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RESUMEN

En esta tesis se estudian tres cristales liquidos lidtropos nemdticos a base de cloruro de
tetradeciltrimetil amonio (TTAC), bromuro de tetradeciltrimetil amonio (TTAB) y dodecil
sulfato de sodio (SDS). Las principales técnicas utilizadas son espectroscopia de resonan-
cia magnética nuclear de deuterio, dado que los agregados de las [ases nematicas tienen
la capacidad de orientarse en un campo magnético posibilitando la aparicién de desdo-
blamientos cuadrupolares (Av,), y dindmica molecular, que demostro ser una herramienta
muy atil para la interpretacion de resultados experimentales y obtencién de propiedades
no observables. Estas fases son novedosas por poseer fosfolipidos de ori gen natural, ha-
ciéndolas mas aptas como miméticos de membrana.

El estudio de estas fases, se centré en como el cambio en la concentracion de sus com-
ponentes afecta las propiedades fisicoquimicas de los agregados que forman estos siste-
mas. En la fase con TTAC, se registré un interesante aumento de viscosidad con el aumento
en el contenido de TTAC. Se demostré que este fendmeno estaba relacionado a un cambio
de simetria, pasando de nemdtica mono-axial a nemdtica bi-axial, lo que también ocurre
en las fases de TTAB y SDS, preservando la estructura de bicapa. Este cambio estructural
de los agregados de TTAC estd determinado por la densidad de carga superficial de los
mismos. También s¢ determiné que los cambios en Av, de los deuterios de las cadenas
de SDS-d»s, no necesariamente se deben a cambios en la dindmica interna del agrega-
do, también pueden ser debidos a fluctuaciones orientacionales dadas por vibraciones del
agregado.

Por dltimo se estudio la interaccién de L-DOPA, molécula mas ampliamente utiliza-
da para el tratamiento del Parkinson, con los agregados de la fase SDS y TTAC, como
miméticos de membrana. En la fase SDS se hizo inviable el estudio pues L-DOPA induce

la aparicién de dos fases. En la fase TTAC se determiné que L-DOPA no interactia con el
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agregado, manteniéndose en el dominio isétropo del solvente.

ABSTRACT

In this thesis three nematic lyotropic liquid crystals, based on tetradecyltrimethyl am-
monium chloride (TTAC), tetradecyltrimethyl ammonium bromide (TTAB) and sodium
dodecyl sulphate (SDS) are studied. The main used techniques are NMR of deuterium,
since the aggregates of nematic phases spontaneously orient in magnetic fields enabling
the emergence of quadrupole splittings, and molecular dynamics, which has proved to be
very useful for the interpretation of experimental results and for obtaining unobservable
properties. These phases are novel by containing natural phospholipids.

The study of these phases, was centered in how changes in composition affect physi-
cochemical properties of the aggregates that form these systems. In the TTAC phase, an
interesting viscosity increase by augmeting the TTAC content was registered. This pheno-

renon, also observed in TTAB and SDS, appears to be related to a phase change, from
nematic mono-axial to nematic bi-axial. This geometric change in TTAC is closely related
to the surface charge density. It was also determined that the changes in the quadrupole
splittings of deuterium, from SDS-d»s, is not necessarily due to changes in the internal
dynamics of the aggregate, rather they may have their origin in orientational fluctuations,
given by vibrations of the aggregate.

Finally, we study the interaction of L-DOPA, molecule most widely used for the treat-
ment of Parkinson’s desease, with aggregates forming SDS and TTAC phases, used as
membrane mimetics. The study in SDS phase was non-viable because L-DOPA induces
the appearance of two phases, and from the study in the TTAC phase we determined that
L-DOPA does not interact with the aggregate forming this mesophase, remaining in the

1sotropic domain.



Capitulo 1

Introduccion

Todo organismo viviente estd compuesto de células que mantienen su organizacion
morfofuncional gracias a una membrana que Ias delimita. Ademds, células eucariontes
presentan en su interior organelos que también se delimitan por membranas. La superficie
total de las membranas internas de una célula eucarionte es de 7000 wm? [1], aproximada-
mente 10 veces la superficie de la membrana citoplasmatica, dilucidando la importancia
del rol de las membranas biolégicas en la vida [2]. Basicamente estas membranas permi-
ten a los seres vivos compartimentalizar funciones y mantener una diferencia de potencial
electroquimico entre el medio interno y el externo, lo que constituye la fuerza impulsora
de procesos fuera del equilibrio.

Todas estas membranas celulares tienen una estructura comun de bicapa, formada por
fosfolipidos. En estas bicapas van inmersas una extensa variedad de moléculas, como co-
lesterol, protefnas y aziicares, conformandose asi el llamado mosaico fluido. La compo-
sicion lipidica de las membranas celulares varia de acuerdo al tipo celular, organelos y
organismos [3]. Incluso la composicidn lipidica puede variar entre ambas monocapas de
una misma membrana y, mds aun, dentro de una misma monocopa (balsas lipidicas) [4].
El contenido proteico de las membranas es variable v depende del tipo celular y su acti-

vidad [5]. El interior de las membranas esta constituido por la cadenas hidrocarbonadas
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de los fosfolipidos, generando un marcado ambiente hidrofébico en contraste con el am-
biente polar exterior, esencialmente agua. Esta diferencia de polaridad entre el interior y el
exterior, tiene consecuencias fundamentales para el sostén de la vida como la conocemos.

Alrededor de un tercio de los genes humanos codifica para Proteinas de Transmem-
brana [6], PTs, por lo que no es de extraflar que las PTs tengan una enorme incidencia en
patologias humanas [7. 8], siendo asi el blanco de mas del 50% de las drogas [9, 10], de
aqui que la relacion estructura-funcién de estds macromoléculas sea de gran interés. Pero
a pesar de su importancia solo se conocen las estructuras de 100 PTs, aproximadamente
el 3% de todas las proteinas conocidas [11], esto debido a la dificultad de obtener datos
experimentales.

En condiciones favorables la estructura 3D de PTs, moléculas muy hidrofobicas, se
puede determinar empleando resonancia magnética nuclear (RMN). Para esto, necesitan
ser transferidas a un mimético de membrana. El mimético debe cumplir con dos criterios:
reproducir el ambiente natural y conducir a espectros de RMN bien resueltos. Al disol-
ver anfifilos en agua espontineamente se forman diferentes agregados, dependiendo de las
condiciones experimentales. Algunos de estos agregados son empleados como miméticos
de membrana. Particularmente atiles en RMN son aquellos que se orientan espontdnea-
mente en campos magnéticos. Hay diferentes clases de miméticos, entre los mas emplea-
dos se encuentran micelas esféricas no orientadas, y los que forman bicapas, orientadas
y no orientadas. Ambos son posibles de obtener con detergentes y/o fosfolipidos. Mien-
tras que los primeros extraen directamente la PT desde su membrana nativa, los segundos
necesitan un paso adicional, pero representan mejor la membrana celular. La principal di-
ferencia entre ambos es, que si bien es cierto, los primeros forman micelas esféricas y
proveen espectros de mejor resolucion, no entregan informacidn de acoplamientos dipola-

res y cuadrupolares residuales, de gran importancia para estudiar la estructura, orientacion



y dindmica de PTs [12] y de solutos disueltos en ellas. La determinacion estructural de
PTs usa RMN de 'H, '*C, "N y *H, por lo tanto éstas tienen que ser enriquecidas isotdpi-
camente empleando métodos biotecnoldgicos, con la complejidad experimental involucra-
da [13-15].

La naturaleza y composicion de los lipidos presentes en la membrana celular y/o
mimético influyen directamente en sus caracteristicas como tamafo, grosor, curvatura,
fluidez y propiedades mecdnicas [9, 16-23]. Estas caracteristicas inciden directamente en
las propiedades de las PTs [21-23], esto porgue afectan su estructura, por ejemplo, dngu-
los de inclinacidn, rotacidn y orientacion de cadenas laterales [24]. De manera inversa, las
PTs pueden afectar la dindamica de las cadenas hidrocarbonadas colindantes, lo que indu-
ce la formacion de diferentes fases o promoviendo la fusidn y fision de membranas. Es
mas, estas interacciones proteina-membrana son esenciales para una enorme variedad de
procesos celulares, incluyendo transporte, senalizacion y génesis de membranas [25, 26].

De lo anterior resulta evidente la necesidad de contar con un mimético de membrana
lo mds cercano posible en composicién y estructura a la membrana natural. También es
importante contar con un mimético cuyas propiedades fisicoquimicas sean conocidas, no
s6lo para entender el efecto que puedan tener en la estructura orientacién y dindmica de
las PTs y de moléculas de interés farmacoldgico, sino que tanto o mas importante para
entender mejor las propiedades de la membrana misma. Entonces, se propone desarrollar
un mimético de membrana con un importante contenido de una mezcla de lipidos natura-
les extraidos del poroto de soya. Debe combinar la capacidad de orientacion en campos
magnéticos, para la obtencidn de acoplamientos dipolares y cuadrupolares residuales, con
una razonable resolucidn, la que va a depender del tamafio y dindmica de los agregados. El
interés principal por estudiar estos sistemas es que debido a su contenido de fosfolipidos

naturales, es muy probable que representen mejor el comportamiento de las membranas



celulares que miméticos sintéticos.

Para lo anterior primero se llevardn a cabo estudios parciales del diagrama de fase
de diferentes cristales liquidos lidtropos nemdticos (CLLN). esto a través del seguimien-
to de espectros “H-RMN asistido con imédgenes de microscopia éptica de luz polarizada
(MOLP). Con este estudio se determinardn los diferentes limites de las fases nematicas,
con diferentes concentraciones de sus componentes. A estos extremos se le hardn estudios
de mayor profundidad para investigar la estructura y dindmicas de estas fases. Esto se hara
con H-RMN, viscosidad. diversas microscopfas electrénicas de transmisién (TEM, Cryo-

TEM y FF-TEM) y DM. A continuacidn se presenta un marco tedrico de estds técnicas.

1.1. Marco teorico.

1.1.1. Resonancia magnética nuclear, RMN.

La espectroscopia RMN se basa en transiciones de energia de espin del nucleo atomi-
co por interaccidn con radio frecuencias, en presencia de un campo magnético externo.
Esta interaccion ocurre porque las particulas que constituyen el nicleo también poseen
un campo magnético intrinseco, originado por su espin. El espin es una propiedad que
poseen algunas particulas elementales, como electrones, protones y neutrones. Toda car-
ga en movimiento genera un campo magnético, pero este movimiento puede no ser solo
traslacional, sino también rotacional, por lo tanto el espin de un cuerpo cargado, cuya dis-
tribucidn de carga no es esférica, también genera un campo magnético. El nicleo posee dos

nimeros cudnticos gque describen sus propiedades magnéticas, 1 y my, el momento angulai

total de espin y la proyeccion en el eje z del mismo, respectivamente. |I] estd determinado

por

1| =[1(7+1)])" /% (1.1)



donde 7 corresponde al nimero cudntico de espin nuclear y fi=h/27, donde h es la
constante de Planck. /i es la unidad natural del momento angular. En el nucleo, pares de
neutrones o protones anulan sus numeros cudnticos de espin por ser anti-paralelos, por lo
mismo cuando la suma de protones y neutrones es impar / = 0. Estos nucleos con 7 # 0

son los que dan sefial en RMN. Algunos ejemplos al respecto

[ Isétopo I
!2(_"-. lh(‘) 0
'™H,"C, PN | 12
TH, N 1

Tabla 1.1: [ de diferentes nicleos.

El nimero cudntico de proyeccion de espin nuclear, my, andlogo a my del electron,

describe la proyeccidn en el eje z del momento angular de la siguiente forma

I; = msh (1.2)

m; puede tomar valores desde —/ a +/ en intervalos de nimeros enteros. Es decir,
un elemento con / = 1/2, puede tomar valores de m; de -1/2 y +1/2, lo que significa que
puede tener dos proyecciones en el eje z de su momento angular de espin nuclear. Por lo
anterior si sometemos a un nicleo con I = 1/2 a un campo magnético en el eje z, tendre-
mos dos niveles energéticos con poblaciones de niicleos distintas, aquellos de baja energia,
con my=1/2 (espin o), por tener su momento angular de espin nuclear paralelo al campo
magnético y aquellos de alta energia, con m;=-1/2 (espin f3), que poseen su proyeccion
en el eje z del momento angular de espin nuclear antiparalelo al campo magnético. La
transicion entre estos dos estados energéticos, que como cualquier transicion cudntica vie-
ne dada por AE = hv, es lo que da origen al espectro RMN convencional de g o 1PC
(Figura 1.1).

Estas diferencias de energia entre las poblaciones ¢ y B, como se menciond, depende



Energia

Campo magnético Espina

Figura [.1: Origen de la senal de RMN.

del campo magnético entregado por el equipo, pero este no es el efectivo sobre el nicleo,
ya que este campo magnético se ve modulado por el entorno electrénico, por lo cual es-
ta diferencia de energia depende también de la posicién del nicleo en la molécula y de
otros tipos de fendmenos como acoplamientos con otros nticleos, de aqui es que se pue-
de desprender informacién para la determinacion estructural de moléculas. Pero aparte de
esta informacidn, la espectroscopia de RMN, bajo diferentes combinaciones de pulsos,
es capaz de obtener informacion de otro tipo, como lo son en nuestro caso particular los

desdoblamientos cuadrupolares (Av) y tiempos de relajacion longitudinal (T)
Desdoblamientos cuadrupolares, Av.

En la Figura 1.1, se ve lo que ocurre a nivel energético para un nicleo con I=1/2,
que son los mds comunes en quimica orgdnica, pero para nicleos con I=1, m; puede to-
mar tres valores: -1, 0 y 1, lo que tiene como consecuencia que existen tres posibilidades
para la proyecciéon del momento magnético de espin del nticleo en el eje z, la direccion
del campo magnético. La orientacién extra resulta ser perpendicular al campo magneético,

ademds de la paralela y antiparalela. Las transiciones energéticas entre estas diferentes



orientaciones, en el caso de nicleos cuadrupolares, dependen en parte de un término pro-
porcional a < 3c0s*0 — 1 >, donde <> denota promedio y 8 es el dngulo formado por
el gradiente de campo eléctrico y el campo magnético. Este gradiente de campo eléctrico
estd dado por el cambio en la densidad electrdnica a lo largo del enlace en el que partici-
pa el nicleo cuadrupolar, en nuestro caso el enlace carbono-deuterio, ver Figura 1.2. En
presencia de una solucién isétropa, donde hay igual probabilidad de rotacién en cualquier
direccién del espacio, tenemos que < 3cos”@ — 1 >= 0. Esto produce que las diferencias
de energias entre ndcleos con m;=-1 y m;=0 y entre nicleos con m;=0 y my=1 sea de
la misma magnitud, dando lugar a dos transiciones energéticas que aparecen a la misma
frecuencia, por lo tanto se genera solo una seiial, Figura 1.2. Pero en presencia de una
solucion anisétropa, el enlace carbono-deuterio tendrd una orientacién preferencial, por lo
tanto < 3cos’@ — 1 >#0, y como este término va a estar afectando la energia de estas tres
orientaciones, se producen diferencias energéticas entre estos estados de diferente mag-
nitud, apareciendo dos sefiales en el espectro. La diferencia en frecuencia entre las dos

senales es el llamado desdoblamiento cuadrupolar, Av, ver Figura 1.2.
Tiempos de relajacion longitudinal, T,.

