualmente se
encuentran en la superficie de la proteina, o tomando parte en puentes salinos internos;
tnientras que los residuos con cadenas laterales hidrofobicas se encuentran
predominantemente en la parte interna de la proteina, Los residuos con cadenas laterales
polares que se encuentren en fa parte interna de la proteina pueden formar puentes de
hidrogeno entre si mismos o con el cuerpo de la cadena polipeptidica.

La estructura secundaria de una proteina es la repeticion regular de la conformacion
del cuerpo polipeptidico. Estas estructuras, como son las o hélices, laminas B y vueltas 8
(ver figura 1.1}, se forman a partir de los enlaces de hidrégeno entre los grupos polares de
la cadena principal. En el caso de las estructuras o hélices, los enlaces de hidrégeno se
eticuentran alineados en la misma direccion 2 lo largo de un eje helicoidal. Aqui cada
oxigeno carbonilo de la cadena principal esta unido por un enlace de hidrégeno a un
hidrogeno amino gue se encuentra tres residuos més lejos en la cadena principal. Cada

residuo de aminoacido avanza 0./5 nm en el eje helicoidal, y 3.6 residuos se requieren



para completar una vuelta. Posiciones equivalentes ocurren cada 0.54 nm y a esta
distancia se le conoce como el avance por vuelta (o pitch).

Las ldminas b se forman a partir de los enlaces de hidrégeno entre dos o mds cadenas
polipeptidicas extendidas que se encuentren adyacentes. Esta estructura no es
estrictamente plana, sino mas bien ligeramente plegada debido a los dngulos de los
enlaces que forman la cadena peptidica. Las cadenas adyacentes en una lamina 3 plegada
pueden estar tanto de manera paralela como antiparalela, dependiendo si ia unién
peptidica entre los grupos aminos y carboxilo de las cadenas corren en la misma
direccion o en direccidn opuesta. En ambos casos, las cadenas laterales de los residuos se
extienden alternadamente hacia arriba o abajo del plano de la lamina de tal manera que
las cadenas iaterales de residuos adyacentes se encuentran en los lados opuestos de la
lamina.

Las vueltas (3, o vueltas invertidas, se encuentran usualmente en la superficie de las
proteinas donde existen pequefias barreras estéricas que puedan evitar un cambio en la
direccién de la cadena polipeptidica. Estas estructuras abarcan cuatro aminodcidos y en
etlas el oxigeno carboniio del primer residuo esta unido por un enlace de hidrégeno al
hidrogeno amino del cuarto residuo, fo cual estabiliza una vuelia de 10 atomos.

La estructura terciarig de una proteina, la cual es Unica para cada una de elias, se da a
partir de las interacciones intrameleculares entre los residuos de aminodcides, Estas
interacciones pueden ser idnicas, hidrofdbicas, puentes salinos, enlaces de hidrégeno o
puentes de bisulfuro. Una caracteristica importante de la estructura terciaria es el
doblamiento distante, es decir, el doblamiento en el que residuos de aminodcidos que se
encuentran alejados en la estructura primaria son acercados entre ellos, La estruciura
terciaria de las proteinés, en especial de aquellas que tienen mas de 200 residuos,
frecuentemente consisten de varios dominios, /.e., unidades compactas conectadas por la
estructura de ta cadena polipeptidica.

La estructura cuaternaria de una proteina se refiere al ensamble de dos o mas cadenas
polipeptidicas individuales las cuales se mantienen juntas por medio de inferacciones no
covalentes o por enlaces cruzados covalentes. Este ensamble es cominmente referido
como un oligdmero y a las cadenas polipeptidicas que lo forman, se les denomina

mondmeros o subunidades. Los mondmeros de una proteina oligdmerica pueden ser



idénticos o bastante diferentes en su estructura primaria, secundaria y terciaria, No todas
las proteinas tienen estructura cuaternaria.’

La estructura tridimensional de una variedad de proteinas es ya conocida en estos
momentos y puede encontrarse en la literatura. La estructura y caracteristica de cada una
de las proteinas que se estudiaron en esta tesis, se presenta como parte introductoria a los
resultados obtenidos en la medicion de las fuerzas entre superficies cubiertas con etlas en

los capitulos S v 6.

(2) Estructura primaria
Ala- Glu - Val - Thr - Asp - Pro - Gly

(b} Estructura secundaria

‘ alfa hélice

Lamina beta plegada

(¢) Estructura {d) Estructura
ferciaria cuaternaria

Figura 1.1, Ciasiftcacién estructural de as proteinas.

*Rawn, J. D. Biochemistry, Patterson Publishers, North Carolina, 1989.
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1.2 Estahilidad estructural de una proteina.
Las proteinas se pliegan de manera espontanea en su estructura nativa tridimensional

para minimizar 1a energia tibre del sistema. Las proteinas globulares son extremadamente
compactas, sus voltimenes libres, compresibilidades, y grados de libertad conformacional
son comparables a los de los vidrios y polimeros cristalinos.” Esto significa que existe
una substancial pérdida de entropia conformacional durante el plegamiente de una
proteina, la cual tiene que ser cotmpensada por interacciones intra e inter moleculares. La
estructura nativa de una protelna es marginalmente estable (~ 20-100 kJZ/meol}, aun bajo
condiciones dptimas. La estabilidad de la estructura de una proteina ha sido revisada

extensamente en otras paﬁes,5'6‘7

por fo que aqui solo se discutiran los aspectos mds
importantes.

La estabilidad de una proteina en solucidn es relevanie tanto para su comportamiento
interfacial, como para las interacciones entre ias capas adsorbidas de proteinas. Aqui uno
debe de hacer la distincién entre la estabilidad conformacional de la proteina y los
procesos de agregacion / precipitacion, debidos a la reduccidon de |a solubilidad cerca del
punto isoeléctrico, a una fuerza idnica alta (saiting out), o a la unién especifica de iones
(eg. la formacion de puentes de calcio). Aunque los dos fendmenos en muchos casos
estan interrelacionados, la agregacién / precipitacion puede ocurrir sin cambios
conformacionales de la proteina.®

Las proteinas son marginalmente estables a temperatura ambiente debido a que existe
un delicado balance entre las fuerzas electroestaticas, las fuerzas de van der Waals, los
enlaces de hidrogeno, las interacciones hidrofébicas v la entropfa conformacional. Dado
que las proteinas estdn densamente empacadas {0.74 de densidad de empaguetamiento
promedio} las fuerzas de van der Waals y los enfaces de hidrogeno tienen un papel
importante en la estabilizacidn de una proteina. Como se menciond en la seccidn anterior,
los enlaces de hidrogeno estin especialmente involucrados en la conformacidén y

estabilidad de la estructura secundaria de una proteina.

> Dill, K. A. Biochemistry 1990, 29, 7133-7155.

¢ Privalov, P. L.; Gill, S. J. 4dv. Protein Chem. 1988, 39, 191,

7 Ponnuswamy, P. K. Prog. Biophys. Molec. Biol. 1993, 59, 57.

¥ Tanford, C. P/z)&z‘cal Chemistry of Macromolecules, }. Wiley & Sons, New York, 1967.



También, es claro que el llamado efecto hidrofdbico’, el cual lleva a una acumulacién
de residuos hidrofébicos en el interior de una melécula de proteina, tiene un papel
importante en la estabilidad de la estructura de una proteina. Sin embargo, la naturaleza
de ias interacciones hidrofdbicas en este contexto no esta completamente entendida pues
es dificil de analizarla de manera separada de las otras fuerzas que contribuyen a la
estabilizacién de una protefna.>*’

Las interacciones electroestiticas entre aminodcidos cargados y entre iones y/o
dipolos, cuadrupolos, etc. son, debidas a lz alta constante dieléctrica del agua, mas bien
de corto alcance en una solucidn acuosa. Sin embargo, a distancias cortas, las
interacciones entre los dipolos y los multipolos de mayor orden que se encuentren en el
interior de iz proteina, donde la constante dieléctrica puede ser significativamente menor,
pueden contribuir a la estabilidad total de la estructurs de la proteina. Los residuss de
aminodcidos cargados generalmente se encuentran en la superficie de la proteina o
cercanos a ella, y si se encuentran en la parte interior apolar usualmente forman pares
i6nicos. En la region isoeléctrica, donde la carga neta de la proteina es cero, atracciones
entre los grupos cargados opuestos en la superficie de la proteina favorecen la formacién
de una estructura mas compacta. Lejos de esta regidn, un exceso de cargas superficiales
positivas o negativas provoca una repulsion electroestatica entre ias cadenas laterales con
cargas similares, que resulta en una expansion de la estructura de ia proteina. Este
fendmeno de expansion se observa a ambos lados del punto isoeléctrico. A valores de pH
extremos, la ionizacidn de los residuos que originalmente se encontraban en el interior
promueve un desdoblamiento de la estructura de la proteina®

Ademas de estas fuerzas no covalentes, la posible existencia de enlaces por puentes de
bisuifuro favorece la estabilidad de la estructura nativa de la proteina. En esta tesis, la
estabilidad conformacional de las proteinas se determino a partir de los cambios en las

estructuras o hélices v las laminas B8 utilizando 1a técnica de dicroismo circular,'®

? Kauzmann, W. Adv. Protein Chem. 1959, 14, [.
" Fasman, G. D.; Circular Dichroism and the Conformational Analysis of Biomolecules,
Plenum Press, New York, 1996.



1.3 Factores que afectan la adsorcion de una proteina en una
superficie.
En las dltimas décadas, se han vealizado un gran nlmero de estudios sobee las

interacciones entre protefnas vy superficies (ver las revisiones de Claesson et al.,'!
Luckham et al.'? y Leckband et al.'*) y aungue se han logrado entender algunos de los
principios que gobiernan la adsorcién de una proteina, todavia en estos momentos no es
posible predecir los procesos de adsorcién aun caando. se conozean ias propiedades de la
superficie y de fa proteina.

Existen muchos factores que afectan la adsorcién de proteinas, como son el tipo de
superficie, la naturaleza de la proteina y su estabilidad conformacional, y la naturaleza
del medio. Las caracteristicas de una superficie sdlida son, por supuesto, importantes y
juegan un papel primordial, pero no necesariamente dominante, en muchas de las
situaciones. En cuanto a la naturaleza de la proteina, es importante considerar que la parte
exterior de una proteina tendrd, en cuanto se acerque a la interfase, las mayores
interacciones con la superficie, por lo tanto, factores importantes a considerar son el drea
superficial {f.e. el tamafio de la proteina), la hidrofdbicidad vy distribucion de carga
superficiales, asi como la posibilidad de que existan grupos con interacciones especificas
con ia superficie. Las condiciones de la solucidén pueden afectar de una manera
importante las propiedades de una proteina, lo cual a su vez afecta su adsorcién en una
superficie.!' Ejemplos de esto son la dependencia del punto isoeléctrico de una proteina
con respecto al pH de la solucidn, y carnbios en la carga neta v la distribucion de la carga
en una proteina debido a la influencia de las especies idnicas y el tipo de buffer presente
en fa solucion. También, si ia solucidén contiene especies de bajo peso molecular, e.g.
arninoacidos o 4cidos grasos, la estructura tridimensional de la proteina puede verse
afectada.® Otros factores, como son la temperatura y procesos hidrodinimicos, también

pueden ser de importancia en el proceso de adsorcién.'"

" Claesson, P. M.; Blomberg, E.; Frisberg, J. C.; Nylander, T.; Arnebrant, T. Adv. Colloid
Interface Sci. 1995, 57, 161-227.

" Luckham, P, F.; Hartley, P. G. 4dv. Colloid Interfuce Sci. 1994, 49, 341-386.

B Leckband, D.; Israelachvili, J. N. Enzyme Microb. Technol 1993, 15, 450.