Como mencionamos anteriormente, bajo un campo magnético externo ntcleos con
I=1/2 se dividirdn en dos niveles energéticos, uno de baja energia poblado con los nicleos
con espin a y el otro de mayor energia poblado con los ntcleos de espin . La relacion
entre estas poblaciones estd dada por la ley de distribucién de Boltzmann, relacion cono-
cida como el Factor de Boltzmann, que en nuestro caso se puede expresar de la siguiente

mancra.



Solucién isétropa Solucién anisétropa
(3cos*0—-1)=0 (3cos*8 —-1)= 0

e W =]

AE, _llf‘.':
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cuadrupolar

- B T ' § ‘
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' : 2
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! -1
v
e g ]
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Senales en el espectro

Figura 1.2: Origen de los desdoblamientos cuadrupolares, Av.

Donde Ng y Ny son los nimeros de nicleos con espin  y «, respectivamente, AE
es la diferencia de energia entre estos estados, k es la constante de Boltzmann y T es la
temperatura absoluta.

Dado que los nicleos con espin o tienen menor energia serd el nivel energético mds
poblado, por lo que la proyeccion en el eje z del momento magnético total macroscopico,
M; (suma de todos los espines individuales), en condiciones de equilibrio resulta también

paralelo al campo magnético. Tras un pulso de radiofrecuencia de 180°, perpendicular al



campo magnético externo, que entre en resonancia con la frecuencia de precesion de los
nucleos, conocida como la frecuencia de Larmor, las poblaciones se invierten, al igual
que M.. El tiempo caracteristico para la restitucion de M; al equilibrio, tras este pulso de
180°, es Ty, Figura 1.3. Cabe mencionar que existe otro proceso de relajacion relacionado
con la restitucion del equilibrio de la proyeccidn del momento magnético total en el plano
xy, relacionado con T», tiempo de relajacion transversal. Inmediatamente tras un pulso
de radio frecuencia de 90° los componentes x ¢ y del vector del momento magnético
del ndcleo estardn en fase apuntando en la direccion del pulso. El tiempo caracteristico
con que se desfasan los componentes x e y del momento magnético, es Ta. Es decir el
tiempo relacionado con la restitucién del equilibrio del vector del momento magnético a
lo largo (longitudinal) y a través (transversal) del campo magnético externo, es Ty y Ta,

respectivamente, 10s que no necesariamente son iguales.

Equilibrio No Equilibrio  Equilibrio

4 MZ
L D i a
Nat 'T‘."‘,»’ 2 7
. Q\\\\ ;ff;/ N/
B, 1l Pulsa )/ T,
M
/ \\ 1N
B l"'/ 1w (“-“l h 2
M

Figura 1.3: Tiempo de relajacion longitudinal, T;.

Debido a la dependencia de los coeficientes de emisién espontdnea con la frecuencia,
los nicleos no relajan de manera espontanea, es decir, en un medio ideal donde la conser-
vacién del momento angular se satisface en forma estricta Ty no existiria. La relajacion

solo puede ser producida por la interaccién del niicleo con otros campos magnéticos, los
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que son originados aleatoriamente por el movimiento browniano de otras moléculas. Estos
campos magnéticos aleatorios pueden ser subdivididos en componentes perpendiculares y
paralelos al campo magnético externo. Los componentes perpendiculares que oscilen a la
frecuencia de Larmor inducen transiciones de espin nuclear que dan lugar a la relajacion
no-adiabdtica, la cual contribuye a la restitucién del equilibrio de M.. Este proceso da lugar
a Ty, relajacion conocida también como relajacion entilpica (no adiabatica). Los compo-
nentes perpendiculares al campo magnético externo del vector de magnetizacion total M,
son afectados por los componentes paralelos de los campos magnéticos fluctuantes del me-
dio, lo que induce la relajacion de los componentes x e y de M, proceso durante el cual no
hay intercambio energético con el medio. Por esto es que T2 también se conoce como re-
lajacion entrépica (adiabdtica). El origen de estos campos magnéticos fluctuantes que dan
origen a la relajacidn, pueden ser agrupados en cuatro fenémenos: 1) Interacciones dipolo-
dipolo: interacciones moduladas por el tumbling molecular y por difusion traslacional 2)
Anisotropia del apantallamiento: cambio en el apantallamiento electrénico del nicleo por
cambiar su orientacion con respecto al campo magnético externo 3) Interacciones espin-
rotacion: el campo magnético generado por la rotacién molecular puede acoplarse con el
momento magnético del ndcleo. Colisiones que interrumpan este acoplamiento contribu-
yen a la relajacion. 4) Interacciones con electrones desapareados: Acoplamientos entre los
momentos angulares de electrones desapareados y el nicleo contribuyen drasticamente a
los tiempos de relajacion, esto por el gran momento angular que presenta el electron en

comparacién con el de otros nicleos y 5) relajacion cuadrupolar, nuestro caso.

1.1.2. Dinamica Molecular, DM.

La DM es una simulacién computacional, en la que bajo un campo de fuerza clasi-

co (newtoniano) que detalla las interacciones entre los dtomos, se permite que itomos y



11

moléculas interactien en un intervalo de tiempo. Esta interaccién de dtlomos en el tiem-
po permite al sistema evolucionar a pozos de potencial, es decir a arreglos mas estables,
generdndose asf la llamada trayectoria del sistema. Esta trayectoria contiene todas las coor-
denadas de los dtomos a lo largo del tiempo. A partir de esta trayectoria es posible calcular
algunas propiedades observables, pero mds interesante es que se puede obtener informa-
cién muy valiosa del sistema, que de otra manera no es posible, los llamados datos no
observables.

A fines de la década de los 50 la DM fue introducida por primera vez para resolver
problemas de fisica tedrica a través de la modelacién de esferas duras [27, 28]. Un par
de ahos mas tarde se logré simular un sistema liquido [29], ya en 1974 se lograba simu-
lar agua liquida [30]. Actualmente la DM es un campo multidisciplinario aunando crite-
rios matematicos, fisicos y quimicos, y estd siendo utilizada cada vez mds para estudios
biolégicos; la DM es ampliamente utilizada para determinar la relacion entre estructura,
dindmica y funcién de biomoléculas [31-34]. El abanico de biomoléculas simuladas por
DM incluye proteinas [35-37], dcidos nucleicos [38—40], biomembranas [41-44], gluca-
nos, etc [45—47]. Para estudios de miméticos de biomembranas, sistemas simulados en esta
tesis, la mayoria de los estudios antes del 2000 se enfocaban en bicapas simples de fos-
folipidos compuestas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y dimiristoilfosfatidilcolina
(DMPC) [48-50]. Hoy en dia la DM se estd utilizando para simular proteinas en membra-
nas celulares mds realistas [51,52] para examinar dindmicas conformacionales en la escala
de microsegundos [53, 54].

La base de la DM es la mecdnica molecular, que ocupa las leyes de la fisica clasica
para predecir estructuras y propiedades moleculares. Este método estd caracterizado por un
campo de fuerza que describe la hipersuperficie de energia potencial que genera el espacio

fase de las 3N coordenadas y los 3N momentos de los N dtomos del sistema en estudio.



El campo de luerzas gobierna tanto las interacciones eniazantes (como estiramientos de
enlace, dngulos de enlace, deformaciones fuera del plano y dngulos de torsién) como las no
enlazantes (interacciones electrostaticas y de van der Waals) de los dtomos constituyentes
del sistema. La energfa potencial del sistema se calcula en funcién sélo de las posiciones

nucleares de los dtomos a través de la siguiente expresion

[ J ) , ol
viry= Y (ri—rio)"+ ), ‘(6 60"+ Y k(g —g)
Estiramienros Angulos Deformaciones
fuera del plano

N
letr"“

Via gy IR R LR oI s (G2 _ (Sidys
ra Z 7 (I +cos(nw—17)) +Z Z pr— +Z Z g 512 (_) ]
Torsiones ~ i=1 j=i+tl ety o J=i+1 }11’ Tij

V(rV) corresponde a la energfa potencial del sistema en funcién de las posiciones (r) de
las N particulas. El primer término de la ecuacion representa la interaccion entre pares de
atomos enlazados. Esta interaccion, una por cada enlace, esta modelada por una funcién
potencial armonica cuya variable es la longitud de enlace, r;, con respecto a la posicion
de equilibrio, ;. El segundo término corresponde a la variacion de los dngulos entre
tres atomos secuencialmente enlazados, con respecto a la posicién de equilibrio (6;). El
tercer término describe las variaciones en los dngulos impropios o deformaciones fuera del
plano, presentes en los dtomos con hibridacién sp de 1a molécula, a través de un potencial
armonico. El cuarto término corresponde a los dngulos diedros propios, con la definicion
usual para un dngulo de torsion y representados por potenciales periddicos dados por series
de Fourier, donde el parametro n determina la periodicidad, Vy determina el tamano de
la barrera rotacional alrededor del enlace central que depende del tipo de dtomos y su
entorno y ¥ determina el dangulo de minima energia. De esta manera con ¢stos cuatro
potenciales enlazantes se describen todas las interacciones de los dtomos que forman todas

las moléculas del sistema. El quinto y sexto término corresponde a las interacciones no
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enlazantes del tipo electrostdtica y de van der Waals, respectivamente, las que representan
las interacciones intermoleculares. Los subindices / y j en las sumatorias de los potenciales
no enlazantes, representan iteraciones para calcular la interaccién de un dtomo con todos
los dtomos de su alrededor y asi consecutivamente para todos los dtomos del sistema.
Entonces, considerando la importancia de la composicién lipidica en un mimético de
membrana y asumiendo que el conocimiento detallado de las propiedades fisicoquimi-
cas de nuestros sistemas facilitard el desarrollo de un mimético mds representativo de la

membrana celular, la hipdtesis sera la siguiente.
1.2. Hipotesis.

Las propiedades fisicoquimicas de los agregados de cristales liquidos liétropos nemati-
cos son funcion de la naturaleza del grupo polar o cargado de los anfifilos, de sus contra-

iones, de la concentracién de sus componentes y de moléculas huésped.

1.3. Objetivos.

1.3.1. Objetivo general.

Desarrollo de un mimético de membrana, a base de bicelas con un importante conteni-

- oot 2 LAt
do de fosfolipidos naturales, que presente un espectro “H-RMN de buena resolucién para
su consecuente uso en el estudio de insercion, dindmica e interacciones de moléculas de

interés biolégico o farmacoldgico con la membrana.

1.3.2. Objetivos especificos.

I Estudio parcial del diagrama de fases de un cristal liquido liétropo nematico (CLLN)
a base de TTAC (cloruro de tetradeciltrimetil amonio), NaCl, decanol (DeOH), fos-

folipidos naturales extraidos del poroto de soya (PL) y agua.
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Estudio parcial del diagrama de fases de un CLLN a base de TTAB (bromuro de
tetradeciltrimetil amonio), NaBr, decanol, fosfolipidos naturales extraidos del poroto

de soya y agua.

Estudio parcial del diagrama de fases de un CLLN a base de SDS (dodecilsulfato de

sodio), NaCl, decanol, fosfolipidos naturales extraidos del poroto de soya y agua.

Estudio de los extremos de las fases obtenidas en I, I1 y 111, a través de TEM, viscosi-

dad y *H-RMN.

Simulacién con DM de los sistemas mds representativos para explicar los observables

y obtener informacidn adicional.

Simulaciones con HYDRO para relacionar cambios de viscosidad con cambios es-

tructurales de los agregados conformantes de las fases CLLN.

Insercion de L-DOPA en el mimético de membrana que cumpla con el objetivo gene-
” 2 . . . . . i B o .
ral, para a través de “"H-RMN y simulacién determinar orientacion, dindmica y meca-

nismos de insercidn,



Capitulo 2

Materiales y métodos.

2.1. Preparacion mesofases.

En esta Tesis se estudiaron tres sistemas a base de TTAC, TTAB y SDS. Con la idea
de maximizar la concentracién de PL en estos tres sistemas. PL es una mezcla de fos-
fatidileolina (DOPC) y fosfatidiletanolamina (POPE) en una proporcion aproximada de
2,3:1.

Se realizd un estudio preliminar para encontrar un punto donde ademas de tener una
significativa cantidad de PL se conserve un buen espectro 2H-RMN. Los puntos seleccio-

nados, que llamaremos soluciones base (sb). fueron los siguientes:

[ sb fase TTAC: 0.2253 g de TTAC + 0.1165 g de PL + 0.012 g de SDS +0.0912 g de

NaCl + 58 ul de DeOH + | ml de H>O.

11 sb fase TTAB: 0.4413 gde TTAB + 0.1165 g de PL + 0.012 g de SDS + 0.0674 g de

NaBr + 538 ul de DeOH + | ml de H>O.

11 sh fase SDS: 0.5240 g de SDS + 0.0874 g de PL + 0.0307 g de NaySO4+ 108 pl de

DeOH + | ml de H,O.

Ademis de estos puntos, definimos tres puntos en la fase TTAC que fueron estudiados

15
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por DM, y que llamaremos muestras 1, 2 y 3, que en el texto también serdn mencio-
nados como los puntos 0,225 g/ml TTAC (sb fase TTAC), 0,293 TTAC y 0,104 g/ml
NaCl. Catalogar estos puntos como muestra I, 2 y 3 facilita la comparacidn con sus
analogos de DM, sistemas 1, 2 y 3, que serdn detallados en la seccion 2.5.1. Mues-
tra | es la sb de la fase TTAC, muestra 2 es la muestra | con un 30% p/p mds de
TTAC y la muestra 3 es la muestra | con un 15% p/p mads de NaCl, de manera que

sus composiciones fueron las siguientes:

Muestra 1 o sb fase TTAC: 0.2253 g de TTAC + 0.1165 gde PL + 0.012 g de SDS +
0.0912 g de NaCl + 58 ul de DeOH + 1 ml de H»O.