1.4 Interacciones de proteinas en una superficie sélida.
A partir de una solucidn acuosa las proteinas pueden adsorberse sobre diferentes tipos

de superficies, y las interacciones que existen entre las proteinas y las superficies dirigen
gste proceso. El origen de estas interacciones depende de las propiedades de las
superficies y de las proteinas.

Es posible dividir a las interacciones que intervienen en el proceso de adsorcion de
una proteina en una superficie, en tres diferentes clases (ver figura 1.2). La primers, son
fas inferacciones intramoleculares en las proteinas (ver seccion 1.2}, que son de gran
importancia para la estabilidad conformacional de estas cuando se adsorben en una
superficie. La segunda, son las interacciones entre la superficie y la proteina, que
controlan la cantidad adsorbida de proteina, las cinéticas de adsorcidn, Ja movilidad de la
proteina en la superficie y los cambios conformacionales que puedan ocurrir con la
adsorcion de la protéina en la superficie. Se ha observado, de una manera general, que
tanto la cantidad de proteina adsorbida como su fuerza de adhesion son mayores en una
superficie hidrofdbica que en una hidrofilica."' La tercera clase, son las interacciones
intermoleculares entre las proteinas, que determinan la posibilidad de formar multicapas
en la superficie, la densidad de empaquetamiento y la distribucion de las protéinas en la

superficie,

E [nteracciones intermolecu!ares]

Interacciones especificas

A0
flo eg
Interacciones intramoleculares

proteina

Interaccion hidrofdbica Interaccion electroestatica

i Interacciones superficie - proteiﬁal

Interfase sélido - liguido

Figura 1.2, Interacctones proteina - superficie.
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En general, se ha observado que las proteinas globulares se adsorben en una superficie
en una cantidad que corresponde a un empaquetamiento compacto, aungue adsorciones
en bicapas y multicapas también se han observado.''La superficie de las proteinas es de
una naturaleza heterogénez y normaimente expone residuos de aminodcidos con cargas
positivas y negativas, grupos con posibilidades de formar enfaces de hidrdgeno, ast como
regiones no polares. Una consecuencia de esta complejidad en la superficie de una
proteina es que cada proteina puede interaccionar de muchas diferentes maneras con otras
moléculas v superficies. Existen posibilidades de interacciones idnicas (repulsivas y
atractivas), enlaces de hidrogeno, interacciones hidrofobicas, fuerzas de hidratacion, v,
por supuesto, lag siempre presentes fuerza de van der Waals. Se considera que las mis
importantes fuerzas que dirige.n la adsorcion de una proteina son las interacciones ionicas
y las hidrofobicas, combinadas con un aumenio en la entropia debido 2 los cambios
conformacionales durante la adsorcién. ™"

También, se ha encontrado que, en proteinas con una conformacidn estable, la fuerza
que dirige su adsorcién en una superficie hidrofilica es de origen electroestatico. Por lo
tanto, una proteina que tenga una carga neta del mismo signo que la de la superficie sera
repelida electrostaticamente. Sin embargo, se debe recordar que aunque la carga neta de
la pro.teina sea de un signo, la proteina aun contiene cargas del signo opuesto y que, con
una orientacién apropiada de la molécula en la interfase, la repulsion electrostética puede
ser minimizada o hasta cambiada por una atraccién.'®

La adsorcidn de proteinas en superficies hidrofdbicas esta dirigida por las
interacciones que existen entre estas superficies y las dreas hidréfobicas de las proteinas.
En el caso de proteinas con una alta estabilidad conformacional se ha enconirado que
estas se adsorben en superficies hidrofobicas bajo cualquier condicién de interaccion

electrostatica. También, se ha sugerido que el hecho de que haya una mayor adsorcién de

" Norde, W. 4dv. Colloid Interface Sci. 1986, 25, 267-340.
" Haynes, C. A.; Norde, W. Colloids Surf. B: Biointerfaces 1994, 2, 517-566.

' Dr. Marcelo Losada.
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proteinas en superficies hidrofdbicas que en hidrofilicas se debe al hecho de que se logra
remover al agua de las areas hidrofobicas que tiene la proteina en su superficie.'”

En el caso de proteinas suaves, i.e., profeinas caracterizadas por una baja estabilidad
estructural, s¢ ha encontrado que estas se adsorben tanto en superficies hidrofébicas
como hidrofilicas, bajo condiciones electrostaticas tanto repulsivas como atractivas y que
durante ta adsorcién se producen cambios estructurales en las proteinas. Norde,'*" ha
discutido este tema extensamente, y sugiere que el delicado balance de fuerzas que
mantiene a una proteina estable puede verse alterado en la proximidad de una interfase, lo
cual provoca un desdoblamiento (reduccidn de la estructura terciaria y secundaria) de la
oroteina durante la adsorcién. La mayor fuerza que desestabiliza a una proteina es la
pérdida de entropia durante el plegamiento de la proteina.’ Esto significa que el
desdoblamiento durante la adsorcion es un proceso favorecido entropicamente.

Ademas, la exposicion no favorable de los dominios hidrofdbicos a la solucidn acuosa,
durante ¢l desdoblamiento, puede verse reducida mediante una orientacion apropiada en
la interfase. De hecho, Norde plantea que la entropfa ganada durante el desdoblamiento
de la proteina durante la adsorcién puede ser una fuerza importante que dirija la
adsorcion y que sobrepase las contribuciones no favorables de la deshidratacion
hidrofilica y la repulsién electroestatica,

Por otro lado, es de interés la orienfacidén y conformacién tridimensional de las
proteinas ¢n ia superficie. Dependiende de la organizacién parcial de las proteinas se
pueden esperar diferentes orientaciones en la superficie. En el caso de moléculas fiexibles
y altamente solvatadas, las cuales en solucién adquieren una estructura aleatoria {random
coil), en realidad solo una fraccion de la molécula esta adsorbida en la superficie v la
mayor parte de la molécula se extiende hacia la solucién. Para el caso de proteinas que en
solucidn adoptan una estructura regular {con o hélices y laminas B8) y proteinas
compactas (globulares) estas pueden adsorberse en la superficie tanto en una orientacion

. . 4
egpecifica como en una aleatoria.'

" Arai, T.; Norde, W. Colloids and Surfuces 1990, 51, 1-15,

TESG CON |
FALLA DE ORIGEN |




1.5 Medicién de fuerzas en superficies con proteinas adsorbidas.

Las interacciones mencionadas en la seccién  anterior pueden medirse

'8"9, el cual es

experimentalmente por medio del aparato de fuerzas de superficie (AFS)
en estos mormentos un instrumento poderoso y ampliamente utilizado en el estudio de las
interacciones entre superficies con proteinas adsorbidas o depositadas.'™"” En el AFS se
mide la fuerza total que actiia entre dos superficies macroscopicas (~ / em’) como
funcion de la distancia de separacidn entre las superficies. Ademas, también es posibie
medir el grosor de ia capa adsorbida y obtener informacién sobre la orientacion y
conformacion de las proteinas en las superficies. E1 AFS ha sido capaz de determinar las
propiedades moleculares y las fuerzas ejercidas por la estructura de las protefnas,' ">
La técnica experimental y los principios en los gue se basa el funcionamiento del AFS
se encuentran descritos en el capitulo tres de esta tesis. A continuacidn se dan algunas
consideraciones experimentales en el estudio de las interacciones entre superficies con

proteinas adsorbidas.

1.5.1 Orientacion de las proteinas en las superficies.
En el AFS la fuerza no se mide entre moléculas individuales sino mas bien entre todas

las moléculas que se encuentren en un area de decenas a cientos de ,um" que contribuyen
a la fuerza total. Por lo tanto, fa fuerza total medida es una fuerza promedio vy esta
depende de la orientacion de las moléculas. Cuando las proteinas contienen secciones cont
estructuras y composiciones diferentes, la fuerza que dirige {a adsorcién de una parte de
la molécula puede ser muy diferente 2 ia de otra parte, y entonces una orientacién de ia
molécula dominard en la superficie. Sin embargo, para muchas proteinas lo que en
realidad se espera es una distribucién de orientaciones,” y la fuerza medida dependera de

esta distribucion. Puede ocurrir que unas pocas moiéculas tengan ung orientacién atipica,

'8 1sraclachvii, J. N.; Adams, G. E. J. Chem. Soc. Faraday Trans. I, 1978, 74, 975-1001.

¥ parker, J. L.; Christenson, H. K.: Nizham, B. W. Rev. Sci. Instrum. 1989, 60, 3135~
3138.
2 Horbett, T. A.; Brash, L. L. Proteins at Interfaces-Physicochemical and Biochemical

Studies, American Chemical Society, Washington, D. C., 1987, 343, 1.




extendiéndose més alla de [a superficie, v entonces estas dominardn la interaccién a corto

alcance.

1.5.2 Cambios en las capas adsorbidas provocados por la presién.
Un problema que se ha venido observando cuando se utiliza el AFS en el estudio de

proteinas en superficies es que pueden existir cambios irreversibles en las capas
adsorbidas cuando se aplica una fuerte fuerza compresiva a las superficies. En estos
casos, las proteinas no estan ni fuerte ni débilmente unidas a las superficies y empiezan a
ser empujadas hacia fuera del espacio de entre estas, a fuerzas tan grandes que las
superficies empiezan a aplanarse. En estas condiciones, las moléculas gue se encuentren
en ef extremo de la regién plana pueden salir de la zona de contacto, mientras que fas que
se encuentran en el centro estin atrapadas.”’ Cuando las superficies son separadas de
nuevo, la “masa” de proteinas que se quedd en medio de la region de contacto usualmente
permanccerd ahi por largos tiempos lo que da origen a una fuerza repulsiva de largo
alcance.”’ Por lo tanto, cuando se estudian sistemas con proteinas es importante

determinar que tan factible es que estos cambios puedan ocurrir en las capas adsorbidas.

1.5.3 Cinéticas de adsorcion
Desafortunadamente dado el disefio del AFS no es posible agitar continuamente la

solucién durante un experimento de medicién de las fiserzas superficiales, Esto, mas el
hecho de que las superficies se encuentran en un arreglo que deja un pequefio espacio
entre ellas, da como resultado que sean necesarios largos tiempos para alcanzar el
equilibrio si se considera solo la difusién de las proteinas.™® Para reducir el tiempo
necesario para lograr ¢l equilibrio es importante agitar compietamente la solucién cada

vez que se cambien las condiciones de esta, v también es importante dejar las superficies

% Blomberg, E.; Claesson, P. M.; Christenson, H. K. J. Colloid Interface Sci. 1990, 138,
291.

 Kékicheff, P.; Ninharn, B. W. Europhys. Lett. 1990, {2, 471-477.

B Blomberg, E.; Claesson, P. M,; Froberg, J. C.; Tilten, R. D. Langmuir 1994, 10, 2325-
2334,
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alejadas durante un periodo de tiempo antes de empezar fas mediciones. El tiempo que se
tarde en llegar al equilibric dependers del procedimiento de agitacién.™ Es importante
que los tiempos en los que ocurre un evento en el AFS sean siempre reportados con todos
ios detalles experimentales y el procedimiento con el que se obtuvieron las mediciones.
Tatrbién, es importante comprender que los tiempos en los que ocurre un evento en un
experimento en el AFS no necesariamente seran ios mismos para el caso de otro sistema
en estudio, ni tampoco serdn los mismos al compararlos con los obtenidos con otras

técnicas diferentes.

tmagen de microscopia de fuerza atdmica, modo contacto intermitente, de la lipasa Thermontvees

Lanuginosa.
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2.- Fuerzas Superficiales.