Muestra 2: 0.2930 g de TTAC +0.1165 gde PL + 0.012 g de SDS + 0.0912 g de NaCl
+ 58 ul de DeOH + | ml de H,O.

Muestra 3: 0.2253 g de TTAC +0.1165 g de PL + 0.012 g de SDS + 0.1040 g de NaCl
+ 58 ul de DeOH + 1 ml de H,O.

Estos sistemas se prepararon por simple mezclado, y dejando en agitacion por 48 hr.
Las fases TTAC y TTAB fueron estudiadas y preparadas a 25 °C y la fase SDS fue estudia-
da y preparada a 37 °C. El estudio parcial del diagrama de fases se realizé cambiando la
concentracion de sus componentes, salvo la del agua. Ademas de MOLP ocupamos espec-
troscopia ZH-RMN, para lo cual DeOH se ocupé con un 20% p/p de 1,1-dideuterodecanol
(DeOH-a-d>) y H>O se ocupd con un 5% p/p de DO (DHO), como sondas de la dindmica
de la interfase. De este estudio parcial del diagrama de fases se obtuvieron los extremos,
para cada uno de los componentes, donde atin se conserva la fase nemadtica. Para estudiar
la dindmica interna de los agregados, se adiciond SDS deuterado a lo largo de toda la

cadena (SDS-d>5) a muestras caracteristicas de las diferentes fases encontradas.



2.2. Microscopia optica de luz polarizada, MOLP.

Para observar las texturas de los sistemas se utilizé un microscopio Motic serie B equi-
pado con polarizadores cruzados. La muestra fue colocada en un porta objetos céncavo de
profundidad 1 mm, se sellaron los bordes del cubreobjeto y se dejé en un iman de 2.35 T
por 15 minutos para dejar que la muestra se oriente. Periodos mas largos en el iman no
afectan las texturas. Para el caso de las fases TTAC y TTAB, las fotos fueron tomadas a
25 °C y para fase SDS a 37 °C. Las fotos fueron tomadas con una amplificacién de 20,
teniendo la precaucion de obtener las fotos del centro de la concavidad, evitandose asi

cambios de textura por cambiar el grosor de la muestra.

2.3. Resonancia magnética nuclear, RMN.

Se utiliz6 un espectrémetro Bruker Avance 400, ubicado en la Universidad de Santiago
de Chile, con una sonda inversa de banda ancha sintonizada a 61.425 MHz. El pulso de ’H
de 90 © fue de 19 us y se acumularon més de 1000 transientes por muestra de una ventana
espectral de 40 kHz. La senal fue almacenada en archivos de 32 kB. Todas las muestras se
depositaron en tubos de 5 mm y se dejaron estabilizar por 48 hr antes de ser medidas. Las
fases TTAC y TTAB fueron medidas a 25 °C . La fase SDS fue medida a 37 °C, pues bajo

30 °C se encuentra en estado sélido.

2.4. Viscosidad cinematica, 1.

La viscosidad cinematica,n. fue medida utilizando un viscosimetro Ubbelohde. Las
fases TTAC y TTAB fueron medidas a 25 °C. Todas las mediciones fueron hechas a |

atmosfera de presion. Los estindares utilizados fueron decanol y tetraetilenglicol.



2.5. Dinamica molecular, DM.
2.5.1. Montaje de sistemas.

Todos los sistemas simulados consisten en una bicapa de anfifilos rodeada de agua
y sal, esto en una caja de 10 nm por arista aproximadamente, en condiciones de bordes
periodicos. Los sistemas simulados fueron las fase TTAC y TTAB a diferentes concentra-

ciones.
Fase TTAC.

Para estudiar el efecto de la concentracion de TTAC y la fuerza idnica en las pro-
piedades de estos sistemas, hemos realizado tres simulaciones, que representan distintas
composiciones de la fase TTAC. A la solucidn base (sb) la llamaremos muestra 1; la sb
con un 30% p/p mas de TTAC la llamaremos muestra 2 y la sb con un 15% p/p mas de
NaCl, con respecto a la sb, la llamaremos muestra 3. Ver seccién 2.1 para detalles de sus
composiciones. De esta manera los tres sistemas simulados, que llamaremos sistema 1,
sistema 2 y sistema 3. son las representaciones de las muestra 1, muestra 2 y muestra
3. respectivamente. A continuacién se detallan el tipo y el nimero de moléculas presentes

en cada uno de los sistemas.

I. Sistema 1: 392 iones positivos de TTAC (TTA™) + 72 DOPC + 32 POPE + 200
DeOH + 32 iones negativos de SDS (DS™) + 32 dcido cis-10-Octadecanoico (AOL)
+ 32 iones sodio (Na™) + 392 iones cloro (CI7). 392 C1~ son requeridos para neutra-
lizar 392 TTA™ y 32 Na™ son requeridos para neutralizar 32 DS™. Las dimensiones

de la caja original son 10,3

=y

10,3 y 9,5 nm para los ejes x, v, z, respectivamente. Este

sistema representa la muestra 1.

2. Sistema 2: En este sistema la cantidad de TTAC fue incrementada en un 30% p/p
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con respecto al sistema 1, de esta manera el nimero total de moléculas es: 512 TTA™
+ 72 DOPC + 32 POPE + 200 DeOH + 32 DS~ + 32 AOL + 32 Na™ + 512 CI™.
Las dimensiones de la caja original son 12,2, 12,2 y 10,6 nm, para los ejes X, y, z,

respectivamente. Este sistema representa la muestra 2.

s

. Sistema 3: Este sistema corresponde al sistema | incluyendo una concentracién |M
de NaCl. Las dimensiones de la caja original son 10,4, 10,4 y 9,6 nm, para los ejes
X, ¥, z, respectivamente. Este sistema representa la muestra 3. Aunque esta cantidad
de sal no es la experimental, refleja un incremento en la fuerza iénica, que es lo que

ocurre experimentalmente al comparar la muestra 1 con la muestra 3.

En estos tres sistemas, las especies fueron distribuidas homogéneamente entre las dos

capas que forman el agregado.
2.5.2. Parametros de simulacion.

Fase TTAC.

El método de minimizacién de energifa utilizado, previa generacién de la trayectoria,
fue “steepest descent”, para remover el exceso de energia asociado al solapamiento de ato-
mos adyacentes. Una vez que se alcanza un minimo de energia, una trayectoria de 200 ns
fue simulada para cada uno de los sistemas. El paquete utilizado fue GROMACS, version
4.5.3, con el campo de fuerza GROMOS 54a7. El intervalo de tiempo entre los pasos de
integracion fue de 4 fs. Las fuerzas de Van der Waals fueron simuladas utilizando el po-
tencial de Lennard Jones (LJ), y las interacciones electroestdticas de largo alcance fueron
calculadas con el método de Ewald [55, 56]. Tanto para LJ como para las interacciones
electrostdticas de largo alcance el “cut-oft” fue de 1,2 nm. El “cut-off™ es la distancia a

partir de la cual no se calculan las interacciones electrostiticas con la ley de Coulomb
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sino que se hace una aproximacion, que en nuestro caso es la suma de Ewald, y para LJ
es la distancia hasta donde se calcula la interaccion. El largo de los enlaces es restringido
usando el algoritmo LINCS [57]. Todas las simulaciones fueron en un ensamble NPT a
300 K y I atm, acoplado a algoritmos de bafios débiles de temperatura y presién [58],
con constantes de tiempo de 0,1 ps y 1 ps para la temperatura y presion, respectivamente.
El potencial de Ryckaert-Belleman [59] fue el utilizado para las torsiones de las cadenas

alifdticas, pues reproduce mejor las transiciones cis-trans.

£hH; CHY
14-20 = 73550
2122 & Oy
2329 €

Figura 2.1: Numeracién de los dtomos de todas las moléculas involucradas en este estudio.

Los pardmetros de LJ utilizados son los mismos especificados en Bahamonde-Padilla
et al [60]. El campo de fuerza ocupado fue el estindar GROMOS 54a7 [61]. La distri-
bucién de carga de TTAT, DS™, DeOH, DOPC, POPE y AOL, fue calculada utilizando

el método “Complete Neglect of Differential Overlap”(CNDO) [62], Los resultados (en
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unidades ¢™) se presentan en la Tabla 2.1, esto considerando la numeracién de los dtomos
presentada en la Figura 2.1. Como se argumenta en Bahamonde-Padilla er al [60], la dis-
tribucion de carga de todas las especies se redujo a la mitad para considerar la ausencia de
polarizabilidad vy la constancia del medio dieléctrico [60, 63—68]. El modelo utilizado para

el agua es de Cargas Puntuales Simples (SPC por sus siglas en inglés) [69].

Atomo TTAT | DOPC | POPE | DeOH | DS- AOL
0,400 | 040 | 0.645 | 0426 | 0404 | 023
2 0.400 | 040 | 0.148 | -0.722 | -0.404 | 0,24
3 0,400 | 040 | 0,005 | 0.329 | -0.404 | 041
3 0,500 | -0,50 | -0.383 | -0,033 | 0418 | -0,304
3 0300 | 030 | 0,447 0.0 0,286 | -0.106
6 0.0 040 | -0.256 0.0 0.108 0.0
7 0.0 -0.80 | -0,259 0.0 0,028 0.0
] 0.0 170 | -0.347 0.0 0.0 0.0
9 0.0 0,80 0,60 0.0 0,0 0,0
10 0.0 0,80 | 0,109 0.0 0.0 0.0
11 0.0 0,70 | -0.232 0.0 0.0 0.0
12 0.0 040 | 0.380 0.0 0.0 0.0
13 0,0 030 | -0,344 s 0,0 0.0
14 0.0 0,70 | 0,027 - 0.0 00 |
15 0.0 0.070 0.0 = 0.0 0.0
16 0,0 0,70 0.0 = 0.0 0.0
17 0.0 0.0 0.0 - 0.0 0,0
18-21 = 0.0 0.0 = = 0.0
2230 - 0.0 0.0 - - 0.0
31 — 0.0 0,121 = - -
32 = 0.0 0,233 = = =
33 = 0.0 0,426 = . -
34 - 050 | -0.341 = = =
33 — 0,70 | 0,027 = - -
36 = 0.8 0.0 = = B
37 - 0.6 0.0 - - -
38-33 - 0.0 0.0 = - =
Carga total 1,0 0,0 0,0 0,0 -1,0 0,0

Tabla 2.1: Cargas atémicas CNDO de todas las moléculas en estos sistemas acorde a la
numeracion de los dtomos presente en la Figura 2.1.



Capitulo 3

Resultados y discusion.

3.1. Resultados Fase TTAC.

3.1.1. Caracterizacion de la fase.

Lo primero para el andlisis de los resultados es demostrar que nuestros cristales liqui-
dos se encuentran en la fase nemdtica. La Figura 3.1 muestra el espectro “H-RMN de
SDS-d»s disuelto en muestra | (sb fase TTAC) y 2 (sb fase TTAC + 30% p/p TTAC), ver
seccion 2.1. La presencia y magnitud de Av,, junto con la forma de la linea de ambos es-
pectros, fuertemente sugieren que los agregados corresponden a micelas con estructura de
bicapa de orden nematico [70-74]. Es importante enfatizar que estos agregados no pueden
ser micelas esféricas dado que estas no generan Av,.

A pesar de las similitudes entre los espectros H-RMN de la muestras 1 y 2, estas
presentan texturas MOLP muy diferentes, ver Figuras 3.1 Cy 3.1 D. Esta observacion evi-
dencia la existencia de dos tipos de fases nemadticas, que necesariamente provienen de un
cambio estructural en los agregados. Sin embargo, este cambio no puede estar afectando
a la estructura de bicapa de las micelas, como se evidencia por los espectros “H-RMN.
Las texturas de “oily streaks” observadas en la Figura 3.1 C aparecen usualmente como

consecuencia de un ordenamiento homeotropo, generalmente observado en fases lamela-

3]
(R
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Figura 3.1: A y B muestran el espectro 2H-RMN de la muestra 1 y 2 respectivamente (ver
seccion 2.1). Av, de SDS-dys puede ser medido directamente desde el espectro. Cy D
muestran las texturas de MOLP de la muestra 1 y 2 respectivamente.

res, aunque suele aparecer en cristales liquidos liétropos nemiticos discoidales, como es
en este caso. La textura observada en 3.1 D es la tipica textura de Schlieren, usualmente
observada en fases nematicas [75]. Estas texturas no pueden venir de una fase esmécti-
ca dado que estas fases arrojan un espectro 2H-RMN tipico de patrén de polvo; las fases
esmécticas no se orientan en campos magnéticos.

La Figura 3.2 muestra imdgenes de Cryo-TEM y FF-TEM de la muestra 1. Ambas
imégenes corroboran la existencia de agregados individuales de tamaiio finito, sustentando
la presencia de una fase nemdtica. En particular, agregados de 2 a 5 nm se pueden observar
en ambas figuras, también se observan aglomeraciones de agregados que podrian estar

dando origen a las texturas de “oily streak” observadas por MOLP.



Figura 3.2: (A) Imagen de Cryo-TEM de la muestra 1 y (B) imagen de FF-TEM de la
muestra 1. La composicion de las muestras estd en la seccion 2.1,
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Figura 3.3: Imédgenes TEM correspondientes a A) muestra | y B) muestra 2. La composi-
cién de las muestras estd en la seccion 2.1

La Figura 3.3 muestra imagenes TEM de la muestra 1 y 2. Ambas imagenes presentan
agregados discretos, de 1 a 2 nm para la muestra 1 y de 10 a 20 nm para la muestra 2.
De esta manera todos las imdgenes de microscopia electrénica (Cryo-TEM, FF-TEM y
TEM) permiten descartar la presencia de fases lamelares o hexagonales, que son las que
usualmente rodean a la regién de la fase nemdtica en el diagrama de fases [76].

Toda la evidencia anterior, es decir, los espectros H-RMN, MOLP, Cryo-TEM y FF-

TEM, demuestran que las muestras | y 2 presentan una fase lidtropa nemitica.