En este capitulo se describen los diferentes tipos de fuerzas no-especificas que se
pueden encontrar entre dos superficies cubiertas con proteinas, y con las cuales es posible
dar una interpretacién a los resultados obtenidos experimentalmente con el aparato de
fuerzas de superficie. Usualmente, {a fuerza que actia entre dos superficies cubiertas con
proteinas es el resultado de la combinacion de dos o més diferentes tipos de interaccién v,
estrictamente, estas no pueden ser tratadas independientemente. Sin embargo, se puede
realizar una clasificacidén de las fuerzas & partir de su origen para de esa manera poder
utilizar ciertas aproximaciones teoricas.

Las fuerzas entre cuerpos macroscedpicos a través de vacio o un medio se originan de
la interacciones que existen entre las moléculas constituyentes de cada cuerpo a través de
la distancia que los separa. Estas interacciones intermoleculares son, debidas a las
mismas fuerzas electromagnéticas que operan enfre [as moléculas de un gas, un liquido o
un sélido, y que determinan aigunas propiedades de bulto como son el comportamiento
no ideal de los gases, los puntos de ebullicidn y de sublimacidn, y la fuerza cohesiva de
un sélido.

Las interacciones intermoleculares entre cuetpos macroscopicos son en gran medida
determinadas por las propiedades superficiales de los cuerpos, y las fuerzas que existen
entre estos cuerpos se les denomina firerzas superficiales. Las fuerzas superficiales
dependen de la composicion superficial y de las propiedades del medio que separa a las
superficies.

A continuacion se describen brevemente los tipos de interaccion intermolecular, asi
como la suma de estas interacciones que dan lugar a las fuerzas que actian entre cuerpos

macroscopicos de diferentes geometrias. Una mayor v mds completa discusién de las
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fuerzas superficiales puede encontrarse en los libros de Israelachvili' y de Maitland, er,

al’

2.1 Fuerzas de van der Waals,
Las fuerzas de van der Waals es un término genérico con el cual se describen las

interacciones debidas a la presencia de dipolos permanentes que rotan libremente o
dipolos inducidos y momentos multipolares de mayor orden. El origen molecular de esta
fuerza se puede considerar a partir de tres diferentes tipos de interacciones:
1) Fuerzas orientacionales, Fuerzas de Keesom. Las cuales se deben a la
interaccion entre dos dipolos permanentes que rotan libremente.
2) Fuerzas inductivas. Fuerzas de Debye. Las cuales se deben a |z interaccidn
entre un dipolo permanente que rota libremente y un dipolo inducido.
3} Fuerzas de dispersion. Fuerzas de London. Las cuales se deben a ia
interaccidn entre dos dipolos inducidos.

Todas estas interacciones decaen de la misma forma (r'(’) en el régimen no-retardado
(este régimen se explica mas adelante), pero de las tres, la fuerza de dispersidn es la
contribucidon mas importante a las fuerzas de van der Waals, debido a que siempre se
encuentra presente y generalmente domina sobre las otras fuerzas, excepto en el caso de
moléculas fuertemente polares, como el agua.

Las fuerzas de dispersion se originan a partir de cotrelaciones en fas fluctuaciones
electrénicas debidas al movimiento de los electrones cargados negativamente alrededor
del nicleo atémico cargado positivamente. En un atomo o una molécula, el momento
dipolar promedio en el tiempo es cero, sin embargo, en un instante dado existe un
momento dipolar finito. Este momento dipolar genera un campo eléctrico que polariza a
una moiécula' cercana ¥ le induce un momento dipolar. La interaccién resultante entre los

dos dipolos da lugar a una fuerza atractiva entre las dos moléculas, cuye promedio

"Israelachvili, J. N., ntermolecular and Surface Forces, 2°. ed., Academic Press:
London, 1991.

* Maitland, G. C., Rigby, M., Smith, E. B., Wakehaus, W. A. Intermolecular Forces,
Claredon Press, Oxford, 1981.
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temporal es finito. Un aspecto a considerar aquf es que si dos moléculas se encuentra
separadas una distancia apreciable (>3 nm), la propagacion del campo eléctrico entre las
meoléculas tomard un tiempe finito, debido a que este se propaga con la velocidad de la
luz, y en este caso, ocurre qué el momento dipolar de la primera molécula ya no se
encontrard en fase con el momento dipolar de la segunda molécula y por lo tanto la
interaccién atractiva se ve reducida. A este fendmeno se le conoce como efecto de
retardacion.

La energia de interaccién por dispersion, wir), entre dos diferentes moléculas o
atomos, suponiendo una soia frecuencia de vibracidn caracteristica de los electrones de
cada moiécula, fue derivada por London® usando el modelo del oscitador y la teoria

cuydntica de perturbacidn:

3 apis !w] Vs
wip )= —— . 2.1
®) 2 (4;1"89)2f'6 (v +v2) &0

donde ¢; es la polarizabilidad electrénica, & es ia constante dieléctrica del vacio, A es la

constante de Planck, y ¥ es la frecuencia de la menor transicién electrénica, usualmente

aproximada por la frecuencia de la energfa de ionizacién de un electrdn en los orbitales
exteriores.

En un medio, las interacciones por dispersién se ven significativamente disminuidas,
debido a que la interaccidn atractiva entre dos moléculas dei soluto involucra el
desplazamiento y reorientacidn de las moléculas del disolvente mas cercanas, las cuales
interactiian con el soluto y con otras moléculas del disolvente. En 1965, McLachlan®
presentd una teoria generalizada de fas interacciones de van der Waals, en donde se
incluye el efecto de un disolvente y se considera el hecho de que exista mas de una

frecuencia de absorcion en un atomo o molécula,

2.1.1 Fuerzas de van der Waals entre superficies.
Las fuerzas de van der Waals son las {nicas fuerzas que siempre se encuentran entre

dos tisos cualquiera de superficies, independientemente del medio a través del cual

* London, F. Trans. Faraday Soc. 1937, 33, 8-26,
* McLachlan, A, D. Discuss. Fraday Soc. 1963, 40,239-245.

s

TESS OON

LG




interactGan.' Las fuerzas de dispersién son en una primera aproximacién aditivas, ¥ su
contribucién a la energia de interaccién entre dos cuerpos macroscépicos (como una
particula coloidal) pueden encontrarse mediante la suma de las interacciones por pares de
todas las moléculas de un cuerpo con las moléculas del otro cuerpo.

Las fuerzas que actian a una separacion en particular dependerdn de la geometria de
los cuerpos que interactiian, Bl potencial de interaccién entre dos cuerpos macroscépicos
fue derivado por Hamaker’ para diversas geometrias de estos cuerpos. El potencial de
interaccion y la fuerza para el casc de dos cilindros cruzados {la geometria del Aparato de
Fuerzas de Superficie) son:

AJER
f’VC(D)=—~££ y (2.2)

60
FJM?@ , 2.3)
6.0

donde A es la constante de Hamaker, Ry y R: son los radios de cada cilindro y I es la
distancia de separacion entre las superficies. La constante de Hamaker depende de las
propiedades dieléctricas de los dos cuerpos que interactian y del medio en el que
intervienen. Existen dos procedimientos para calcufar esta constante, el “microscépice”,
derivado por Hamaker, y el “macroscépico” derivado por Lifshitz. En el acercamiento
“microscopico” se suponen interacciones por pares y se suman todas la interacciones
- posibles entre los atomos individuzales de cada cuerpo. También, se supone que la fuerza
de dispersidn es 110 retardada. Sin embargo, no se toman en cuenta las interacciones entre
muchos cuerpos ni tampoco el efecto del medio entre estos.

Estos problemas pueden ser evitados utilizando el procedimiento “macroscopico”, la
tearia de Lifshitz,” en donde la estructura atémica se desprecia y tanto los cuerpos como
el medio en el que interactiian son considerados como fases continuas con ciertos indices
de refraccién y constantes dieléctricas. De esta manera, fos efectos de la interaccion entre
muchos cuerpos y ef efecto de retardacidn son autométicamente incluidos. Esta teoria es

mis adecuada para el estudio de las fuerzas entre cuerpos macroscdpicos a través de un

® Hamaker, H. C. Physica 1937, 4, 1058-1072.
¢ Lifshitz, E. M. Sov. Phys. JETP 1956, 2, 73-83, Dzyaloshinskii, L. E.; Lifshitz, E. M.;
Pitaevskii, L. P. Adv. Phys. 1961, 10, 165-209.
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medfo, sin embargo, debido a que 5 una teoria continua {de campo medio), no es
adecuada a distancias pequefias donde la estructura del medio se vuelve importante, La
teorfa original de Lifshitz requiere un amplio conocimiento de teoria de mecénica
cuéntica para su entendimiento, sin embargo, los resultados mds importantes pueden ser
obteridos por medio de varios métodos més simples descritos por van Kampen’ y
I‘\iiﬂham,8 entre otros.

Una ecuacidn aproximada para la constante de Hamaker para dos fases macroscopicas
1 y 2 que interactdan a través de un medio 3, sin considerar el efecto de retardacion, es:’

y 22“.(8] “‘931"32“33]
4 g +mAeta

iz 2 iz 2
W2 622y 2 o) [nmg) @) }

donde ¥ es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta, & la constante

Yy (17 -3 Yo3 - n3) L
, iy,

dieléetrica estatica, / es la constante de Planck, 1, es la frecuencia principal de absorcidn
en la regién UV (usualmente alrededor de 3 x 10" Hz v que se considera igual para los
tres medios) v #1; son los indices de refraccidn en la region visible. Para Hquidos y sélidos
no conductores que interachian en aire o vacio el valor de ia constante de Hamaker se
encuenira tipicamente en el intervalo de 3-/0 x 107 J, mientras que si el medio es un
liquido el valor de la constante usualmente se ve disminuida en ur orden de magnitud,
ie.,valores entre 0.3-7 x 1070 ).

De la ecuacion 2.4 se puede observar que la fuerza de van der Waals entre dos cuerpos
idénticos en un medio es siempre atractiva (la constante de Hamaker es positiva v la
energia de interaccion es negativa), mientras que la fuerza enire dos cuerpos diferentes en
un medio puede ser atractiva o repulsiva (la constante de Hamaker es negativa). Ademas,
la fuerza de van der Waals {que es siempre atractiva en aire o vacio) incrementa su
magnitud con la diferencia en las propiedades dieléctricas del medio v de los cuerpos.

Cuando un electrolito se encuentra en €l medio, el primer termino de Ia ecuacion 2.4 se

" Van kampen, N. G.; Nijboer, B. R. A.; Schram, K. Phys. Lett. A. 1968, 26, 307.
¥ Ninham, B. W.; Parsegian, V. A.; Weiss, G. H. /. Stat. Phys. 1970, 2, 323-328.
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ve reducido debido al apantallamiento del campo electroestdtico, ie., debido a la
polarizacion (desplazamiento} de las cargas libres en la solucidn electrolitica, mientras

que el segundo término no se ve afectado.’

2.1.2 Fuerzas de van der Waals en superficies cubierta de proteinas.

Cuando dos superficies estdn cubiertas por una delgada capa que tiene propiedades
dieléctricas diferentes a las de la superficie, ta interaccidn no retardada de van der Waals
entre las superficies serd menor a cuando no existia la capa adsorbida. En estas
superficies cubiertas, la interaccion de van der Waals estara dominada por las
interacciones de la superficie a través del medio a distancias de separacidn grandes y por
las interacciones de la capa adsorbida a través del medio a separaciones menores al
grosor de la capa adsorbida. Esto significa que las energias de adhesién estan
ampliamente determinadas por las propiedades de las peliculas adsorbidas en ia
superficie ain cuando estas sean de una monocapa de espesor. Una expresion para
calcular la energia de interaccion de un sistema con tres capas planas fue derivada por

Ninham ef al.” y es:

W, (D)m——| f222 24123, A\ __Aep(D)
? 12rl p? D47V 2p+2TV) 12207

, (2.5)

donde Aoy es la constante'de Hamaker de la capa adsorbida-solucién-capa adsorbida,
Ay es la constante de Hamaker para el sélido-capa adsorbida-solucién, A es la
constante de Hamaker para el sélido-capa adsorbida-sélido, Agyes la constante efectiva
de Hamaker, D es la distancia entre las capas adsorbidas v T es el grosor de la capa
adsorbida.