3.1.2. Extremos de la fase nematica.

Para estudiar el efecto del cambio de concentracién de los componentes de esta fa-
se, excepto agua, es decir TTAC, PL, DeOH y NaCL, hicimos un estudio preliminar para
identificar los extremos de la fase nematica para cada uno de estos componentes. Esto se
realizé obteniendo Av, de DeOH-a-d» para diferentes concentraciones de sus componen-
tes, hasta que el espectro se pierde, sefial inequivoca de que la fase nemadtica se rompe. En
la Figura 3.4 se presentan estos resultados para el rango de concentraciones donde aun se
presentan las fases nemadticas.

Los extremos identificados son 0,225 g/ml y 0,293 g/ml para TTAC, 0,047 g/mly 0,140
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Figura 3.4: Av de DeOH-x-d> y DHO a diferentes cantidades de sus componentes.

g/ml para PL, 0,040 g/ml y 0,050 g/ml para DeOH y 0,073 g/ml y 0,104 g/ml para NaCl,
estas cantidades por ml de agua. Para estudiar mas a fondo el orden y la dindmica de estos
extremos, caracteristicos de las diferentes fases, no solo en la interfase, sino también hacia
el interior de la region hidrofébica, se reemplazo el SDS por SDS-d»s [77]. La Figura 3.5
muestra los espectros H-RMN de SDS-d,s y DHO. La Figura 3.6 muestra las texturas de
MOLP y la Figura 3.7 son las imdgenes TEM de los mismos extremos, salvo para el caso
de NacCl.

Los valores medidos de Av, y Ty de SDS-d»s y DHO se presentan en la tabla 3.1, y
los valores de 1 en la tabla 3.2.

Los datos de la tabla 3.1 revelan que, como es esperado, AV, es mayor para los prime-

ros CD» de la cadena y disminuye a medida que nos adentramos en la regién hidrofobica,
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Figura 3.5: Espectros “H-RMN de SDS-da5 y DHO de los extremos de la fase.

esto para todos los extremos. También se observa que tanto el incremento de PL como el
de DeOH tienen bésicamente el mismo efecto sobre Av, y Ty de SDS-d»s. Av, aumenta
y T| disminuye. En el caso de los Av, esto ocurre en los deuterios de los carbonos 1 al 6,
mientras que para los deuterios de los carbonos 7 al 12 el efecto no es significativo. Para
el caso de Ty esta disminucidn se observa a lo largo de todos los deuterios de la cadena, a
excepeion de los Ty de los deuterios del dltimo carbono (carbono 12) cuando se aumenta
DeOH, esto posiblemente porque al ser DeOH un alcohol de cadena corta, comparado con
el resto de los anfifilos, su cambio de concentracién debiera tener menos efectos en las
regiones m4s internas del agregado con respecto al resto de los anfifilos y lipidos constitu-

yentes del agregado. Esto estd indicando que el alineamiento de las cadenas alifaticas con



0,225 g/ml TTAC 0.293 ¢/ml TTAC 0,047 g/ml PL 0,140 g/ml PL
muestra | muestra 2
Carbono | Av,(Hz) | Ti(ms) | Avy(Hz) | Ti(ms) | Av,(Hz) | Ti(ms) | Av,(Hz) | T(ms)

1 25371 34.2 20153 459 22966 40.4 25792 354

2 25371 342 20153 459 22966 404 25792 354

3 25371 342 20153 45.9 22966 404 25792 354

4 25371 34,2 20153 459 22966 404 25792 354

5 25371 34,2 20133 459 22966 404 25792 354

6 25371 34,2 20153 45.9 22966 40.4 25792 354

7 22734 36,7 20153 459 22966 404 22812 38.7

8 20750 50.2 17386 45,9 19432 66,9 20988 43.3

9 18016 61.5 15054 69,5 16907 76,3 18101 56.2
10 14815 81,9 12371 186.8 13890 94,7 14919 71,7
I 10852 112,4 9046 120,4 10106 125,6 10893 1034
12 2889 308.3 2383 3099 2635 3521 2885 289.4
DHO 18.8 338.9 28,7 3T 58 363,35 26,2 3314
0.040 g/ml DeOH 0.050 g/ml DeOH 0,073 g/ml NaCl 0.104 g/ml NaCl

muestra 3
Carbono | Avy(Hz) | Ti(ms) | Avy(Hz) | Ti(ms) | Avy(Hz) | Ti(ms) | Avg(Hz) | Tilms)

| 23142 37.9 25269 334 24983 34,6 25232 3l

2 23142 37,9 25269 334 24983 34,6 25232 310

3 23142 379 25269 334 25232 34.6 25232 31

4 23142 319 25269 334 24983 34.6 25232 31,1

5 23142 37,9 25269 334 24983 34.6 25232 31,1

6 23142 37.9 25269 334 24983 34,6 24489 31,1

7 21182 41,2 22482 339 22468 335 22564 36,7

8 20988 54,6 20714 41.9 20562 50,3 20663 42,2

9 18101 59.0 17980 56.1 17831 58.5 17951 52,1
10 14919 75.3 14779 69,2 14689 80.3 14710 70.0
11 10893 11,9 10809 109,1 10723 110,3 10772 99,1
12 2888 289.5 2883 313.2 2865 3074 2854 294 4
DHO 23.5 3370 24,5 339.5 28.1 329.8 18.9 3348

Tabla 3.1: Valores experimentales de Av, y T; de SDS-d»s y DHO de los extremos de la

fase.

el campo magnético aumenta y consecuentemente su dindmica re-orientacional disminu-

ye. Lo opuesto ocurre cuando aumentamos el TTAC, por lo que es muy probable que este

cambio en el alineamiento de los anfifilos se deba al efecto espaciador de las especies no

cargadas como PL y DeOH sobre TTA ", lo que disminuirfa la repulsién entre estos dlti-

mos permitiendo asi un mejor empaquetamiento de las cadenas y un mayor alineamiento.

Por otra parte la tabla 3.2 nos dice que el aumento tanto de PL. como de DeOH dismi-

nuye 1, disminuyendo 13,3 veces con el aumento de PL y 7.8 veces con el aumento de

DeOH, esto presumiblemente porque los agregados se vuelven mds pequeiios. El aumen-

to en TTAC produce un notorio aumento en la viscosidad, alrededor de 24 veces. Esto,



Muestra n
(mPa-s)
0,223 g/ml TTAC 12.940.1
0,293 g/ml TTAC 310+4
(0,047 g/ml PL 106.7:£0.8
0,140 g/mi PL 8.0+0.2
0,040 g/ml DeOH | 59.81+0.4
0,050 g/ml DeOH 7.7+0.1
0,073 g/ml NaCl 29.5+0.2
0,104 ¢/ml NaCl 10.3+0.1

Tabla 3.2: 17 de los extremos de la fase.

junto con Av,, Ty (ver Tabla 3.1) y las fotografias de MOLP analizadas mas adelante (ver
Figura 3.6) indican que el aumento de DeOH y PL aparentemente tienen un efecto equiva-
lente a una disminucién de TTAC sobre nuestros sistemas, por lo que postulamos que es ¢l
cambio en la densidad de carga superficial de los agregados lo que estaria provocando un
cambio en su tamafo. La idea de que los agregados disminuyan su tamaio para explicar
la disminucién de viscosidad al aumentar el contenido de PL. y DeOH toma mas sentido
si analizamos Av, de DHO (ver Tabla 3.1), el cual aumenta tanto en el caso de PL. como
de DeOH. La disminucién en el tamafio del agregado genera una mayor superficie de la
interfase, de esta manera hay mds superficie para orientar las moléculas de agua, incremen-
tando de esta manera Av, de DHO. El hecho de que el aumento de Av, con el aumento de
PL sea de 20,4 Hz y para el aumento de DeOH sea solo de 1 Hz, tiene una explicacion a
través del analisis de los graficos de distribucion radial de estas especies, ver Figura 3.14;
de este andlisis se desprende que la razon entre la primera esfera de solvatacién de PL
y DeOH es de 2,1, por lo que un aumento de PL ordena mds moléculas de agua que un
aumento de DeOH, contribuyendo esto a explicar la diferencia en el aumento de los Ay,
de DHO con el aumento de PL y DeOH.

El incremento de la fuerza i6nica no afecta significativamente el orden y dindmica de

los anfifilos, ver tabla 3.1, a pesar de esto, 17 disminuye aproximadamente 2,9 veces con
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el aumento de contenido de NaCl, ver tabla 3.2. Se ha reportado en sistemas similares a
los nuestros que un aumento en la fuerza idnica repercute en un incremento del tamano de
los agregados [78,79]. Pero dada la disminucién de viscosidad al aumentar el contenido
de NaCl este no parece ser el caso. Si analizamos las fotografias MOLP al aumentar el
contenido de NaCl (ver Figura 3.6) vemos que se induce un cambio de fase desde una
textura Schlieren a “oily streak”, estas texturas mds adelante veremos que se asocian a
fases nematicas con agregados bi-axiales y mono-axiales respectivamente. Entonces el
incremento de NaCl cambia la estructura de un agregado bi-axial a uno mono-axial lo que
reduce el radio hidrodindmico explicando el descenso de la viscosidad, esto aunque haya
un posible aumento en el nimero de agregacion.

Con respecto al TTAC, un incremento en un 30 % p/p trae los resultados mas interesan-
tes tanto en Av, como en 1. La disminucion en mds de 5 kHz en los Av,, de los primeros
CD; al aumentar un 30% p/p el TTAC, podria ser explicado porque el incremento en
la densidad de carga, producto del aumento de TTA", aumenta las repulsiones entre los
mismos aumentando la movilidad, lo que disminuye el alineamiento, explicandose asi la
disminucion de los desdoblamientos cuadrupolares y el aumento de los tiempos de relaja-
cion. Pero como se verd mas adelante con asistencia de dindmica molecular y con valores
de n obtenidos tanto experimental como tedricamente, postulamos que otros fenémenos
intervienen en esta variacion de Av, y T, relacionados con movimientos colectivos del
agregado, que afectan la orientacién y dindmica de los anfifilos y consecuentemente Av,
y T;. El notorio aumento de 17, de unas 30 veces, cuando se aumenta 30 % p/p el TTAC,
se explica principalmente por el paso de un agregado mono-axial a uno bi-axial, tema que
se ahondard mas adelante.

En las imédgenes MOLP de los extremos (Figura 3.6) se observa que para todos los

casos, tanto para el cambio de contenido de TTAC, PL, DeOH y NaCl, aparecen dos tex-



turas: “oily streak™ y Schlieren. Este cambio de textura manifiesta un cambio de fase para
todos los casos. La textura de Schlieren aparece a bajas concentraciones de PL, DeOH o
de NaCl, mientras que a mayor concentraciones aparece la textura “oily streak”, lo inverso
ocurre con el TTAC. Este cambio de fase tiene que necesariamente surgir de un cambio en
la morfologia del agregado, pues la propiedad nemadtica se mantiene, como lo demuestran
los perfiles de los espectros “H-RMN (ver Figura 3.5).

Esta observacion de cambios de textura sostiene aun mas la explicacion de que la den-
sidad de carga de la superficie del agregado, por lo tanto el contenido de TTAC, estaria
controlando la morfologia del agregado, dado que el incremento de PL. o DeOH serfa
equivalente a una disminucién de TTAC, en cuanto al cambio en la densidad de carga
superficial. Entonces, este cambio en la densidad de carga superficial es lo que estaria in-
duciendo esta transicién de fase observada por MOLP. Para mds evidencia experimental
de esta transicion de fase, imdgenes TEM de los extremos, salvo para los extremos de
NaCl, fueron obtenidas, ver Figura 3.7. Los extremos de PL y de DeOH muestran imdge-
nes similares a los extremos de TTAC, pero en orden inverso, corroborando la idea que la

densidad de carga superficial del agregado estaria determinando su forma.

3.1.3. Cambio de fase.

La Figura 3.8 muestra 1 en funcién del contenido de TTAC. Como era de esperar
se observa una clara dependencia de 17 con el contenido de TTAC, perc mesperadamen-
te también se evidencia un cambio de pendiente. La concentracién de TTAC a la cual la
pendiente cambia coincide con el cambio de texturas de MOLP, lo que corrobora la exis-
tencia de un cambio de fase. Adicionalmente, la informacidn entregada por las imagenes
TEM (Figura 3.7), son congruentes con este cambio de pendiente del grifico presentado

en la Figura 3.8, esto porque en la imagen TEM para la muestra | (Figura 3.7, 0,225 g/ml
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0.225 g/ml TTAC 0.293 g/mi TTAC

0.140 g/ml PL

!

II DeOH

Figura 3.6: Texturas de MOLP de todos los extremos.

TTAC) se pueden apreciar agregados mas bien circulares de un radio de 2 a 5 nm mientras
que para la muestra 2 (Figura 3.7, 0,293 g/ml TTAC) se observan agregados alargados de
entre 10 a 20 nm. De la comparacién de ambas imigenes TEM y los datos anteriores se
puede presumir que el cambio de fase evidenciado por MOLP, serfa de una fase nemati-
ca discoidal mono-axial a una nematica elipsoidal bi-axial. Esto se sustenta con datos de
simulacién entregados por el programa HYDRO (seccion 3.1.5). Como se dijo antes, esto

seria congruente con el cambio de pendiente presentado en el grafico de la Figura 3.8, pues



0,225 g/ml TTAC 0,293 g/ml TTAC

140 g/ml PL

0,050 g/ml DeOH

Figura 3.7: Imdgenes TEM de las distintas fases observadas.

el aumento de tamafo de un disco mono-axial genera menos aumento de viscosidad que
el aumento de tamano y cambio de forma a un agregado bi-axial.

Para encontrar evidencia a nivel molecular que explique los cambios en la viscosidad,
se hard un estudio detallado de dos variables que repercuten directamente sobre 1: la
flexibilidad, a través del calculo del médulo de bending, &, y la forma de los agregados, a

través de cdlculos hidrodinamicos de la viscosidad.



Muestra 2
350 - l

150

Muestra 1

Viscosidad {mPa-s)

* 1 i | | " ¥ ¥ 1 b 1
0.20 022 0.24 0.26 028 0.30
TTAC (g)

Figura 3.8: i1 en funcion del contenido de TTAC.