En ¢l caso de superficies cubiertas con proteinas existen dos dificuliades importantes
en {a evaluacién de las fuerzas de van der Waals. La primera, es que las propiedades
dieléctricas de las proteinas dependen de la cantidad de agua que se encuentre en elias y
esto es dificil de conocer exactamente. Por lo tanto, no es posible conocer con precision
¢l valor de la constante de Flamaker. Ademas, para el caso de dos superficies cubiertas

con proteinas interactuando a través de agua, la fuerza de van der Waals serd més débil

¥ Ninham, B. W ; Parsegian, V. A.J. Chem. Phys. 1970, 52, 4573-4587.
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entre mayor agua este incorporada a la capa de proteinas. La segunda, es que la interfase
capa de proteina-agua no esta bien definida en una escala molecular, Esto es debido a la
forma de las proteinas y al hecho de que pueden adoptar multiples conformaciones y
orientaciones en la superficie. La indefinicién de la interfase provoca que no sea posible
localizar con precision el plano para la fuerza de van der Waals, i.e., D=0 en la ecuacién
2.2. Usualmente, cuando se evaluan los datos obtenidos experimentalmente se escoge ef
plano de la fuerza de van der Waals como aquel localizado en la dura pared repulsiva que
se observa a grandes fuerzas, ie., en la posicién en donde la capa de proteina esta
altamente comprimida,'® ver figura 2.1, Utilizando esta posicion, Blomberg et al.,!
encontraron para ef case de lizosima sobre mica (ie una capa con una baja
compresibilidad) un valor de la constante de Hamaker proteina-agua-proteina de 0.33
xI07. Este valor es menor al valor de la constante de Hamaker hidrocarburo-agua-
hidrocarburo (0.5x/0°7%), to que sugiere que la capa de lizosima adsorbida contiene una

cantidad considerable de agua.

2.2 Fuerza electrostatica de doble capa.
La fuerza electrostatica de doble capa se encuentran siempre presente entre superficies

cargadas en soluciones electroliticas. En una solucion con una coustante dieléctrica alta,
como ef agua, una superficie generalmente adquiere una carga superficial. Esta carga
puede ser originada por la ionizacidn o disociacién de grupos superficiales, como son
grupos carboxilicos o silanel, o por la adsorcién en la superficie (no cargada o
opuestamente cargada) de iones, debido a una mayor afinidad de los iones por la interfase
que por la fase acuosa. Esta carga superficial final es balanceada por un incremento en el
nimero de iones opuestamente cargados, los contraiones, en la solucién vecina a la
superficie. La regidn que contiene a las cargas superficiales y a los contraiones que se
unen transitoriamente a la superficie tiene un grosor de unos cuantos angstroms, que

corresponde al tamafio de los grupos cargados y los iones adsorbidos. Esta region es

" Blomberg, E.; Claesson, P. M.; Froberg, J. C. Biomaterials 1998, 19, 371-386.
"' Blomberg, E. ; Claesson, P, M.; Froberg, J. C.; Tilton, R. D. Langmuir 1994, 10, 2325-
2334,
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usualmente ilamada la capa compacta o de Stern, mientras que los fones en la solucion
que forman una atmédsfera que compensa la carga superficial forman la capa difissa. Estas
dos regiones forman lo que se conoce como la difusa doble capa eléctrica, y la frontera
entre lag capa compacta v la capa difusa se conoce como el plano externo de Helmholiz,
en donde las relaciones que se dan a continuacidn efectivamente actian. Para hacer
predicciones sobre la interaccidn entre dos superficies cargadas es necesario primero
determinar la distribucién de cargas en la doble capa a lo largo de fa normal a la
superficie, ¥ también determinar el potencial de superficie. Para un {on (en equilibrio}
que se encuentra en la solucidn afuera de la superficie, el potencial quimico u es
constante, independientemente de su localizacidn, y este puede ser escrito como:
u=zey+kT logp; , (2.5)

donde e es la magnitud de la carga eléctrica, w es el potencial electrostatico, & es la
constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y £ es la densidad de iones de

valencia z. A partir del requisito de equilibrio de que el potencial quimico sea uniforme,
la ecuacion 2.5 nos da la distribucién de Boltzmann de contraiones:

zeW(x )J , 2.6)

Pix = Piw exp(— T

donde P es la densidad del ion i en el punto x, .- es la densidad del ion { en el bulto de
la solucién, z; es la valencia del ion /, y W(x) es el potencial eléctrico promedio a la
distancia x de la superficie. De la ecuacion anterior es aparente que los iones de carga
opuesta a la superficie se encuentran concentrados cerca de esta, mientras que los iones
de 1a misma carga son repelidos. Ademads, se observa también que la distribucion es
fuertermente dependiente de la valencia de los lones.

Por otro lado, el potencial electrostatico y la densidad de cargas libres o estan
relacionados a través de la ecuacién de Poisson (que es una consecuencia inmediata de
las ecuaciones de Maxwell):

2
L 67 JRNCES @7
i
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- TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

24



donde s es la permitividad del vacio y g es la permitividad relativa del medio a la
frecuencia cero. Combinando la ecuacidn 2.6 y 2.7 nos da como resultado la ecuacion de
Poisson-Boltzmann para el caso de una dimensidn en campo medio:

dij!x!=~—-—£—22- Cex (_zfe‘i’!x}] 2.8)

P ws PSP ) '

Si se integra dos veces la ecuacion de Poisson-Boltzmann da como resultado una
expresion para la variacion del potencial afuera de una superficie aislada. La expresion
resultante para el caso de un electrolito simétrico z:iz , de cargas puntuales y sin

correlacion es:

tanr(%{gf)J = tanh(ﬂ%g&)Jexp(—fa) . (2.9)

donde 'es la longitud de Debye definida por:
-2
2
2Pt |- (2.10)

H

e?

-1 _
£ gge kT

El grosor de la doble capa depende del fuerza idnica del electrolito, y ia longitud de
Debye es una medida adecuada de este grosor. De la ecuacion 2.10 es claro que la
longitud de Debye disminuye con ef aumento de la concentracién electrolitica v de la
valencia de los iones, lo cual da como consecuencia un mejor apanﬁall'amiento de la carga

superficial y del potencial de superficie.

2.2.1 Fuerza electroestatica de doble capa entre dos superficies.

Cuando dos superficies con cargas similares se acercan una a a otra en una solucidn
electrolitica, sus dobles capas difusas empiezan a traslaparse, lo que, en el modelo de
Possion-Boltzmann, da origen a una fierza repulsiva de doble capa. Contrario a la
intuicidn, el origen de esta fuerza repulsiva es de cardcter entrdpico (osmotico) no
electrostitico.' La contribucién electrostitica a la fuerza en la doble capa es atractiva,
pero hay que tomar en cuenta que los contraiones no se encuentran en la superficie (de
acuerdo a la fuerza atractiva Coulombica) sino alejados de ella, y de si mismos, debido a
la presion osmotica repulsiva con {a cual incrementan su entropia configuracional. Esta

presién osmotica repuisiva es la que mantiene la doble capa difusa. Entonces, cuando dos
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superficies cargadas se acercan, uno obliga a los contraiones a regresar a la superficie, en
contra de su estado de equilibrio, ie, en contra de la repulsién osmética pero
favoreciendo la interaccidn electrostatica. Sin embargo, dado que la primera dornina esto
da como resultado que la fuerza neta sea repulsiva,

En el plano medio entre dos superficies el potencial electrostatico tiene un minimo v el
campeo eléetrico es cero, lo que significa que los iones en este plano no estdn sujetos a
ninguna fuerza eléctrica. En este plano la fuerza de doble capa puede calcularse a partir
de la presion osmética, fa cual es el resultado de 1a diferencia entre la concentracion de
iones entre las superficies comparada con la concentracién de los iones en el bulto de la

solucion:'
P(D), :kﬂ{me(D% 2o 2.11)

A bajos potenciales superficiales (menores a 25 mV} y para el caso de dos superficies
planas, es posible obtener fa siguiente aproximacion' a partir de la ecuacién anterior:
&y

P= exp_KD {por unidad de area), (2.12}

donde o es la carga superficial de cada superficie. Integrando la ecuacion anterior con

respecto a la distancia, D, obtenemos la energia de interaccion entre dos superficies

planas, Wy
W e .29, exp " (por unidad de 4rea). (2.13)
E 80K

De las ecuaciones anteriores y si se considera que la carga superficial es independiente
de la distancia, se puede observar que a grandes distancias la fuerza de doble capa decae
exponencialmente con respecto a la distancia que separa a las superficies que interactian
y la longitud de decaimiento es igual a la longitud de Debye. La longitud de Debye es una
medida del intervaio de accidn de la fuerza de doble capa. También, se puede observar
que la fuerza de doble capa es siempre repulsiva entre superficies igualmente cargadas a
grandes distancias, mientras que es atractiva entre superficies cargadas opuestamente. Sin
enibargo, si las superficies tienen signo opuesto en su carga y la magnitud de esta carga

superficial zo es la misma, entonces la fuerza serd repulsiva a distancias cortas.
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Para poder calcular la fuerza de doble capa como funcion de la distancia entre las
superficies es necesario conocer primero el potencial en la frontera de la capa difusa. Este
potencial puede calcularse resolviendo la ecuacién de Poisson-Beltzmann por medio de
an procedimiento numérico desarrollado por Chan et al.'* En este método se utilizan dos
condiciones de frontera, de carga constante, donde ringdn ion se puede adsorber o
desorber, y de potencial constante, donde se permiten adsorciones y desorbciones en un
nimero infinito de lugares. En la prictica, lo mds seguro es que tanto el potencial como
las cargas superficiales varien conforme las superficies se acercan. Entonces, 1a fuerza de
doble capa, en realidad, se encuentra entre estos dos limites debido a la regulacion de
carga (interacciones a potencial quimico constante), ver figura 2.1.

La ecuacion de Poisson-Boltzmann modela de una maners muy simple la doble capa
electroestatica, sin embargo, es una aproximacién en el sentido de que no toma en cuenta
las correlaciones entre iones y trata a estos como cargas puntuales. También, se considera
Ia carga superficial distribuida (esparcida) uniformemente y se trata al medio como un
continuo. Por lo tanto, no es adecuada a distancias pequefias, donde la fuerza de doble
capa puede ser més atractiva, debido a que las fuerzas de correlacion entre los iones son
mds importantes, o mas repulsiva, debido a que se vuelve importante el efecto del tamafio
de los iones. Existen nuevos modelos en donde se toman en cuenta estas limitaciones y en
donde al parecer los efectos de correlacién de iones y el efecto de tamafio de iones
tienden a cancelarse en caso de soluciones electroliticas monovalentes.”” Sin embargo,
para el caso de sistemas con iones con alta fuerza ionica o superficies altamente cargadas.
arnbos efectos se vuelven importantes v vuelven al modelo de Poisson-Boltzmann

. . 4,
inapropiado.™'?