3.1.4. Calculo del médulo de bending, k”.

En ciertas soluciones, como en las de macromoléculas o agregados moleculares, el in-
cremento en la flexibilidad del soluto produce un aumento en la viscosidad de la solucion.
Esto se puede entender de la siguiente manera; un soluto rigido fluird con una conforma-
cién orientada de la manera mds éptima para disminuir el roce, mientras que en un soluto
flexible, la flexién de esta conformacién aumentard el roce, y considerando que la viscosi-
dad es basicamente la resistencia a fluir, este aumento de roce producto de la flexibilidad
del soluto generard un aumento de viscosidad con respecto a un soluto rigido. En este sen-
tido, la flexibilidad del agregado molecular que constituye el cristal liquido fue estimada a

través del célculo del médulo de bending, k”. Bste término se relaciona en nuestro caso con
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la energfa necesaria para flectar la membrana. De esta manera mientras menor es kP mds

flexible seran los agregados y por lo tanto mds viscoso el sistema. k" se define como [80]:

 Kak~
24

kb 3.1

& es el grosor efectivo de la bicapa, definido por & = d — | donde d es el grosor de la
bicapa, que en nuestro caso es la distancia minima entre los nitrégenos de los TTA™ que
se encuentren en caras opuestas de la bicapa. K4 representa el modulo de compresibilidad,
que se define como:

kpTA

KA_O'T(A)

(3.2)
Donde, A y o(A) corresponden al promedio y a la desviacion estdndar del drea que
ocupa TTA™ en el plano x-y, respectivamente. kg es la constante de Boltzmann y T es la

temperatura absoluta. La tabla 3.3 muestra k” calculado usando DM.

sistema Aln™) d/(nm) Ka ,f'{J,/nJl) K [ (kgT)
| 0.5361+=0.0007 37 0.1810.019 12.94+1.4
2 0.574 0,003 2,6 0.25+0.06 6.1£1.4
3 0.537+0.007 38 0.2440.08 16£3

Tabla 3.3: K4 y k" para los tres sistemas simulados. A corresponde al promedio del drea
ocupado por los TTA" en el plano x-y y d es el grosor de la bicapa, que en nuestro caso es
la distancia minima entre los nitrégenos de los TTA™ que se encuentren en caras opuestas
de la bicapa. Los sistemas 1, 2 y 3 estan descritos en la seccion 2.5.1.

k” en los sistemas 1, 2 y 3 se obtuvo por DM. Los sistemas fueron descritos en la
seccion 2.5.1. Desafortunadamente no existen resultados experimentales para validar los
resultados de &? listados en 1a Tabla 3.3. Sin embargo, estos valores estdn en razonable

acuerdo con valores experimentales obtenidos para otras bicapas lipidicas, que van de 15 a
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30 kgT, empleando difraccidn de rayos-X, aspiracién por pipetas, Espin Eco de Neutrones
[81-85] y DM [86].

De los resultados de la Tabla 3.3 se observa una reduccién de mds del 50% en &” con
el aumento de 30% p/p TTAC, es decir, cuando se pasa del sistema [ al sistema 2. Esto
significa que la flexibilidad del agregado aumenta cuando aumenta el contenido de TTAC,
lo que se condice con los resultados de viscosidad, ver Tabla 3.2. Es mds, se observa que
el incremento en la fuerza iénica (sistema 3), produce un aumento de kY menor al 20%,
esto relativo al sistema 1, por lo que como era de esperar, el incremento de la fuerza
iénica aumenta solo moderadamente la rigidez de la bicapa, pudiéndose explicar también
por esta via la disminucién de la viscosidad con el aumento de NaCl, ver Tabla 3.2. No
podemos determinar cuanto esta influyendo kP en la viscosidad pues no existe una relacion
cuantitativa entre flexibilidad y viscosidad, pero lo mds plausible es que los cambios en
viscosidad sean por cambios de tamafio de los agregados acompafados de variaciones en
la flexibilidad de los mismos.

Finalmente, de 1a Tabla 3.3 se puede deducir que el incremento en la flexibilidad cuan-
do se aumenta el contenido de TTAC, o la disminucién de &2, radica en la reduccién del
grosor de la membrana, pues K4 y A permanecen casi invariantes en los tres sistemas. La
disminucidén del grosor de la membrana es debido a la interdigitacién de las colas hidro-
carbonadas de TTA™ localizados en capas opuestas de la bicapa, fendmeno extensamente
estudiado més adelante. El aumento de k” con el aumento del contenido de sal, es atribuido

basicamente al aumento de Kj4.

3.1.5. Forma de los agregados.

Como ya hemos mencionado anteriormente, un factor que puede estar afectando los

cambios en viscosidad es el paso de un agregado mono-axial a bi-axial. Para estudiar mas



2

a fondo este fendmeno, trataremos de cuantificar el aumento de viscosidad con cambios
de tamafo v forma, a través de una simulacion de un agregado compuesto de esferas duras
con el programa HYDRO, pero antes un breve repaso tedrico.

La ecuacion (3.3) de Sclomon-Cinta [87], nos da una relacidén entre la viscosidad
intrinseca [17] de un solute y la viscosidad 1 de 1a solucién. Esta ecuacidn se puede apli-
car si la ecuacidn lineal de Huggins v la ecuacion de Kraemer son ambas vdlidas [88].
En nuestro caso esto no se cumple a cabalidad, pero como obtendremos una refacién que
cancela las concentraciones esta ecuacién puede ser aplicada, considerando ademds que
en nuestro caso 1o importante es el resultado cualitativo y comparativo, en ningtin caso

cuantitativo. Esta ecuacién se puede expresar de la siguiente manera:

(2% (n5p—1In n,)}m

)= -

Aqui [n] es la viscosidad intrinseca (o viscosidad a dilucién infinita), 15, es la viscosi-
dad especifica de una selucién de bicelas a una concentracion ¢ {en este caso ¢ correspon-
de a la concentracién de agregados) y 1, es la viscosidad relativa calculada de la razon |
N, = N/ Mo, siendo Mg la viscosidad del sclvente.

Por lo tanto, la viscosidad especifica, 7;,, de una cierta solucion puede expresarse
como, Ny, = (1 —Ng)/No = 1, — 1, entonees la viscosidad intrinseca adopta la siguiente
forma:

f—1

; PRILT p y
1] = llm_-l‘-’—} = lim ——— (3.4)
) c—=0 C o3 ¢

La viscosidad intrinseca, (17}, nos entrega informacion de la forma y flexibilidad de las
especies disueltas, como polimeros, macromoléculas, nano particulas, agregados o coloi-
des {89,901, Por lo anterior, la ecuacién de Solomon-Ciuta puede ser reformulada de Ja

siguiente maneia:
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- 1/2 ,
Mle = (2% (15 —1nn,)) (
La razdn entre la viscosidad intrinseca de dos cristales liquidos con diferentes conte-
nidos de TTAC puede ser calculada por la ecuacion 3.6:
2
[7?]202 (2 * (nspﬂ = J1i ??;-,2)) i

= (3.6)

/2

[n]lcl (2*(n.s';),! —1[1?'],11))1;

De los resultados de las microscopias TEM (ver Figura 3.3) se determind que los agre-

gados al aumentar sélo el 30% p/p TTAC aumentan su tamaiio unas 10 veces, por lo tanto
podemos asumir que ¢; = 10cs, y estableciendo que 1y es la viscosidad del agua pura a
298 K (ny = lmPa-s), m = 12,9mPa-sy N2 = 310.2mbPa- s para las muestras 1 y 2

respectivamente, la ecuacion 3.6 se reduce a la siguiente expresion:

2 _s579 (3.7)
[

En general, la viscosidad intrinseca [n] depende de la forma, tamafio y flexibilidad
de la macromolécula o coloide en solucién. Dado que la flexibilidad de los agregados
ya fue estudiada, en los siguientes cdlculos solo la forma y tamafio del agregado serdn
considerados.

En este punto, el objetivo principal es reproducir la razén entre la viscosidad intrinseca
de un cristal liquido con diferentes contenidos de TTAC, usando cdlculos de hidrodindmica
basados en agregados moleculares de diferentes tamafios y formas.

Para esto se ocupé el programa HYDRO [91] , el cual permite calcular viscosidades
intrinsecas adimensionales (disponible en http:://leonardo.inf.um.es/macromol). Se cons-
truy6é un modelo compuesto por 2 capas de 244 esferas duras cada una, formando una

estructura mono-axial circular, como la mostrada en la Figura 3.9. Para este modelo una
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viscosidad intrinseca de 1,39 fue calculada. A continuacion se repiten los cilculos para el
sistema 2, para dos formas diferentes, circular y eliptica (con una relacion de sus semi-
ejes a/b = 20). Ambas formas con 2440 esferas duras. De estos cédlculos se obtiene que
[77]§.C'£r'a'ir!rzl‘ =625y [n]é,eﬁpﬁca =75, dando una relacion [n];‘cbtw."w'/[n}T.Cii‘culcu' =45y
M3 etiptical M) cireutar = 54» siendo esta tltima relacién la que refleja mejor la relacién
(n]2/[n]1 = 57.0. De estos célculos, se puede decir que el incremento en el contenido
de TTAC, no sélo aumenta el tamaino, sino que también induce cambios en la forma del
agregado que forma el cristal liquido, pasando de una simetria circular a una eliptica, en
otras palabras de mono-axial a bi-axial, incrementando asf la viscosidad. Se preserva, sin

embargo, la estructura de bicapa.

Figura 3.9: Modelos hidrodinamicos usados en la estimacién de [n]. A) Circulo y B) elipse
con a/b=20.
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3.1.6. Desdoblamientos cuadrupolares, Av,, simulados.

La Tabla 3.1 muestra los valores de Av, de SDS-dys disuelto en las muestras 1, 2 y
3 (para detalles de la composicion de las muestras ver seccion 2.1). Esta Tabla muestra
como los Av, de SDS-d>5 disminuyen significativamente con el incremento del contenido
de TTAC (muestra 2). Esto indica una significativa disminucién en el alineamiento de las
cadenas alifaticas con el campo magnético, que puede ser debido a repulsiones electro-
estaticas entre las cabezas cargadas de los amonios, entre otras razones. Por otra parte el
incremento en un 15 % p/p de NaCl (muestra 3) presenta un leve aumento en los Av, expe-
rimentales, que podria deberse al aumento del efecto de apantallamiento de los iones para
con los TTA', lo que contribuye al orden de la interfase con un consecuente aumento de
los Av,. Pero este efecto del aumento de la fuerza idnica es poco significativo, mostrando
que la integridad de los agregados en nuestros sistemas no depende en mayor medida de
la concentracion salina.

Los valores de Av, obtenidos por H-NMR estdn relacionados con el pardmetro de
orden de deuterio, Scp, por la siguiente expresion:
- 3C < Scp >

Avp = 5

(3.8)

C es la constante de acoplamiento cuadrupolar (C = 170kHz [92]), y Scp es el pardme-
tro de orden de un dado enlace C — D. El pardmetro de orden puede ser directamente

obtenido de las simulaciones usando la siguiente ecuacion:

<3cos’p—1>
2

< Scp >= (3.9)

Aqui ¢ es el dngulo entre el enlace C — D y el plano de la interfase, y el promedio se

obtiene a lo largo de la simulacion y entre todas las moléculas idénticas del ensamble. Sin
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embargo, teniendo en cuenta que los hidrogenos de los grupos metilenos no fueron consi-
derados explicitamente en las diferentes moléculas que componen la bicapa, ver seccién
2.5.2, el parametro de orden correspondiente a un dado enlace C — D puede ser calculado
empleando una metodologia bien descrita [60, 66], exceptuando los pardmetros de orden
de C — D para el Gltimo carbono, Cj2 — D, que no se pueden obtener.

La Tabla 3.4 muestra los Av, obtenidos por DM, correspondientes a los sistemas 1,
2 y 3 (descritos en seccién 2.5.1), que son las correspondientes representaciones de las

muestras 1, 2 y 3 (seccidon 2.1).

Carbono Sistema | Sistema 2 Sistema 3
Av, (Hz) Av,(Hz) Av,(Hz)
25467+£325 24975+816 24183 + 391
25639+6063 25596+844 25483 4 589
26260£670 | 264151110 | 26721 £ 539
26631678 | 2641441254 | 27390 + 583
26838=+716 | 26949+1360 | 27600 4 622
266524659 | 27162411354 | 27566 + 692
256994647 | 2706741439 | 27299 £ 717
252684619 | 2673541390 | 26864 + 690
235724568 | 260911388 | 26019 £ 711
20004410 | 2483141236 | 24489 £ 386
163894223 | 22688+1020 | 21038 £ 557

Z| S| o| oo Q| o] v b w2 19| —

Tabla 3.4: Valores de Av, obtenidos por DM. Sistemas 1, 2 y 3 descritos en seccion 2.5.1.

La comparacion entre los valores de Av, experimentales (Tabla 3.1) y simulados (Ta-
bla 3.4), muestra un acuerdo entre la muestra 1 y el sistema 1 para los Av, de los primeros
carbonos de la cadena alifética, cercanos a la interfase, no asi para los tltimos. Esta dis-
crepancia puede originarse tanto porque la simulacién corresponde a un fragmento de la
bicapa, omitiéndose de estd manera el efecto de la curvatura del agregado, especialmente
importante en agregados pequefios, o bien por impurezas apolares en el PL que podrian
perturbar el centro hidrofdbico, donde estén estos dltimos carbonos.

Los valores de Av, a lo largo de la cadena de SDS-das no son significativamente al-

terados con un incremento en la fuerza idnica, como lo muestran los Av, de muestra 1 y
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3 en la Tabla 3.1. Esto se refleja en los Av,; obtenidos de la simulacién del sistema 3, los
cuales no cambian significativamente entre los sistemas 1 y 3, ver Tabla 3.4, al 1gual que
ocurre experimentalmente entre las muestras 1 y 3.

Donde existe una clara discrepancia entre los Av, experimentales y simulados, es entre
la muestra 2 y el sistema 2. El sistema 2 no refleja los datos experimentales, es mas, com-
parado con el sistema | Av, no cambian significativamente para los primeros carbonos
y aumentan para los dltimos, es decir, el aumento de TTAC en nuestras simulaciones no
tuvo repercusiones en los Av, de los primeros y si en los dltimos, siendo que experimen-
talmente el mismo aumento disminuye un 19% los Av, de los primeros carbonos, y los
dltimos también se ven disminuidos, pero cada vez menos, a medida que nos acercamos al
centro de la bicapa. Esta discrepancia entre los datos experimentales de la muestra 2 y los
de simulacién del sistema 2, puede ser explicada por cambios en la forma y flexibilidad de
los agregados con el incremento del contenido de TTAC, como se determind en las seccio-
nes 3.1.4 y 3.1.5 . De esta manera, el incremento en tamaiio y el cambio en la geometria
del agregado de mono-axial a bi-axial que junto al aumento de flexibilidad, tras el aumen-
to de TTAC, podrian estar propiciando movimientos colectivos a lo largo del agregado,
similares a las ondulaciones presentes en fases lamelares, que podrian estar aumentando
la movilidad de todos los enlaces C — D, disminuyendo de esta manera los Av,, sin verse
afectada la orientacion promedio. Para explorar el efecto de estas ondulaciones en Av,, se
vio en el sistema 2, como diferentes inclinaciones entre los enlaces C — D con el campo
magnético afectan Avy, los resultados se presentan en la Tabla 3.5. Se observa que una des-
viacion en el dngulo de ~15 °, como el representado en la Figura 3.10, es suficiente para
reducir Av, a valores cercanos a los experimentales, por lo tanto, ondulaciones con osci-
laciones de 15° de amplitud alrededor de la orientacion promedio, debieran ser suficientes

para explicar la disminucion experimental de Av, entre las muestras | y 2. Este resultado
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evidencia que a la hora de interpretar los cambios de Av, en estos sistemas, es importante
considerar factores tales como el tamafio, geometria y flexibilidad del agregado, ademas

de cambios en la interfase o dinamica interna del mismo.