"2 Chan, D. Y. C.; Pashley, R. M.; White, L. R. J. Colloid Interface Sci. 1980, 77, 283-
285,

13 Kjetlander, R.; Marcelja, S. J. Phys. Chem. 1986, 90, 1230-1232.

" Guldbrand, L.; Jénsson, B.; Wennerstrom, H.; Linse, P. J. Chent. Phys. 1984, 80, 2221-
2228,

'* Kjeltander, R.; Marcelja, S. Chem. Phys. Lett. 1984, 112, 49-53.
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2.2.2 Fuerza electrostatica de doble capa en soluciones de proteinas.
A grandes distancias, las interacciones entre proteinas adsorbidas en superficies son
generalmente dominadas por la repulsién electrostatica de doble capa. La extension de

esta interaccion esta dominada tanto por la magnitud del potencial en la frontera de la

capa difusa, ‘~I~§°, como por la longitud de apantailamiento y decaimiento, k. La

determinacién de W en soluciones de proteinas es dificil. Las principales dificultades
son Ias siguientes. Primero, al igual que en el caso de las fuerza de van der Waals, ia
presencia de capas de proteinas hace imposible determinar con precisién la localizacién
del plano de origen de la fuerza de doble capa debido a la rugosidad molecular que existe
en fa superficie. En la préctica, se supone que €l plano de carga se encuentra a la distancia
donde las fuerzas de corto alcance, debidas a la compresion de la capa de proteinas, son
dominantes y en donde no es posible aplicar la ecuacidén de Poisson-Boltzmann (ver
figura 2.1). Segundo, cuando proteinas, que son iones muitivalentes de gran tamafio, se
encuentran presentes en una solucidén electrolitica, la utilizacidn de la ecuacion de
Poisson-Boltzmann no es apropiada debido a que no se toman en cuenta los efectos
estericos, de imagen y de correlacion de los iones, por lo que las ecuaciones anteriores
deben modificarse. Sin embargo, calculos heches utilizando modelos tedricos mas
avanzados muesiran que aungue estos efecios tienen una profunda influencia a
separaciones de las superficies pequefias, el decaimiento de la fuerza de doble capa aun
tiene una forma exponencial a grandes separaciones.'®

Los factores que afectan la fuerza ifonica de las soluciones con proteinas son la
concentracién y fa valencia de las proteinas, asi como las del electrolito que se le haya
afiadido a la solucion. La cantidad de electrolito afiadido determinard la magnitud de la
longitud de decaimiento si las concentraciones de este son lo suficientemnente aitas. En
otros casos, las proteinas contribuirdn significativamente a la longitud de decaimiento
medida.'™"* Es importante mencionar que todas las preparaciones de proteinas, excepto
las isoionicas, contienen iones adicionales aparte de los ~OH y H' para balancear los
grupos cargados que se encuentran en estas, Pe ahi la importancia de lievar un control de

todos los iones que vienen con una proteina, especialmente en las muestras comerciales

' Kjellander, R.; Akesson, T.; Jénsson, B.; Marcelja, S. J. Chem. Phys. 1992, 97, 1424,
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las cuales pueden contener significativas cantidades de sales. Otro factor a considerar es
el hecho de que las proteinas también pueden incorporar iones, los cuales alteran la carga
total de la proteina v su influencia sobre la fuerza de doble capa. Por otro lado, las
proteinas pueden asociarse en diferentes formas oligoméricas las cuales afectan el
niémero de especies cargadas y su valencia, y por lo tanto afectan la longitud de
decaimiento.

Ninham y Mitchell'™® desarrollaron un modelo teérico para derivar la longitud de
decaimiento, ', en mezclas de electrolitos simétricos y asimétricos. En este modelo se
considera que la longitud de decaimiento tiene siempre una forma exponencial a grandes
distancias de separacién. Ademds, no se considera el tamafio, ia forma fisica y la
distribucion de cargas en ias superficies de las proteinas, sine que se les considera como
cargas puntuaies y la carga comesponde a la carga neta de la molécula. Estas
aproximaciones se consideran adecuadas debido a que, para proteinas altamente cargadas,
la distribucion de la carga superficial es de poca importancia cuandoe el campo eléetrico
se mide lejos de la superficie cubierta de proteinas y a que la introduccion del tamafio
finito de un ion daré lugar a un termino extra de repulsion (debido a efectos estéricos),
pero solo a distancias pequefias de separacion.

La expresion general para ' en este modelo es:'®

- i 4 I 5 n=1 n 5 1
112 s 2 ZC:'Z; ZC’;Z; - Z Zc,-cjz,-zzj (Zj"zf)l
S P (1000N )" “In 3| ¢ : ’ prffat
° R kTSOé.‘] " y2
Cizf2
- i=1 i
214
1000V 442 & & |
Kal = q ZC:‘Z? 3 (215)

kTepe

i

7 Mitchell, D. J.; Ninkam, B. W. Chem. Phys, Lert. 1978, 53, 397-399,
8 Nylander, T.; Kekicheff, P.; Ninham, B. W. J. Colloid Interface Sci. 1994, /64, 136-
150.
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donde fcfji es la longitud de decaimiento clsica de Debye, dada por la ecuacién 2.15 en
unidades del SI, Ny es el niimero de Avogadro, g es la carga elemental, & es ia constante
de Boltzmann, 7 la temperatura abseluta (K), & es la permitividad del vacio, & es la
constante dieléctrica del bulto de la solucién, n es el nimero de especies ionica, ¢; es la

concentracion de la especie { (mol/}) y 2; es la valencia de la especie i.

Esta ecuacién da valores de la longitud de decaimiento que concuerdan
adecuadamente con o valores encontrados experimentalmente'®'® y que son
substancialmente menores a los obtenidos con la formula para la longitud de Debye
clasica, en donde se menosprecia el efecto de la presencia de ionres multivalentes. Sin
embargo, de las expresiones anteriores se puede observar que la influencia del segundo
término en la expresion para k' disminuye con la disminucién de la asimetria de los
electrolitos y entonces esta expresion se aproxima a ia de la longitud clsica de Debye.
Con fa ecuacién 2.14 y a partir del valor medido experimentalmente de la longitud de
decaimiento es posible medir la carga efectiva neta de fas proteinas en solucién'®. La cual
es .de gran importancia cuando se quieren estimar los efectos de las fuerzas

electroestaticas, la estabilidad coloidal de dispersiones y / o la formacién de geles de

proteinas.

2.2.3 Teoria de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO),

La teoria de Derjaguin-Landau-\fenvey{)verbeckzo‘z‘ (DLVO) es la teoria clisica en
el estudio de sistemas coloidales. En esta se utiliza la aproximacién de Poisson-
Boltzmann para calcular la fuerza repulsiva de doble capa y a la cual se le afiade la fuerza
atractiva de van der Waals. Los resultados obtenidos en mediciones de fuerza
supetficiales en soluciones electroliticas difuidas se describen bien por esta teorfa para un
cierto intervalo de concentraciones y de valencias iénicas. Sin embargo, en algunos casos

la teoria DLVO resulta demasiade simple vy sus predicciones pueden estar sumamente

" Kékicheff, P.; Ninham, B. W, Europhys. Lett, 1990, 12, 471-477.

® Derjaguin, B. V.; Landau, L. Acta Physicochim. URSS 1941, 14, 633-662.

2 Verwey, E. §. W.; Overbeek, J. Th. G. Theory of Stability of Lyophobic Colloids,
Eisevier Amsterdam, 1948.
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alejadas de la realidad. Ademas, la teoria no toma en cuenta los efectos de algunas
fuerzas adicionales que ocurren entre superficies, e.g., las fuerzas de solvatacién, las
fuerzas hidrofdbicas y la fuerzas estéricas.

En esta tesis, las curvas de fuerza obtenidas experimentalmente fueron analizadas
utilizando la teoria de DL VO usando contribuciones aditivas de las fuerzas no retardadas
de van der Waals y la fuerza de deble capa electroestatica. Para calcular la fuerza de
doble capa se utilizo el método numérico de Chan et al.'? (ver apéndice 1), utilizando

tanto las suposiciones de carga constante como de potencial constante.

2.3 Fuerzas de Solvatacién y Estéricas (corto alcance).
Experimentos en una variedad de diferentes sistemas sugieren que existen dos tipos de

fuerzas de solvatacion, La primera, es bastante general vy surge simplemente del tamafio
finito o “geometria” de las moléculas. En la teoria de DLVO se considera al medio o
disolvente liquide como un sisterna continuo sin estructura y a intervalos menores a 2 nm
la teoria predice una fuerza atractiva hasta el punto de contacto (D=0}, pero si se utiliza
un tratamiento mas realista que tome en cuenta especificamente €l tamafio finito de la
moléculas del disolvente, entonces se encontrard que la fuerza que existe entre dos
superficies, particulas o moléculas del soluto deberd ser oscilatoria en un intervalo de
separaciones de unos cuantos didmetros moleculares.’ Esta fuerza oscilatoria {que decae
al aumentar la distancia de separacién) tiene una periedicidad igual al didmetro de las
moléculas del liquido y refleja su tendencia a empacarse en discretas, pero difusas, capas
sobre las superficies. Este ordenamiento de corto alcance ocurre para todes los liquidos
simples entre superficies planas rigidas, y no es un caso excepcional del agua o de una
superficie como mica.' Esta fuerza oscilatoria se espera que siempre sea atractiva en
contacto (D=0). Si las superficies presentan rugosidad o fluidez, e. g superficies
bielégicas, Ia magnitud e intervalo de las oscilaciones se vera reducido y esta fuerza
puede volverse una fuerza monoténica creciente.

El segundo tipo de fuerza es mas dificil de comprender y hasta el momento no hay un

entendimiento adecuado sobre su origen. Esta fuerza se caracteriza por una repulsién de

2 Christenson, H. K.; Yaminsky, V. V. Langmuir1993, 9, 2448-2454.
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corto alcance que decae monotdénicamente (usualmente de manera exponenciat} y que ha
sido encontrada a muy pequefias distancias de separacién (~2 nm) entre superficies
hidrofilicas, e.g.., en mica sumergidas en soluciones con altas concentraciones de
efectrolito,” en silica,™ y en bicapas de tensoactives y de lipidos.”” % Fn el caso de agua
o soluciones acuosas a esta fuerza se le refiere como “fuerza de hidratacion™

Para el caso de soluciones electroliticas en mica, se ha propuesto que la fuerza
repulsiva de “hidratacidn” no es debida al ordenamiente o estructuracién de capas de
agua que se propagan de la superficie, sino a que si se considera el tamafio finito de los
contraiones hidratados que estdn adsorbidos en la superficie esto provoca un
desplazamiento hacia fuera del plano de la carga superficial de unos cuantos angstroms,
lo cual es suficiente para remover la adhesion de van der Waals en contacto v substituiria
por una fuerza repulsiva de corto alcance (1 o 2 nm).”’ Ademas, el tamafio finito de los
iones hidratades, cuando dos superficies se acercan, provoca un aumento en el
componente osmético repulsivo de la fuerza de doble capa debido a los efectos de
volumen excluido ®®

El caso de silica es similar al de la mica pero las causas moleculares son diferentes,
aqui se tiene gue considerar que las superficies de silica son generalmente amorfas, no
son planas, ¥ se ha encontrado que tienen una baja densidad de “filamentos” de silica
molecularmente delgados que sobresalen de la superficie.”” Estos filamentos, al igual que
en ef caso de mica, empujan la repuision de doble capa hacia fuera con respecto 2 la

fuerza atractiva de van der Waals y al mismo tiempo generan una repulsion estérica de

2 Pashley, R. M. J. Colloid Interface Sci. 1981, 80, 153-162. J. Colloid Interface Sci.
1981, 83, 531-545.

% Hom, R. G.; Smith, D. T.; Haller, W. Chem. Phys. Lett. 1989, 162, 404-408.

* Parsegian, V. A.; Fuller, N.; Rand, R. P. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1979, 76, 2750-
2754.