Molecular aggregate ~ Computational box

B |
&

Z.Solution..

B @W&\WM@“ gt
§ & &

Figura 3.10: Orientacién del agregado con respecto al campo magnético, B. (1) Representa
la orientacién de agregados rigidos con simetria discoidal bajo un campo magnético. (2)
Representa la orientacién de agregados flexibles de simetria discoidal alargada bajo un
campo magnético.

A continuacién se presenta una serie de estudios de DM, donde se ahondara en los
fenémenos de superficie enfocados principalmente en los sistemas | y 2, de manera de

entender mejor las diferencias entre las muestras | y 2.
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Carbono (Av, (Hz))" (AVU(H.-T))” (Av,(Hz))" [;‘.\Q,(H;')]”
I 24183 £ 391 2130241211 1844041425 14845+ 1718
2 25483 + 589 | 22557x1354 196031575 1591711882
3 26721 £ 339 | 2363341268 | 2052511465 | 1664511752
4 27390 4 383 | 2422941253 | 21048+1455 | 17080£1755
5 27600 + 622 | 2444841237 | 2123541433 | 172261726
6 27566 4 692 | 2438141231 | 21178£1423 | 171831720
7 27299 + 717 | 2413241246 | 20955+1436 | 16943+1724
8 26864 £+ 690 2373321199 20599£1393 166951681
9 26019 £ 711 | 229601183 | 19910£1368 | 161151646
10 24489 + 586 | 21596+£1123 18720+1298 151461561
11 21038 + 557 1852441063 160361217 1294241443

Tabla 3.5: Valores de Av,, del sistema 2 a diferentes inclinaciones de la caja computacional
con respecto al eje Z: (a) 0°, (b) 10° (¢) 15 and (d) 20 °.

3.1.7. Dinamica rotacional del agua.

Para obtener informacion acerca de la dindmica rotacional del momento dipolar eléctri-
co del agua cerca de la interfase del cristal liquido, tiempos de correlacién rotacional a
diferentes distancias del centro de la bicapa fueron estimados definiendo ldminas paralelas
de igual grosor a diferentes distancias de la interfase. El tiempo de correlacion rotacional
fue calculado basdndose en que cada molécula de agua es asignada a una cierta lamina.
De esta manera se calculd los valores de los tiempos de correlacion rotacional desde la
interfase hasta la solucién acuosa en los sistemas 1, 2y 3

En general, la dinamica re-orientacional del momento dipolar del agua puede ser des-
crita por la funcién de correlacidn rotacional, la cual puede ser formulada en términos del

primer polinomio de Legendre.

< Pi(t) >=< q(0)ti(r) > (3.10)

Donde (i(0) y fi(¢) corresponden a la orientacion del momento dipolar del agua sepa-
rados por un intervalo de tiempo t.

< Py (t) > puede ser ajustada a una funcién multi-exponencial como sigue:



3 =1
<P(t)>=) aeW (3.11)

=l

Aqui a; y 7; corresponden a diferentes amplitudes y tiempos de correlacidn asociados
con la re-orientacién anisétropa del dipolo del agua.
Como a; y 7; no son uni-valuados, un 7, s, independiente del ajuste, debe ser definido,

por lo cual T r es definido como sigue [93]:

:
J T
Teff = Lo (3.12)

3
Z}':] a;

La Figura 3.11 muestra los mejores ajustes de < P;(¢) > en funcién del tiempo, a di-
ferentes distancia del centro de la bicapa, para los sistemas | y 2. Entonces, de un ajuste
multi-exponencial, 7,7¢ a diferentes distancias de la interfase pueden ser calculados. La
Figura 3.12 muestra 7,7 del momento dipolar del agua para los sistemas 1, 2 y 3, a dife-
rentes distancias de la interfase y se puede apreciar como 7,7, incrementa abruptamente
cuando el agua se aproxima a la interfase. Esto se debe al hecho de que el agua en la
interfase se coordina con dtomos de PL, DeOH y TTAC, introduciendo restricciones a la
movilidad. Esta Figura también nos muestra como 7,7¢ disminuye un orden de magnitud
cuando pasa de la interfase a la solucion acuosa y como este cambio es menor para el
sistema 2 que para el sistema 1. Esta disminucién de 7,77 con el incremento en TTAC, se
asocia a la relativa disminucion del contenido de PL, dado que el agua se coordina prefe-
rentemente con PL, por lo mismo, como el sistema 3 tiene la misma cantidad de PL que el
sistema 1, estos presentan comportamientos similares con respecto a T, ;.

Para asegurar que la simulacidén nos entrega una buena representacién de la dindmica
del solvente, los valores medidos de T para DHO de las muestras 1,2 y 3 son comparados

con los valores obtenidos de las simulaciones. La teoria de Redfield relaciona Ty con el
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Figura 3.11: < Pi(t) >, en funcidén del tiempo para (a) sistema 1 y (b) sistema 2, a di-
ferentes distancias del centro de la bicapa. Los puntos representan valores obtenidos por
simulacién, y la linea sélida es la regresién obtenida de un ajuste a una funcién multi-
exponencial.

tiempo de correlacidn rotacional y con el gradiente de campo eléctrico experimentado por

el ndcleo de la siguiente manera [94]:

27eQ 3%V

h  dz72

Donde J(ay) es la densidad espectral. La ecuacién 3.13 puede ser evaluada usando

1 3

ﬁ:(so

i+ RECORTEES 313)

T.ry anteriormente calculado. El gradiente de campo eléctrico es axialmente simétrico a
lo largo del enlace O — D, (n = 0.00), el término en paréntesis cuadrado es la constante
de acoplamiento cuadrupolar en unidades de frecuencia angular, 308 kHz para el enlace
O — D, y ax es la frecuencia de Larmor. Es mds, asumiendo que la funcion de correlacion
rotacional es un decaimiento mono-exponencial, el valor de Ty puede ser facilmente cal-

culado [94]. T| del DHO medidos fueron de 339 ms, 318 ms y 334 ms para las muestras
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Figura 3.12: Tiempo de relajacion del momento dipolar del agua para los tres casos estu-
diados, en funcidn de la distancia desde el centro de la bicapa, Z = 0.

1, 2y 3, respectivamente. Estos valores concuerdan con los valores calculados de la simu-
laciones de 290 ms, 265 ms y 270 ms para la solucién acuosa de los sistemas 1, 2 y 3. Por

lo tanto las simulaciones representan adecuadamente la dindmica del solvente.

3.1.8. Coeficiente de difusion traslacional del agua, D;.

Para proveer informacién de como la difusion del agua se ve afectada por la interfase,
se calculé D, dentro de laminas del mismo grosor en el plano-xy a diferentes distancias
del centro de la bicapa, metodologia similar a la empleada en la seccion anterior. D, puede

ser calculado del cuadrado del desplazamiento medio de la siguiente manera:

lim < r2(t) >=2n-D7 -t (3.14)

—o0

’ . 5,
Donde n es nimero de grados de libertad, dos en nuestros caso, 7~ es el cuadrado del
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desplazamiento paralelo al plano-xy y t es el tiempo. Los resultados se muestran en la

Figura 3.13. El sistema 3 se omite por no mostrar diferencias con el sistema 1.

6
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Figura 3.13: Coeficiente de difusion traslacional del agua, D, (linea sélida), densidad del
agua (linea punteada) y la distribucién del nitrégeno de TTAC (linea entrecortada) desde
la solucion acuosa hasta el interior de la bicapa. (S1) sistema 1, (S2) sistema 2.

La Figura 3.13 muestra valores calculados de D, de alrededor de 1,0 x 1073 em?s~!,

cerca de la interfase, hasta 5.8 x 102 cm=s~! en la solucién acuosa. Estos valores se
condicen con valores experimentales y de simulacion. Valores de D, que van desde 2,3 x
1073 em?s™" 22,74 x 1073 em?s~! se han medido usando "H-RMN [95] y “H-RMN [96].
En simulacién, con el modelo SPC, se han reportado valores de D; = 7,5 x 10 3 em?s™!
para agua isotrépica [66].

En zonas mds cercanas a la interfase, /J; baja a un quinto de su valor en la solucion
acuosa. Esta disminucidn se atribuye a que a medida que el agua se acerca a la interfase
aumenta el cardcter de agua de solvatacién por sobre el cardcter de agua libre. La Figura

3.13 también muestra que el grosor del dominio hidrofébico disminuye de manera im-
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portante con el aumento de TTAC, haciendo que los perfiles de D, de los sistemas | vy
2 sean diferentes. Como vimos en secciones anteriores, este adelgazamiento de la bicapa
esta asociado al fenémeno de inter-digitacion de las cadenas alifiticas del TTAC de caras
opuestas de la bicapa, cuando se aumenta el TTAC, fenémeno ahondado en la seccién
3.1.10.

Ademas de la explicacidn anterior para las diferencias entre los perfiles de D, corres-
pondientes a los sistemas 1 y 2, existe otro factor que podria estar influyendo, que es la
diferencia en la solvatacién de las distintas especies que forman el agregado. De manera
que se hizo un estudio de las aguas que coordinan PL, DeOH y TTA " a través del célculo

de funciones de distribucion radial , g(r), definida como:

N(r)

— 3. 15
Anripdr ( )

gr) =

Aqui N(r) es el nimero de dtomos en un ldmina esférica de grosor dr a una distancia r

de un origen determinado, y p es la densidad macroscdpica, calculada como la razén entre
la masa de todos los atomos y el volumen de 1a caja de simulacién. La Figura 3. 14 muestra
algunos de estos graficos. Se observa que PL es la especie que coordina mds moléculas
de agua, por lo que la disminucién de la concentracién de PL al aumentar TTAC debiera

cambiar los perfiles de D;, como efectivamente ocurrid.

3.1.9. Esferas de hidratacion de Cloro y Sodio.

Otro aspecto relacionado con la estabilidad de los cristales liquidos es la solvatacién
de los iones y el proceso de deshidratacién cuando se acercan a la interfase. En este con-
texto se estudio la solvatacion de sodio y cloro a diferentes distancias del centro de la
bicapa, con una metodologia similar a la de las secciones 3.1.7 y 3.1.8. De la integracion

de las funciones de distribucion radial de agua alrededor de estos iones se puede estimar
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Figura 3.14: Funciones de distribucién radial del agua alrededor del oxigeno de los fosfatos
de DOPC correspondientes al sistema 1, 2y 3.

el nimero de hidratacion de los mismos.

La Figura 3.15 muestra los resultados de este estudio para el sodio. Los nimeros de
hidratacién en la solucién acuosa son 5,00 £ 0,02 para el sistema | y 4,90 £ 0,01 para
el sistema 2. Estos valores concuerdan con valores obtenidos por difraccién de rayos-X y
por simulacién, que van de 4 a 6 moléculas de agua alrededor del sodio [97]. La Figura
3.15 también muestra como en ambos sistemas el acercamiento de sodio a la interfase le
significa una deshidratacion de casi un 50 %.

La Figura 3.16 muestra el nimero de hidratacién de cloro desde la solucion acuosa
hasta el centro de la bicapa para los sistemas 1 y 2, siendo para la solucion acuosa de
7,98 +0,04 y 8,06 +0,03 para los sistemas 1 y 2, respectivamente. Estos valores con-

cuerdan con datos experimentales medidos con difraccién de rayos-X [98] y difraccion
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Figura 3.15: Niumero de hidratacion de sodio desde la solucion acuosa hasta el centro de
la bicapa para los sistemas 1 y 2.

de neutrones [99-101], asi como también con valores obtenidos por simulacién [97, 102],
donde los ndmeros de hidratacién van de 5,2 a 7.4. En todos los casos estudiados, los iones
pierden completamente su esfera de hidratacién cuando pasan al dominio hidrofébico del
centro de la bicapa. La Figura 3.16 también refleja el comportamiento experimental del
nimero de coordinacién de cloro cuando se incrementa la fuerza idnica, disminuyendo un
11 % [103]. En nuestro caso el namero de hidratacion se redujo un 9% con un incremento

de 1M en la concentracion de sal.

3.1.10. Estructura de la bicapa.

En esta seccion exploraremos con mds detalle los efectos del contenido de TTAC en la
estructura misma de la bicapa. La Figura 3.17 muestra los perfiles de densidad de TTA™ a

lo largo del eje Z, eje perpendicular a la superficie de la bicapa. Se observa que el sistema
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Figura 3.16: Nimero de hidratacion de cloro desde la solucidn acuosa hasta el centro de
la bicapa para los sistemas | y 2.

| muestra poco solapamiento de las cadenas hidrocarbonadas de capas opuestas, como se
deduce del valle en el centro del grifico. Este perfil contrasta con el del sistema 2, donde
se observa un mdximo de densidad de TTA™ en el centros de la bicapa, ademds de ser un
perfil mas estrecho. Estas observaciones claramente indican una inter-digitacion de las ca-
dena alifaticas de los TTA " de caras opuestas de la bicapa. Este fendmeno, aparentemente
energéticamente desfavorable puesto que se estdn acercando cargas del mismo signo, se
entiende si hacemos un andlisis basado en interacciones electroestiticas y Lennard-Jones.
El incremento del contenido de TTAC en un 30% p/p produce un incremento en las re-
pulsiones electroestdticas, como era de esperarse, de 113 kJ/mol a 312 kJ/mol, pero este
incremento de energia es ampliamente compensado por una mejor compactacion de las
cadenas alifdticas de TTA", lo que cambia las interacciones de Lennard-Jones desde -

4157 kJ/mol a -6460 kJ/mol. Cabe mencionar que la sumatoria de las interacciones de



Lennard-Jones concentradas entre las cadenas de los anfifilos de los TTA" son mayores
que la sumatoria de las intereacciones couldmbicas porque las cadenas de los anfifilos se
encuentran muy cercanas entre si y son un grupo lo suficientemente extenso (14 carbonos)

como para superar las repulsiones electroestaticas producto de la carga de esta molécula.