* Marra, J.; Israclachvili, I. N, Biochemistry 1985, 24, 4608-4618,

T Claesson, P. M.; Horn, R. G.; Pashley, R. M. J. Colloid Interface Sci. 1984, 100, 250-
263.
# Shubin, V. E.; Rekicheff, P. /. Colloid Interface Sci. 1993, 155, 108-123.

2 Yler, R. K. The Chemistry of Silica, Wiley, New York, 1979,
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corto alcance. Este mecanismo, propuesto por Frens y Overbeek,” explica
cuantitativamente la repulsién monoténica de corto alcance v la ausencia de adhesion que
s¢ observa en silica.

Para el caso de superficies cubiertas con moiéculas anfifilicas, se sabe que debido a su
naturaleza fluida (dindmica) estas tiene una significativa flexibilidad v movilidad térmica.
Ademas, también se sabe que en la interfase las moléculas se proyectan hacia fuera de
esta y que las cabezas polares de estas pueden cambiar su conformacién. Debido a lo
anterior, Israelachvili y Wennerstrom®' han propuesto que cuande dos superficies
anfifilicas se aproximan una a la otra estos movimientos se ven restringidos, lo que
provoca una disminucidn de la entropia en el sistema que da como resultado una fuerza
monoténicamente repulsiva.

Todos los ejemplos anteriores muestran que estas interacciones de corto alcance son
difictles de separar en sus componentes puros de solvatacion (hidratacion) y estéricos, los
cuales actlan juntos para dar el potencial de interaccion final. Empiricamente se ha
encontrado que Ia repulsién de solvatacion/estérica entre los grupos polares de
tensoactivos y lipidos decae aproximadamente de una manera exponencial con respecto a

la distancia:

F mCexp—% , (2.16)

solv
donde A es la longitud de decaimiento de la fuerza, tipicamente 0.2-0.3 nm y su intervalo
de accidn es de 2-3 nm.

La superficie de las proteinas es muy heterogénea y tanto grupos polares como no
polares estan expuestos a la fase acuosa, por lo que unc no espera que la repulsion debida
a las fuerzas de solvatacion sea de largo alcance. Esto ha sido confirmado cuando se han

11,32

estudiado proteinas pequefias y compactas, " en donde se ha observado que el intervalo

de la fuerza repulsiva de corto alcance es de aproximadamente / #m y en donde existen

* Rrens, G.; Overbeek, J. Th. G. J. Colloid Interface Sci. 1972, 38, 376-387.

3 Israelachvili, J. N.; Wennerstrom, H. J. Phys. Chem. 1992, 520-531. Nature, 1996, 379,
219-225.

32 Claesson, P. M.; Blomberg, E.; Froberg, J. C.; Nylander, T.; Amebrant, T. Adv, Colloid
Interface Sci. 1998, 57, 161.227
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coniribuciones tanto por dehidratacién como por compactacién de las proteinas

adsorbidas.

2.4 Fuerzas Hidrofébicas.
Experimentalmente se ha observado la existencia de una fuerza atractiva de largo

alcance entre diferentes tipos de superficies hidrefébicas y se ha encontrado que tanto la
forma, magnitud e intervalo de accién de esta fuerza cambia con las diferentes formas de
preparacidn de las superficies y de medicién de la fuerza. El origen de esta fuerza es en
estos momentos un tema de gran debate y se han postulado diferentes explicaciones sobre
esta.

Una buena parte del trabajo que se desarrolio en esta tesis fue dedicado a la
preparacion y caracterizacion de una superficie hidrofobica adecuada para ser utilizada en
el aparato de fuerzas de superficie y a la cual se le pudieran adsorber diferentes tipos de
proteinas. En el capitulo 4 de esta tesis se da una mayor introduccién al tema y se
preseptan los resultados obtenidos con la superficie hidrofdbica que se prepard. Estos
resuftados son un avance en la comprensién del problema, sin embargo, dada la
complejidad de este, aun queda mucho trabajo e investigacion por hacer para lograr dar
una conclusién definitiva sobre las superficies hidrofébicas y las fuerzas que existen entre
ellas.

Cuando se considera la interaccién enire superficies cubiertas con proteinas, y dado
que estas no suelen exponer grandes regiones hidrofébicas, no se espera que estas
presenten una fuerza atractiva de largo alcance similar a ia que se observa entre
superficies homogéneamente hidrofobicas. Esto ha sido confirmado experimentalmente

%2 como en el trabajo desarrollado en esta tesis. Sin embargo, a

en ofras investigaciones
separaciones pequefias entre las superficies la fuerza hidrofébica pueden ser importante

para la magnitud de la fuerza de adhesion de las proteinas a la superficie.

2.5 Fuerzas Estéricas (Tipo cepillo polimérico).
La presencia de polimeros en una superficie da lugar a nuevas fuerzas que pueden ser

atractivas o repulsivas. Si se tienen dos superficies cubiertas con un polimero de larga

cadena las interacciones entre las superficies no se dan directamente sino a través de los
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segmentos poliméricos flexibles y méviles que se proyectan desde la superficie. Si el
polimerc esta firmemente unido a la superficie y el cubrimiento superficial es grande lo
que se espera, cuando estas superficies se aproximen, €s una repulsion estérica de largo
alcance. Al acercar las superficies la densidad de segmentos del polimero entre eilas
aumentara to que resulta en un mayor nimero de contactos entre segmentos y una perdida
de la entropia conformacional de las cadenas poliméricas. Esta perdida de entropia
conformacional siempre resulta en una contribucién repulsiva a [a fuerza la cual domina a
pequefias separaciones. Sin embargo, el aumento en el numero de contactos entre
segmentos puede dar origen a una coniribucion a la fuerza tanto atractiva como repulsiva.
Esta situacion es usualmente discutida en términos de la “calidad” del disoivente. Si fas
condiciones dei disolvente son suficientemente pobres, i.e., cuando las interacciones de
los segmentos son mas favorables comparadas con las de los segmentos y el disolvente,
entonces la interaccidn de largo alcance puede ser atractiva, mientras que de otra manera
es repulsiva,

Cuando las superficies no estdn completamente cubiertas de polimero puede ocurrir
upa fuerza atractiva debida a un “puente” (bridging) entre las superficies. Esto ocurre
cuando los polimeros adsorbidos en una superficie tienen segmentos que sienten una
fuerza atractiva por la otra superficie. Para polimeros no cargados esto usualmente
significa que el polimero debe estar unido a las dos superficies. Sin embargo, en el caso
de polieléctrolitos que experimentan una fuerza atractiva electroestatica de largo alcance
por la superficie, es suficiente con estar cerca, pero no necesariamente unido, a ambas
superficies para provocar una atraccién.” Un caso extremo de una atraccion por puente
es cuando una superficie cubierta con un polimero se acerca hacia una superficie que no
se encuentra cubierta de un polimero. En este caso la fuerza de largo alcance serd
atractiva siempre y cuando los segmentos terigan una suficiente afinidad por la superficie.
Esta afinidad puede surgir de las interacciones hidrofObicas entre los segmentos de los
polimeros y la superficie, de las interacciones electroestiticas o de interacciones

especificas.

3 Akesson, T.; Woodward, C. E.; Jonsson, B. J. Chem. Phys. 1989, 9/, 2461,
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Proteinas con una estructura flexible no globular v que se encuentren adsorbidas en
una superficie suelen interactuar entre ellas a través de fuerzas de tipo poliméricas.

Ejemplos, de ello son proteinas como la mucina,” la sulfato de proteoheparina®® y la B-

caseina.
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Figura 2,1. Ajuste de una curva de fuerza de acuerdo a 3a teorta DEVO. El origen de la fuerza se tomé a 40
A, en donde se encuentra la capa de proteinas que da lugar a una pared repulsiva. La curva de linea
continua s ¢l ajuste de DLVO a condiciones de carga constante v iz de linea punteada es ¢l ajuste a

condiciones de posencial constante.

* Malmsten, M.; Blomberg, E.; Claesson, P. M.; Carlstedt, I, Ljusegren, I. J. Colloid
Interface Sci. 1992, 151, 579.

35 Malmsten, M.; Claesson, P. M.; Siegel, G. Langmuir, 1994, [0, 1274-1280.

*% Wahlgren, M.; Nylander, T. Langmuir 1997, 13, 6219-6225.
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3.- Técnicas Experimentales.

En este capitulo se describen brevemente las diferentes técnicas experimentales que se
utitizaron para realizar esta tesis. El aparato de fuerzas de superficie se utilizd para estudiar
y cuantificar la fuerza existente entre dos superficies (mica) cubiertas con una monocapa
hidrofébica, proteinas o un lipido. Peliculas de Langmuir- Blodgett de octadeciitrietoxi
silano (OTE) se utilizaron para modificar a la mica y volveria hidrofobica. El microscopio
de angulo de Brewster fue utilizado para visualizar y caracterizar a la monocapa de OTE en
la interfase aire-agua. El microscopio de fuerza atdmica fue utilizado para caracterizar la
monocapa de OTE al depositaria en mica, asi como también para visualizar 1a adsorcion de
proteinas tanto en mica como en mica hidrofdbica. Finalmente, una téenica elipsométrica
fue utilizada para cuantificar la cantidad adsorbida de proteina, o de un lipido, sobre mica o

mica-hidrofébica.

3.1 El Aparato de Fuerzas de Superficie (AFS).

La medicidn de las fuerzas de interaccidn se realizaron utilizando un aparato de fuerzas
de superficie {AFS), el cual es un instruménto capaz de medir de una manera precisa tanto
la separacion entre las superficies como su interaccidén, Con el AFS es posible medir la
fuerza como funcién de la distancia, desde varios micrémetros hasta contacto molecular,
tanto en medios liguidos como en vapores. También es posible medir el indice de
refraccion del medio, asi como estudiar fendmenos en peliculas delgadas como son
adsorcion en las superficies a partir del medio, condensacidn capilar, friccién, viscosidad,
adhesion y deformaciones superficiales debidas a las fuerzas de interaccidon. Por peliculas
delgadas se entiende cualquier medio transparente como puede ser una pelicula de un
liquido, una monocapa, una membrana delgada, etc.

Las primeras versiones de un AFS fueron realizadas por Tabor y Winterton' y por

- 2, . . s
Israclachvili y Tabor™ para medir las fuerzas de van der Waals entre superficies en aire o

! Tabor, D.; Winterton, R. H. S. Proc. R. Soc. Lond. A 1969, 312, 435-450.
*Israetachvili, J. N.; Tabor, D. Proc. R. Soc. Lond. A 1972, 331, 19-38.
* Israelachvili, J. N.; Tabor, D. Prog. Surf. Membr. Sci. 1973, 7, 1-55.
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vacio. Posteriormente Israelachvili y Adams® construyeron el AFS Mk II, cuyas
modificaciones permitieron la medicién de fuerzas tanto en ambientes liquidos como en
vapores. En esta tesis se utilizé un AFS modelo Mark IV desarroliado por Parker,
Christenson y Ninham,® ef cual es una version més avanzada y mejorada del modelo Mk IL.
Nuevas versiones y modificaciones han sido realizadas por Israclachvili y McGuiggan®
(Mk HI), por Parker y Stewart’® (un AFS con un transductor piezoetéetrico, un “bimorph”,
como Sensor) y por Stewart’ (un AFS con un capacitor como sensor). Otras téenicas para

medir fuerzas superficiales se pueden encontrar en una revision de Claesson et al.”’.

3.1.1 AFS Mk IV,

A continuacién se da una descripcion general del AFS Mk IV junto con algunos
aspeetos de una medicidn de las interacciones de superficie utilizando el AFS, Un esquema
del aparato se encuentra en la figura 3.1.

Inicialmente las superficies a usar, generalmente mica, son parcialmente convertidas en
un espejo mediante la evaporacion en vacio de plata (~ 500 4 de espesor) sobre uno de sus
lados, con el fin de desarrollar una cavidad dptica. La mica es ideal para las mediciones de
fuerzas en superficies debido a que es molecularmente plana, transparente, quimicamente
inerte y ademas flexible, Después de la evaporacidn los pedazos de mica se pegan {con la
parte plateada hacia abajo, i.e., fuera de la zona de experimentacién) sobre discos opticos
cilindricos de silice gue tienen un radio de 1-2 cm. En las secciones 3.1.4 y 3.1.5 se da una
mayor descripcion sobre la preparacidn de las supetficies y sobre como se pegan en los

discos de silice.

4 Israelachvili, J. N.; Adams, G. E. J. Chem. Soc. Faraday Trans. I, 1978, 74, 975-1001.

3 Parker, J. L.; Christenson, H, K.; Ninham, B. W. Rev. Sci. Instrum. 1989, 60, 3135-3138.
® Israelachvili, J. N.; McGuiggan P. M. J. Mater. Res. 1996, 5, 2223-2231.

" Parker J. L. Langmuir 1992, 8, 551-556.

¥, Stewart A. M; Parker J. L Rev. Sci. Instrum. 1992, 63, 5626.

? Stewart, A, M. Meas. Sci. Technol. 2000, [/, 298-304.

10 Claesson, P. M; Ederth, T.; Bergeron, V.; Rutland, M. W. Adv. Colloid. Interface Sei,
1996, 67, 119-183,
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Posterior al pegado de las superficies en los discos, estos son colocados deniro del AFS
con sus ¢jes de manera perpendicular uno con respecto al otro, lo que da una configuracion
cilindrica cruzada, ver figura 3.1. Uno de los discos de silice, el superior, es rigidamente
colocado en un cristal piezoeléctrico, y el otro, el inferior, es colocado al final de un
sensible y sofisticado resorte, un resorte de doble viga volada (“en cantiliver’), que da un
movimiento iineal, en la direccidn vertical, de la superficie suspendida mientras el resorte
se flexiona. El resorte es generalmente construido con dos vigas para minimizar las
flexiones laterales.

La configuracion cilindrica cruzada tiene como ventajas el evitar los problemas de una
alineacidén precisa y los efectos de los bordes que podrian ocusrir si se utilizaran dos
superficies planas. También si el punto de contacto se llega a contaminar es posible
encontrar nuevas posiciones de contacto en las mismas superficies. Para lograrlo se separan
las superficies y se mueve la superficie superior primero en la direccién del eje de uno de
los cilindros y después en ia del otro (es decir, manteniendo la configuracidn cilindrica
cruzada) y de esta manera zonas previamente no investigadas pueden llevarse & contacto, El
drea de contacto es generalmente de 40 a /00 pm en didmetro, dependiendo del radio de
curvatura de las superficies. Ademds, el arregle es conveniente para comparar el
experimento v la teorfa, va que la aproximacién de Derjaguin puede utilizarse para
refacionar ta fuerza medida entre dos superficies curvadas con la energia de interaccidn
entre dos superficies planas. En la seccion 3.1.3 se explica con mds detalle esta
aproximacion.

La separacidn entre las superficies es controlada por tres diferentes mecanismos con una
precision final cercana a / A.° La superficie que se encuentra en et resorte es posible
moverla hacia arriba o abajo mediante dos motores que se encuentran unidos al resorte por
medio de un eje que atraviesa un diafragma. El primero, es un motor burdo unido a un
micrémetro con un intervalo de movimiento de un centimetro que permite colocar a la
superficies en un intervalo de separacién de unos /0 nandémetros.” El segundo es un motor
de control medio con un iatervaio de 15 pm que tiene reducido su movimiento mediante el
uso de un resorte diferencial. Con este resorte diferencial se logra pasar el movimiento del
eje de una micra a un nanémetro de desplazamiento de la superficie.” Finalmente, un cristal

piczoeléctrico es utilizado para lograr los ajustes finos en ta separacidn de las superficies;
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los cuales son del orden de un dngstrom en un intervalo de /.2 um.” El cristal piezoeléctrico
tiene la forma de un tubo en cuyo extremo se coloca en el centro la superficie superior. Este
cristal se expande o conirae linealmente, solo de manera vertical, al aplicar o quitar una
diferencia de potencial eléctrico de manera radial a través de sus paredes cilindricas.

La distancia entre las dos superficies es determinada interferometricamente a través de la
cavidad dptica formada por las superficies, con una resolucién de aproximadamente 2 4
utilizando anillos de orden cromaético equivalente (A. O. C.E. 0 F, E. C. O por sus siglas en
ingles) v las fuerzas son determinadas a partir de la deflexion del resorte, con una
sensibilidad de 70”7 N. En las secciones 3.1.2 y 3.1.3 respectivamente, se explica con més
detalle tanto la téenica interferométrica como el proceso para el calculo de las fuerzas.

Las mediciones en el AFS pueden ser realizadas con las superficies sumergidas
compietamente en un liquido (40 y 400 ml) o a través de una gota (~ 0.2-0.5 ml) que se.
encuentre entre las superficies. El método de [a gota es generalmente empleado cuando el
liguido a usar no se tiene en cantidades suficientes o tiene un costo elevado. El aparato
consta de varias puertos o entradas con los cuales es posibie inyectar liquidos tanto en la
camara del aparato como entre las superficies, ingresar pequefios recipientes con sales o
liquidos para controlar la presion de vapor, y también introducir nitrdégeno de ultra alta
pureza para secar © reducir la humedad dentro de la cdmara del aparato, La termnperatura del
sistema debe ser controlada (+ 0./ °C} calentando el aparato o controlando la temperatura

del cuarto en el que se encuentre este."!

" Surface Force Apparatus. User's Manual, Anuthec Pty Ltd., Canberra, Australia, 1993.
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3.1.2 Ciélculo de la separacion entre las superficies.

La distancia de separacidon entre las superficies puede determinarse con una alta
resolucién por medio del uso de interferometria de haz miltiple. La teoria original se debe 2
Tolansky'? y es descrita en detalle para el caso de ia técnica del AFS por Israelachvili."”

La capa de plata, las superficies de mica y el medio entre las superficies forman un
interferdmetro simétrico de tres capas. Cuando luz blanca es dirigida de manera normal a
las superficies, esta atraviesa el disco de silice inferior del AFS y al llegar al disco superior
se producen multiptes reflexiones entre las capas de plata que se encuentra en la parte
posterior de la micas. Solamente ciertas longitudes de onda, que interfieren
constructivamente, logran pasar a través del disco superior. La luz que emerge a través de
este disco es dirigida a un espectrometro donde las diferentes longitudes de onda son
separadas y aparecen como un espectro de anillos, “anillos de orden cromatico
equivalente”, que aparecen a una longitud de onda de interferencia en particular para cada
orden de anillo, n. El orden del anilio u orden de interferencia, n, es igual al nimero de
antinodos en la onda de luz resultante formada por la interferencia constructiva de las
longitudes de onda de la luz incidente. La forma de estos anillos es parabdlica debido a la
configuracién cruzada cilindrica en que la que se encuentran las superficies, sino fuera este
el caso, se veria solo un espectro de lineas, ver figura 3.2.

La posicién de los anillos en el espectro se mide utilizando una linea vertical de una
reticula movible que se encuentra en el plane focal de un ocular. La longitud de onda de los
aniilos se determina por comparacién con las lineas de emision de una lampara de
mercurio. Si tenemos en contacto dos superficies de mica, el primer anillo de interferencia

con el orden mas bajo, n=1, aparece a A =4y, T, donde tinicq €5 el indice de refraccién

¢

de ia mica a la longitud de onda de interferencia A, y T es el espesor de una de las

n?

superficies de mica en el interferémetro. El siguiente anillo (n = 2) aparece a una longitud

de onda més corta, A} =24, T,y eln-esimoanilloa 1 =(4/n)p,,.T.

2 Tolansky, S., Multiple-beam Interferometry of Surfaces and Films, Oxford University
Press, London, 1949.
" 1sraelachvili, . N. J. Colloid Interface Sci. 1973, 44, 259-272.
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Si se separan las superficies una distancia, D, los anilios de interferencia se mueven, en
la direccién horizontal dentro del espectrémetro, hacia longitudes de onda mayores, ]Lf,
dado que el camino optico dentro del interferometro ha aumentado. El cambio en longitud
de onda dependerd del indice de refraccion del medio que exista entre fas superficies de

mica, y puede demostrarse que la nueva separacion y este indice de refraccién puede

TTISSCON | s
FALLA DE ORIGEN




calcularse simultaneamente a partir de la relacion entre las longitudes de onda, Ai, en

contacto D= 0, y la nueva longitud de onda de interferencia, A‘: por la ecuacion:

2psen[w(1- 4 /M) (1= 2] 4, )]
(L+p®)cos[x (1= A /A7) (A= X[ )] (0* - 1)

tan(2704,,,,0f 37 ) = NERY

donde el signo + se toma cuando » es impar y ~ cuando nes par, Y., ¥V HUmedio €3 €l indice

de refraccion de la mica y del medio respectivamente a A,y w =g, [y, Un aspecto
a considerar es que en la interfase entre la plata y la mica existe un cambio de fase en la
onda elecfromagnética que actha incrementando la longitud del camino dptico. Para
corregir esto, se puede utilizar un factor de correccion para ¢l cambio de longitud de onda y

que en el caso de mediciones alrededor de 5500 4 es: F, =1.024 +1fn .

Si la. distancia entre las superficies es menor a ~ 300 A 1a ecuacion de arriba puede
simplificarse por un desarrollo en serie. La aproximacion da como resultado;
nF (A2 - &)2u,,., » para n impar 62

nﬁ:l ()LND - )L: )Mml'calzpiedio ? para n pa’r v

La precisién de estas ecuaciones a diferentes separaciones depende de la diferencia entre
et indice de refraccion de la mica y del medio. Es aparente, en una primera aproximacion,
gue los anillos par (n par) son dependientes del indice de refraccion del medio que separa
gcuacion 3.1, sea posible calcular al mismo tiempo tanto la separacidn de las superficies
como el indice de refraccién. En muchos casos el indice de refraccion del medio en bulto es
conocido por medio de otras técnicas, o que facilita los calculos, pero el método de todas
maneras puede utilizarse para calcular los cambios en el indice de refraccion a distancias
pequefias debido a un ordenamiento o adsorcién de material en las superficies, Una
ecuacion aproximada parz el indice de refraccion a separaciones pequefias se obtiene si
combinamos las dos ecuaciones anteriores para el caso de dos anillos consecutives, uno

nomn, A, y uno par, n-1. 13



_ (’]‘ﬁ-a - A:-;X” - I)F..-I
H ’”‘“J (/15) _ ’l?;)”F.n Horica - (33)

La diferencia en forma de los anilios non y par se puede explicar, en una primera
aproximacidn, por la ecuaciones simplificadas anteriores. A la misma separacion, D, el

cambio de posicidn de un anillo non es proporcional a u,,,/#F, , mientras que el cambio
en un anillo par es menor (i 4., Hmica) ¥ proporcional a 2, [(n-1F, u,... Como

resultado, los anitlos non aparecerdn mds angostos en su “punta” que los pares (ver Figura
3.2). Esta diferencia en la forma es mas pronunciada conforme mayor sea la diferencia
entre los indices de refraccién de la mica y el medio. Cuando esta diferencia es pequetia, o
la separacidn entre las superficies muy grande, ambos anillos parecen idénticos.

En gereral en las mediciones de la distancia de separacion entre las superficies y los
valores de longitud de onda en contacto, D = 9, se utiliza un anillo non. Esto debido a que
{a posicion de los anillos non depende menos del indice de refraccion, y que son mas ficiles
de enfocar en un fondo oscure. Los cilculos anteriores pueden extenderse para el caso de
puntos de contacto entre capas adsorbidas con indices de refraccion diferente al de la mica.