600——r—m——————
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Figura 3.17: Densidad de TTA™ a lo largo del eje Z para los sistemas 1y 2.

Otro importante aspecto a nivel estructural de la bicapa se aprecia en la Figura 3.18,
donde esta imagen del plano de la superficie de la bicapa del sistema 1 revela la aparicion
de aglomerados moleculares, conocidos como balsas lipidicas, en este caso formados solo
por PL. Cabe hacer notar que en el inicio de la simulacion la disposicion de las diferentes
especies que conforman la bicapa fue completamente aleatoria, la imagen de la Figura
3.18 fue obtenida tras 160 ns de simulacién. Con el dnimo de encontrar una justificacion
termodindmica a la aparicion de estas balsas lipidicas, se hizo un cédlculo del potencial de
fuerza media (PFM) correspondiente a la insercién de DOPC en dos sistemas ideales, el

primero consistente en un sistema idéntico al sistema 1 pero sin TTAC, y el segundo en un
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sistema solo con TTAC. PFM a diferentes distancias del centro de la bicapa se utilizé para

estimar la espontaneidad del proceso con la siguiente relacidn:

Figura 3.18: Imagenes del plano-xy del sistema 1 tras 160 ns de trayectoria. Las dreas
rojas corresponden a aglomerados de lipidos.

AG(z) = —RTlnﬁ-(@Q =PMF (3.16)

i

Aqui AG(z) cs la diferencia entre la energia libre de la solucién acuosa y su valor
en cierta posicién z, a lo largo del eje perpendicular a la interfase. R es la constante de
los gases, T la temperatura absoluta, c;(z) la concentracién de DOPC en la posicién z, y
c? la concentracién de DOPC en la solucién acuosa. Debido al muestreo incompleto, los
perfiles de c¢;(z) no pueden ser obtenidos directamente de una simulacién de DM normal,
sin embargo, usando las metodologias “Umbrella” [104] y WHAM [105], tales como han
sido descritas en trabajos anteriores [93, 106-108], PFM puede ser estimado. Para mejo-

rar ¢l muestreo, dos moléculas de DOPC fueron introducidos en ambos sistemas, una en
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la solucién acuosa, a una distancia de 3,9 nm del centro de la bicapa, y la otra ubicada
justo en el centro de la bicapa. Luego ambas moléculas de DOPC fueron simultdneamen-
te desplazadas a lo largo del eje Z manteniendo la distancia entre ellas. EI movimiento
del centro de masa de cada molécula fue sujeto a una restriccion en el eje Z usando un
potencial arménico de 3000N - nm~2 - mol~", para mantenerlas en ventanas de 0,1 nm de
espesor, esto manteniendo la libertad de movimiento en el plano-xy. Para cada uno de los
40 sub-sistemas generados, 30 ns de trayectoria fueron calculados.

La Figura 3.19 muestra el PEM asociado a la insercion de DOPC desde la solucién
acuosa hasta el interior de la bicapa para los dos modelos descritos anteriormente. Esta
Figura evidencia que para cualquier distancia del eje Z, DOPC estd energéticamente mas
estable rodeado de otros DOPC que con TTAC. Por lo tanto, acorde a estos resultados,
la formacién de balsas lipidicas en el agregado es esperada. Finalmente, la formacion de
balsas lipidicas es favorecida en 5 kJ/mol con respecto a la insercién en una bicapa de

TTA™'.
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Figura 3.19: Potenciales de fuerza media (PFM) asociado a la insercion de DOPC desde
la solucién acuosa hasta el centro de las bicapas mencionadas anteriormente.
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3.2. Resultados Fase TTAB.

Para estudiar el efecto del contraion, se realizé un estudio similar al presentado para la
fase de TTAC pero cambiando TTAC por TTAB y NaCl por NaBr, a lo que llamamos fase

TTAB.

3.2.1. Seleccion de los extremos de la fase.

Al igual que para la fase TTAC, aumentando y disminuyendo cada uno de sus com-
ponentes, salvo agua, desde un mismo punto que llamamos sb (ver seccion 2.1). Se en-
contraron los extremos donde aiin se conservaba la fase nemadtica, registrados por MOLP
y 2H—RMN, DeOH-a-d> y DHO, de la misma manera que en la seccion 3.1.2. Estos ex-
tremos corresponden a 0,3971 g/ml y 0,6178 g/ml para TTAB, 0,0223 g/ml y 0,2097 g/m]
para PL, 0,0289 g/ml y 0,0673 g/ml para DeOH y finalmente entre 0 y 0,3709 g/ml pa-
ra NaBr. En la Figura 3.20 se presentan los grificos de Av, de DeOH-a-d; y DHO en
funcion de las cantidades de las distintas especies analizadas. El comportamiento de los
Av, presentes en estos graficos tienen el mismo comportamiento que para la fase TTAC
resistiendo el mismo andlisis presente en la seccion 3.1.2.

Pero en estos extremos los espectros no tienen la calidad suficiente como para hacer
otros estudios de H-RMN, y los extremos que aun conservan un buen espectro *H-RMN
corresponden a 0,4192 g/ml y 0,5516 g/ml para TTAB, 0,0699 g/ml y 0,1398 g/ml para
PL, 0,0409 g/ml y 0,0577 g/ml para DeOH y 0,0337 g/ml y 0,1348 g/ml para NaBr, estas
cantidades por ml de agua. L.lama la atencién que comparandolo con la fase TTAC, la fase
nematica, en este caso, se presente con una masa de TTAB que es practicamente el doble
de masa de TTAC requerida para que s¢ forme la fase nemdtica en la fase TTAC. Esto
va en desmedro del objetivo de aumentar la cantidad de fosfolipidos, ya que el porcentaje

en masa de fosfolipidos presentes en el agregado pasa de un 29% a un 19%. Ahora,
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Figura 3.20: Av, de DeOH-a-d; y DHO en funcién de las cantidades de TTAB, PL, DeOH

y NaBr.

analizando los extremos de NaBr, resulta interesante que aparentemente el ién Br~ estaria

afectando menos que el C/~ la integridad del agregado, por ende la fase nemética, esto

porque el rango molal de sal que soporta la fase de TTAB (NaBr) es mayor que la fase

de TTAC (NaCl), siendo de 0,3 molal a 1,3 molal en el caso de la fase TTAB y de 1,2

molal a 1,8 molal en el caso de la fase TTAC, lo que resulta en un rango de estabilidad

de aproximadamente el doble para la fase TTAB (I molal) con respecto a la de la fase

TTAC (0,6 molal). TTAB presenta un rango en moles del doble que para TTAC, siendo

de 4,6 107 moles de TTAB y de 2,310~ moles de TTAC, pero esto es esperable dado
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que TTAB estd presente aproximadamente en el doble de cantidad que TTAC, ver seccién
2.1. El resto de los componentes, PL. y DeOH, presenta un rango en masa muy similar al

presentado en la fase TTAC.

3.2.2. Espectros ’H-RMN de los extremos de la fase.

De la misma manera que se hizo en la fase TTAC seccién 3.1.2, para obtener mds
informacion acerca de la dinamica interna del agregado, se remplazo SDS por SDS-d»s,
también a H,O se le agregé D>O a una concentracién 5% p/p de DO, esto para cada
uno de los extremos seleccionados. En la Figura 3.21 se muestran los espectros “H-RMN
de SDS-dys y DHO para todos los extremos, y en la Tabla 3.6 los valores de Av, y T
desprendidos de estos espectros. En la Figura 3.22 se muestran los espectros obtenidos con
la secuencia de pulsos T1IR y un ajuste mono-exponencial representativo de la intensidad
de una senal en funcién del tiempo para la obtencién de T .

Los cambios en Av, y T presentes en la Tabla 3.6, tanto a lo largo de la cadena
de SDS-d>s como también con los cambios en la concentracion de las distintas especies,
tienen el mismo comportamiento que para la fase TTAC resistiendo el mismo andlisis pre-
sente en la seccion 3.1.2. Es decir, Av,; disminuye cuando aumentamos la concentracion de
TTAB y aumenta cuando aumentamos la concentracién de PL y de DeOH, y a T le ocurre
lo inverso, pues como se explicé anteriormente Av,, aumenta por un mayor alineamiento de
las cadenas alifdticas y este mayor alineamiento disminuye la dindmica re-orientacional lo
que disminuye T. Se presenta un comportamiento anémalo en T para el caso del aumen-
to de la concentracién de PL, esto porque a pesar de que Av,, aumenta alrededor de 4 kHz,
T; se mantiene practicamente igual para los primeros carbonos de SDS-d»s, con valores
de 41,6 ms para 0,4192 g de TTAB y 42,0 ms para 0,5516 g de TTAB, por lo que en este

caso el mayor alineamiento de las cadenas alifdticas al aumentar la concentracién de PL
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Figura 3.21: Espectros “H-RMN de SDS-d>s y DHO de todos los extremos de la fase
TTAB.

no repercute en la dindmica re-orientacional, como podria ser el caso en que el agregado
completo se oriente mejor al aumentar PL. manteniendo la misma dindmica interna, o bien
que efectivamente disminuya la movilidad de las cadenas aliféticas, como es lo esperado,
pero esta disminucion puede que esté siendo enmascarada por otros fenémenos compensa-
torios que aumenten la movilidad, como un aumento en las fluctuaciones orientacionales
del agregado como un todo (tumbling). Dado que los cambios de Av, para los cambios

de concentracién de TTA ", PL y DeOH son cualitativamente los mismos que para la fase
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Figura 3.22: Espectros obtenidos por la secuencias de pulsos T1IR y un ajuste mono-
exponencial representativo.

TTAC, el andlisis basado en el efecto espaciador de las especies no cargadas (PL y DeOH)
sobre TTA™, lo que disminuirfa la repulsién entre estos tltimos permitiendo asi un mejor
empaquetamiento de las cadenas y un mayor alineamiento con el consecuente aumento
de Av,, también puede ser aplicado en estos sistemas. Al aumentar la sal, NaBr, el efecto
es diferente que para la fase TTAC. En esta fase hay un aumento de Av, de 3 kHz en los
primeros carbonos. Esto se puede explicar porque el aumento de sal en esta fase es del
300% p/p y en la fase TTAC solo del 42 % p/p, por lo tanto es de esperar que el aumento
en Av, sea mayor. Este aumento en Av, producto del aumento en la fuerza idnica puede
ser debido a que hay mds iones disponibles para coordinarse con TTA™ generando asi una
interfase mds estable por disminuir las repulsiones inter-TTA™. Adicionalmente la dife-
rencia de tamano entre estos iones también contribuiria a este aumento de Av,, pues como

Cl™ es mds pequeio que Br~ posee una esfera de solvatacién mayor lo que le dificulta



61

; 0,4192 g¢/ml TTAB 0.5516 g/ml TTAB 0,0699 g/ml PL. 0,1398 g/ml PL
Carbono | Av,(Hz) | Ti(ms) | Av,(Hz) | Ti(ms) | Av(Hz) | Ti(ms) | Av,(Hz) | Ty(ms)
1 20897 379 17100 46,3 17987 41,6 21888 42,0
2 20897 37.9 17100 46,3 17987 41,6 21888 42.0
3 20897 37.9 17100 46,3 17987 41,6 21888 42,0
4 20897 37.9 17100 46,3 17987 41,6 21888 42,0
5 20897 379 17100 46,3 17987 41,6 21888 42.0
6 20897 379 17100 46,3 17987 41,6 21888 42.0
7 20897 41,2 17100 57.4 17987 42,0 21888 59.4
8 17834 47.8 14967 145,1 15686 557 18628 50,7
9 15613 55,3 13675 91,7 13770 67,1 16287 57.0
10 1294 — 10960 90,8 11422 93.8 13612 77.4
11 9557 1133 8114 120.,7 8418 127:1 10047 112.2
12 2565 3177 2162 327.2 2237 330,6 2685 326,1
DHO — 349.2 — 329.8 12,7 3673 214 3349

: 0,0409 g/ml DeOH | 0,0577 g/ml DeOH 0.0337 g/ml NaBr 0,1348 g/ml NaBr
Carbono | Av,(Hz) | Tilms) | Avg(Hz) | Ti(ms) | Av(Hz) | Ti(ms) | Avy(Hz) | Ti(ms)

1 18593 38.6 22451 36.4 19173 40,1 22061 37.7
2 18593 38,6 22451 36.4 19173 40,1 220061 377
3 18593 38.6 22451 36,4 19173 40,1 22061 3.7
4 18593 38.6 22451 36.4 19173 40,1 22061 37.7
5 18593 38,6 22451 36,4 19173 40,1 22061 3.7
6 18593 38,6 22451 36,4 19173 40,1 22061 30
7 18593 42,8 20391 32,9 17260 42,5 22061 354
8 16091 42,2 18929 41,1 15584 53,8 18823 50.4
9 14158 57.5 16546 56,3 14557 62,5 16523 57.8
10 11751 81,8 13741 754 11885 81.8 13689 77.6
11 8704 129.6 10108 109,7 8903 124,8 10106 114,1
12 2336 303.6 2683 301.8 2384 3225 2678 318.3
DHO — 3234 — 341.7 28.8 350.6 - 330.3

Tabla 3.6: Valores experimentales de Av, y T| de SDS-d>s y DHO de los extremos de la
fase.

mds que a Br~ el ingreso a la interfase.
3.2.3. Microscopia Optica de Luz Polarizada, MOLP.

La Figura 3.23 muestra las texturas de MOLP para todos los extremos de la fase TTAB.
Al igual que en la fase TTAC se observan texturas de “oily streak” y Schlieren, para cada
pareja de extremos, es decir también en la fase TTAB los cambios de concentracién de
sus componentes inducen un cambio de fase similar, siendo ambas también nemdticas. Al
igual que en la fase TTAC bajas concentraciones de PL, DeOH y NaBr presentan texturas
de Schlieren y a altas concentraciones aparece la textura “oily streak”, y lo inverso ocurre

con el aumento de TTAB. Esta observacidn revela, al igual que para la fase TTAC, que la
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densidad de carga de la superficie del agregado, por lo tanto el contenido de TTAB, estaria
controlando la morfologia de los agregados, dado que el incremento de PL o DeOH seria

equivalente a una disminucion de TTAB

3.2.4. Caracterizacion de la fase.

La fase estudiada, para todas las diferentes concentraciones, en este caso, también co-
rresponden a una fase nemdlica, establecida asi por los mismo argumentos de H-RMN
y MOLP presentados en la seccion 3.1.1 para caracterizar la fase de TTAC. En la Figura
3.21 se muestran los espectros H-RMN y en la Figura 3.23 las texturas de MOLP ca-
racteristicas de las diferentes mesofases nematicas encontradas. Efectivamente estos datos

muestran que todas estas soluciones corresponden a fases nematicas.