La resolucidn en la separacion de las superficies depende del grosor de la mica
(generalmente / a 2 4 para un grosor de ~ 2 um, ver seccidn 3.1.4), mientras que la
resolucion en la direccidn radial, f.e, en la direccién horizontal de ias superficies, depende
de la magnificacion del lente def microscopio con el que se colecta vy enfoca la luz que
emerge del AFS, combinado con la distancia de las superficies al espectrémetro. En la
mayoria de los experimentos se utiliza un lente 5x, lo que da un factor de magnificacion de
S =25 veces en el ocular del espectrometro. La magnificacién puede ser medida enfocando
una escala de calibracion en la posicidn de las superficies y comparandola con la reticula
que se encuentra en el ocular del espectrometro, "

Las ecuaciones de arriba suponen que la placas dei interferdmetro consisten de un rmedio
isotrdpico. Sin embargo, la mica es opticamente anisotrdpica (birefrigente) v los anillos de
interferencia aparecen dobles para cada orden de anillo en el espectro, daéo'que dos

diferentes caminos dpticos para la luz de interferencia surgen de la estructura de la mica. El

" Ruths, M., Tesis de la Universidad de California, Santa Barbara, CA, EU, 1996.
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anille que surge del menor indice de refraccion de la mica se le llama 2y el otro, que
aparece a una longitud de onda mayor, ».

Informacion importante sobre las interacciones de las superficies a través de un medio
(por ¢jemplo, ia adhesién) se pueden deducir no solo por medio de la curvas de fuerza,
sino también, por la forma de los aniflos de interferencia, los cuales semejan la forma actual
de las superficies deformadas y el espacio que existe entre ellas.'” Deformaciones debidas
al confinamiento ¢ flujo de material se observan comuinmente. Otro ejemplo de la
aplicacidn de los anillos de interferencia es en ef estudio de los cambios en el tiempo de la
rugosidad de las superficies.'® También es posible estudiar la orientacién de materiales
birefrigentes confinados entre las superficies al observar los efectos que tienen estos en los
anillos de interferencia.'” Recientemente Heuberger, Luengo e Israclachvili'™ demostraron
como la interferometria de haz mditiple puede utilizarse para obtener informacion
topografica de las superficies en el AFS con una resolucién nanométrica. También,
demostraron la influencia que varios pardmetros, como son el indice de refraccidn, el
grosor v asimetria de las capas, la reflectividad del espejo de plata, v las caracteristicas
topograficas, tienen sobre las propiedades de los aniltos en cuanto a su visibilidad, posicién

y forma.

3.1.3 Medicion de fuerzas.
* Las fuerzas son medidas como funcion de la distancia mientras se acercan o se separan
las superficies. Como ya se comentd, en un AFS una de las superficies se encuentra
montada en un soporte rigido {en un cristal piezoeléctrico), y la ofra se encuentra
suspendida en un sensible y sofisticado resorte. La fuerza entre las superficies es
determinada por la deflexion de este resorte. La maxima deflexidn durante el curso de una

medicion puede ser de /-2 um,

" Horn, R. G.; Israelachvili, J. N.; Pribac, F. J. Colloid Interfuce Sci, 1987, 115, 480-492,
' Levins, J. M.; Vanderlick, T. K. J. Phys. Chem. 1992, 96, 10405-10411.

' Rabinowitz, P. J. Opt. Soc. Am. A4 1995, 12, 1593-1601.

' Heuberger, M.; Luengo, G.; Israetachvili, J. N. Langmuir 1997, 13, 3839-3848.
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La distancia entre las dos superficies se varia de una manera precisa utilizando la
expansién, o contraccion, del cristal piezoeiéetrico provocada por un cambio en el voltaje
que se le aplica a este. Durante una medicién de fuerzas, inicialmente se registra el cambio
en a separacion de las superficies 4D {que se mide utilizando los anillos de interferencia)
con respecto al cambio en el voltaje aplicado AV para calibrar la distancia que se mueven
las suﬁerﬁcies en cada paso de acercamiento o separacidn. El movimiento del cristal
piezoeléctrico es calibrado a grandes distancias de separacidn entre las superficies, donde
no existen fuerzas, En general la calibracion se realiza entre los 2000-3000 4, aunque o
anterior puede cambiar dependiendo del sistema ya que algunas veces, como es el caso de
polimeros, es necesario realizar la calibracién a més de 5000 4. Durante el procedimiento
de calibracién, se supone que la expansién del cristal piezoeléctrico es lineal con respecto
al cambio del voltaje aplicado.

Al acercar las superficies en pasos calibrados, AD e » cualquier desviacién de esta
calibracion, ADuedgiws . indica uma deflexidn del resorte y por lo tanto que una fuerza
repulsiva o afractiva se encuentra actuando enire las superficies a esa distancia en
particular, ver figura 3.3. Si la constante del resorte es conocida la diferencia entre las

fuerzas entre el punto inicial y final puede calcularse usando 1a ley de Hooke:
AF =k (ADC(J«'ibmdo - ADmudid’o) . {34)

La sensibilidad en la medicion de las fuerzas, que depende de la constante del resorte v
de la precisién en la medicion de la distancia, es del orden de F= /077 N en los experimentos
realizados en esta tesis. Esta constante se mide al finalizar cada experimento colocando
pequefias pesas sobre la superficie en el resorte y midiendo la deflexién por medio de un
microscopio.

Para lograr comparar {os resultados de diferentes experimentos (o de diferentes puntos
de contacto entre las mismas superficies} la fuerza medida se normaliza por el radio de
curvatura de ias superficies en contacto. La geometria de dos cilindros cruzados cercanos a

contacto corresponde geométricamente a la de una esfera cercana a una superficie plana.
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Figura 3.3. $i la superficie superior se mueve hacia la de abajo hasta x = D, provoca que la superficie

inferior, si existe una fuerza, se mueva hacia'x = D, — D, i.e., la deflexién del resorte es (D - D),

En la practica, uno mide el radic en dos direcciones perpendiculares, R; y Rz, para tomay

en cuenta cualquier elipticidad de 1a zona de contacto, y se utiliza el promedio geométrico

R =R R, )l’! 2 para normalizar la fuerza medida. El radio, en cada direccion, se obtiene
facilmente a través de ia forma de los anillos de interferencia cuando las superficies estan
cercanas a contacto y es:
R, =Lt—/—f—)2- 3.5)
8AD

donde x es el ancho de un anillo, el que se utiliza para medir la fuerza, a una distancia AD &
partir de la punta de este aniilo y f'es la magnificacion del sistema 6ptico (ver Figura 3.4).
Para cambiar la direccién y medir el radio en la direccién perpendicular, se introduce un
prisma que cambia el haz de luz colectado del AFS en 90° antes de ser transmitido al
espectrdmetro.

Como se menciond antes, la fuerza normalizada experimentalmente obtenida entre dos
superficies curvadas como funcién de la distancia de separacién, F.{D)/R, puede ser

directarmnente relacionada con fa energia de interaccién entre dos superficies planas, WP(D)

(la cual es usualmente mas facil de derivar tedricamente), si aplicamos la aproximacion de
Derjaguin.'®?® En esta aproximacién, se considera que cuando el intervalo de interaccion
entre dos cuerpos curvados es tal que los dos cuerpos no interactiian significativamente

hasta que iz distancia de méximo acercamiento es muy pequefia comparada con el radio de

" Derjaguin, B. V. Kolloid Z. 1934, 69, 155-164.
® White, L. R J. Colloid Interface Sci. 1983, 95, 286-288.
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curvatura de los cuerpos, entonces la energla de interaccion entre estos cuerpos curvados

puede obtenerse de la correspondiente energia de interaccion por unidad de drea de dos

_4/

superficies planas paralelas,

Figura 3.4, Medicidn de! radio de curvatura de las superficies a partir de los anillos de interferencia.

Para el caso de dos superficies cilindricas cruzadas perpendicularmente (que es
equivalente a una esfera cercana a una superficie plana), utilizando la aproximacién

Derjaguin y de acuerdo a la definicidn de fuerza ejercida de un cuerpo a otro, se obtiene:

1"2%9) —2,(0) (3.6)

La aproximacién es valida para cualquier tipo de energia de interaccidn, siempre y
cuando, como se menciond antes, el intervalo de interaccién y la separacion de las
superficies sean mucho mas pequefios que el radio de curvatura de las superficies. Esta
condicidén se cumple en el AFS pues el radio de los discos cilindricos de silice es de
aproximadamente 2 cm vy el intervalo de interaccidn, en general, es menor a /00 nm. Sin

embargo, Parker y Attard,”' demostraron que cuando las fuerzas que se ejercen sobre las

2 parker, J. L.; Attard, P. J. Phys. Chem. 1992, 96, 10398-10405.
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superficies provocan grandes deformaciones en estas, no es apropiade utilizar la
aproximacién de Derjaguin dado que en esta se considera al radio de curvatura sin
deformaciones. Para el caso de superficies de mica soportadas en pegamento estas
deformaciones se pueden ver ficilmente para valores de F.(D)/R que exceden
aproximadamente /0 mN/m (basado en un radio de curvatura sin deformaciones), estos
valores de fuerza nunca fueron excedidos en los experimentos realizados en esta tesis.

En una curva de fuerza, que describa la interaccién enire las superficies, pueden existir
regiones donde la derivada de la fuerza con respecto a la distancia sea mayor que ia
constante del resorte. Estas regiones son inaccesibles para la téenica que describimos, v en
upa distancia de separacién de las superficies donde AF(D)SD>k existird una
inestabilidad mecanica donde la superficie montada en el resorte brincara hacia o de la otra
superficie a la siguiente regidn estable, af acercar o separar respectivamente las superficies,
Un resorte méas débil, con una constante mds baja, da una mayor sensibilidad al medir
fuerzas, pero a expensas de mayores regiones “inaccesibles”. Mediciones mas precisas
dentro de estas regiones se pueden lograr cambiando la constante del resorte, de tal manera
que la inestabilidad ocuira en otro punto a lo largo de la curva de fuerza. Un accesorio del
AFS es un resorte con constante variable, en éste su rigidez puede ser convenientemente
cambiada en varios ordenes de magnitud durante un experimento al mover una abrazadera
que se encuentra a la lo largo de un resorte débil (esto sin la necesidad de abrir el
instrumento), Para mediciones de fuerzas en aire y en liquidos con baja viscosidad, la
constante del resorte usualmente se escoge en el intervalo de 50 — 200 N/m.

Cuando las superficies se encuentran en contacto adhesivo, es posible calcular la fuerza
de adhesién, F(0), normalizada por el radio de curvatura, R, separando las superficies. La

fuerza requerida para separar las superficies se calcula por medio de la siguiente ecuacion:

) 3.7

donde % es la constante dei resorte v F(D) es la fuerza a la distancia D; a la cual lag

supetficies brincaron al separarlas,
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Los principales errores en la medicién de fuerzas con el AFS surgen principalmente de
la deriva (“drift™} instrumental, que evita que las superficies se mantengan a una distancia
en equitibrio durante una medicién, de la detenminacidn de 1a constante del resorte v de la

determinacién de! radio de curvatura.”

3.1.4 Preparacion de las superficies de mica.

El substrato mas utilizado en la medicion de fuerzas superficiales es mica (mica

muscovita). Otros substratos que se han usilizado son silica,”**® alumina®® o nitruro de
silicio” v algunos metales como péata,253 platino® y oro.*®**" En esta tesis se uso como

substrato mica.

2 Zich, M.; Heuberger M., Langmuir 2000, 16, 7309-7314.

* Hom, R. G.; Smith, D. T.; Haller, W. Chem. 