3.2.5. Viscosidad cinematica, 7.

La Tabla 3.7 muestra 1 para todos los extremos. Estos resultados son similares a los
resultados de 1 de la fase TTAC en lo que respecta al aumento o disminucién de 1) con
los cambios en la concentracién de sus componentes, es decir al aumentar el contenido de
TTAB, simil a TTAC, hay un brusco aumento de la viscosidad, mientras que el aumento de
PL. DeOH o NaBr, trae consigo una disminucion en la viscosidad, mismo comportamiento
que en la fase TTAC, ver Tabla 3.2. Pero en cuanto a las magnitudes de 1), estas son
mayores en la fase TTAB. El que este sistema presente mayor viscosidad es esperado

dado que contiene alrededor del doble de TTA™ con respecto a la fase TTAC.

3.2.6. Cambio de fase.

Con el fin de pesquisar el cambio de fase evidenciado por MOLP (ver Figura 3.23) se
midié 1 a diferentes concentraciones de TTAB, de manera de ver si se produce el mismo

cambio de pendiente presentado en la fase TTAC alrededor de la concentracion a la cual se
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Figura 3.23: Texturas MOLP de todos los extremos de la fase TTAB.
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Muestra n
(mPa-s)
04192 ¢/mI TTAB | 48.9+0.8
0.5516 g¢/ml TTAB 811.1£9
0,0699 g/ml PL. 393.4+7

0,1398 g/ml PL 56.3£0.7
0,0409 g/ml DeOH | 417.5%3
0,0577 g/ml DeOH | 32.3£0.3
0,0337 g/ml NaBr 395,44£3
0,1348 g/ml NaBr | 38.1£0.7

Tabla 3.7: 1 de los extremos de la fase TTAB.

pasa de un textura de “oily streak™ a una Schlieren. Adicionalmente, se analiz6 de manera
mids detallada los graficos de Av, de DeOH-a-d> en funcidn de las cantidades de PL y
NaBr.

En el grafico presentado en la Figura 3.24, se ve como aumenta la viscosidad a medida
que aumenta el contenido de TTAB, al contrario que en la fase TTAC, no existe un cambio
de pendiente pronunciado alrededor del punto donde cambias las texturas MOLP (== 0,50
g de TTAB), aunque como lo evidencia las regresiones lineales antes y después de los
cambios en las texturas de MOLP se puede apreciar un leve cambio de pendiente, siendo
mayor la pendiente en la fase que presenta texturas de Schlieren, concordante con el paso
de un agregado mono-axial a uno bi-axial, al igual que en la fase TTAC, ver seccion 3.1.3.

Mis evidencia de un cambio de fase se presenta en los graficos de Av, de DeOH-a-
d> en funcién de las cantidades de PL y NaBr, ver Figuras 3.25 y 3.26, en estos graficos
las regresiones lineales, antes y después del contenido de PL y NaBr donde cambian las
texturas de MOLP, evidencian un claro cambio de pendiente, lo que sostiene que estd

ocurriendo un cambio de fase, a pesar de que se mantiene la propiedad nemdtica.
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Figura 3.24: 1 en funci6n del contenido de TTAB.

3.3. Resultados Fase SDS.

Finalmente se estudio esta fase, la que se diferencia de las anteriores porque los agre-
gados son a base de dodecildulfato (DS, anién de SDS) en lugar de TTA™. Un agrega-
do a base de DS es un mimético de membrana mds adecuado dado que las membranas
plasméticas contienen interfaces aniénicas, ademads la fase se presenta a 310 K, temperatu-
ra cercana a la fisioldgica, por lo que se estudiarian moléculas insertas en estos agregados
a la temperatura que actdan en el cuerpo humano.

Tras un estudio preliminar, con el fin de maximizar el contenido de PL. y minimizar el
de la sal, pues la concentracion salina en las que se encuentran las membranas plasmaticas
estd muy por debajo de las ocupadas en nuestros estudios, se decidi6 que la sb a trabajar en

esta fase contiene 0,5240 g de SDS, 0,0874 g de PL., 0.0307 g de Na;S0y4, 108 pl de DeOH
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Figura 3.25: Av,; de DeOH-@-d; en funci6n del contenido de PL, fase TTAB.

y 1 ml de H,O. Al igual que las fases anteriores, trabajamos a diferentes concentraciones
pero siempre conservando la fase nematica, que sabemos que es nematica por las mismas
razones erguidas para las fases de TTAC y TTAB ver secciones 3.1.1 y 3.2.4,

Al igual que las fases anteriores, en la misma regién nematica se presentan dos fases,
evidenciado por el cambio de texturas de “oily streak™ a Schlieren, que se pudo apreciar
cambiando el contenido de PL, ver Figura 3.27. En el grafico presente en esta misma Fi-
gura, se ve que la pendiente tiene un cambio significativo, aunque no muy pronunciado,
alrededor del contenido de PL donde se genera el cambio de texturas en MOLP, pudiéndo-

se registrar un cambio de fase a través de los cambios en las tendencias de Av,.

3.4. Insercion L-DOPA.

L-DOPA o L-3,4-dihidroxifenilalanina {ver Figura 3.28), es un compuesto sintetizado

naturalmente por el ser humano a partir del aminodcido tirosina, Es el precursor de las
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Figura 3.26: Av, de DeOH-x-d; en funcién del contenido de NaBr, fase TTAB.

catecolaminas, neurotransmisores a bases de aminas, tales como la dopamina, noradre-
nalina y adrenalina, Dado que los problemas motores asociados al Parkinson son debido
a una falta de dopamina en la sustancia negra ubicada dentro de la barrera Hematoen-
cefilica [109], L-DOPA al ser precursor de este neurotransmisor y al tener la capacidad de
cruzar la barrera Hematoencefilica (dopamina no puede cruzar esta barrera),se ha conver-
tido en el tratamiento del Parkinson més ampliamente utilizado a lo largo del mundo. Pero
el uso de L-DOPA para tratar el Parkinson tiene efectos adversos, tales como discinesia y
fluctuacién motora [110, 111], ya que s6lo del 5% al 10% de L-DOPA suministrada para
el tratamiento pasa por la barrera Hematoencefalica y el resto es metabolizado a dopamina
en otras partes del cuerpo, generando estos efectos adversos. Por esto es importante la in-

vestigacion sobre el paso de L-DOPA a través de las membranas citoplasmaticas en orden
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Figura 3.27: AV, de DeOH-a-d; en funcién del contenido de PL, fase SDS.

de maximizar el paso de L-DOPA a través de la barrera Hematoencefalica y asi disminuir

los efectos secundarios,

HO
OH

NH,
HO

Figura 3.28: Estructura de L-DOPA.

Estudios farmacocinéticos demuestran que L-DOPA es transportado a través de la ba-
rrera Hematoencefilica via el transportador de amino acidos tipo L. [110, 112], el mismo
que transporta tirosina. La estructura de estd molécula presenta cuatro grupos funcionales,

dos hidroxilos de pKa 9,96 y 11,79, un grupo amonio de pKa= 8,72 y un grupo carboxilo
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de pKa=2,32. Nuestros sistemas, es decir tanto las fases TTAC, TTAB y SDS, oscilan en-
tre un pH=>5 a un pH=6, por lo tanto L-DOPA en nuestros sistemas tendra el grupo amonio
protonado (-NH3") y el carboxilo desprotonado (-COO™), por lo que cae en la clasifi-
cacion de zwitteridn. Bdsicamente estos grupos cargados estarian impidiendo el paso de
estd molécula de manera espontdnea a través de la membrana, esto a pesar que posee un
anillo aromatico. Con el fin de optimizar el paso de L-DOPA a través de la barrera He-
matoencefilica se plantea el estudio de la insercidén de estd molécula en un mimético de
membrana y asi poder postular modificaciones estructurales que hagan posible el cruce
a través de una bicapa lipidica. Especificamente se pretende determinar el mecanismo de
insercion, distribucién, orientacién promedio, dinamica e interacciones entre L-DOPA y
la bicapa, y asi identificar el origen de las barreras energéticas asociadas al cruce de la

membrana.

3.4.1. Insercion de L-DOPA en fase SDS.

Dado que esta fase presenta agregados con carga superficial negativa, al igual que las
membranas citoplasmaticas, y es una fase estable a 37 °C, temperatura fisiologica, esta
fase es un mimético de membrana mds representativo de la membrana celular que la fase
TTAC o TTAB, por esto se selecciond esta fase para el estudio de insercion de L-DOPA.
El sistema seleccionado para este estudio es la sb de la seccion 3.3 . que corresponde a un
contenido de 0,5240 g de SDS, 0,0874 g de PL, 0.0307 g de Na;SOy, 108 ul de DeOH y
I ml de H>O.

El primer paso en este estudio es determinar la cantidad apropiada de L-DOPA que
se le agregara al sistema en cuestion, este cantidad serd la maxima que soporte el cristal
liquido antes de que haya un cambio de fase. La cantidad de L-DOPA debe maximizarse

pues necesitamos una buena sefial de L-DOPA-d3. La Figura 3.29 muestra los espectros
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“H-RMN de DeOH-a-d; y DHO, con sus respectivas fotos de MOLP, del cristal liquido
con diferentes cantidades de L-DOPA por ml de agua. En los espectros RMN de esta
figura se aprecia claramente que con 8 mg de L-DOPA por ml de cristal liquido la fase
se destruye, hecho sustentado por el cambio de textura de MOLP cuando se le adiciona
esta cantidad de L-DOPA al sistema seleccionado. Con 6 mg de L-DOPA por ml de cristal
liquido la fase nemdtica alin se mantiene, evidenciado tanto por H-RMN de DeOH-a-d»
como por MOLP. Este cantidad de L-DOPA no deteriora el espectro “H-RMN de DeOH-
o-dy (ver Figura 3.29) como para hacer posteriores estudios, por lo que estd cantidad es
seleccionada para el estudio de insercion de L-DOPA. Analizando las imdgenes de MOLP
de la misma figura se puede apreciar como L-DOPA induce un cambio de fase evidenciado
por el cambio de textura de “oily streaks” a Schlieren cuando se le agrega 2 mg y 6 mg de
L-DOPA.

Un fenémeno interesante ocurre con los desdoblamientos cuadrupolares de DHO al
agregar L-DOPA, la Figura 3.30 muestra los Av, de DHO de los mismos espectros .
RMN presentados en la Figura 3.29. Se puede ver que aparentemente la presencia de
L-DOPA induce la aparicién de dos fases que coexisten sin separarse, como lo evidencia
los dos Av,s de DHO (528,1 Hz y 264,2 Hz), también se puede observar como a medida
que aumenta la cantidad de L-DOPA hay una inclinacién a la fase representada por el
menor desdoblamiento de DHO (264,2 Hz), presumiblemente correspondiente a la fase
nemdtica con textura de Schlieren, dado que el desdoblamiento de DHO del cristal liquido
sin L-DOPA que presenta textura de “oily streaks” presenta el mayor desdoblamiento de
DHO (528,1 Hz). En esta misma figura se presenta el espectro de DHO de las mismas
muestras tras 50 dias, se observa que todos los espectros tienden al mismo desdoblamiento
cuadrupolar de DHO (552,8 Hz), el que corresponde a la muestra sin L-DOPA. Esto se

explica porque con el tiempo las dos fases presentes tras la adicion de L-DOPA se separan,
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pudiéndose apreciar en el espectro sélo una de ellas, estd separacion se pudo comprobar
visualmente. Por este fendmeno se hace poco viable la utilizacion de esta fase para ¢l
estudio de insercién de L-DOPA por lo que se ocupard para este estudio una fase mads

estable, correspondiente a la fase TTAC sin PL.

3.4.2. Insercion de L-DOPA en fase TTAC.

Por estudios anteriores en esta fase con moléculas similares a L-DOPA se decidi6 agre-
gar 5 mg de L-DOPA por gr de muestra. El sistema seleccionado para este estudio presenta
la siguiente composicion: 0,3448 g de TTAC + 0,1094 g de NaCl + 0,0730 g de DeOH +
1 ml de H»O, utilizado en estudios previos [20]. En la Figura 3.3 se presentan espectros
H-RMN de este sistema, A) corresponde al espectro H-RMN de L-DOPA-d3 y de DHO,
B) corresponde al espectro ZH-RMN de SDS-d»s y DHO cuando se agrega L-DOPA y
Q) es el espectro ZH-RMN de SDS-d»s y de DHO. Comparando los espectros B) y C) se
observa que la adicion de L-DOPA no tiene mayores efectos sobre los desdoblamientos
cuadrupolares de SDS-d»s, pero tiene un efecto en el ancho de la sefial, aumentando esta al
agregar L-DOPA, probablemente por un deterioro de la fase o un aumento de viscosidad.
En el espectro A) se ve la sefial de L-DOPA-d3 a la izquierda y la de DHO a la derecha, no
se observan desdoblamientos en la sefial de L-DOPA-d3, por lo que presumiblemente no
interactiia con los agregados de este sistema, sino que debiera mantenerse en el dominio
isotrépico, conformado principalmente por el solvente. Esto concuerda con la mantencion
de los desdoblamientos cuadrupolares de SDS-dss constantes al adicionar L-DOPA, pues
la incorporacion de esta molécula al agregado no debiera influir en la dindmica del mismo

por lo tanto tampoco en los Av, de SDS-d»s.
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Las tres sistemas estudiado TTAC, TTAB y SDS, presentan dos fases nematicas al
cambiar la relacién del contenido de sus componentes en los rangos estudiados, como
se evidencia por MOLP y 1. Estas dos fases corresponden a cristales liquidos lidtropos

nematicos con estructura dinamica, demostrado por MOLP y H-RMN.

En el sistema TTAC se demostré que una de estas fases es discoidal mono-axial y la
otra elipsoidal bi-axial, esto tras estudios de viscosidad, simulacién (HYDRO), mi-
croscopia (TEM, Cryo-TEM y FE-TEM) y espectroscopfa 2H-RMN. Estudios de vis-

cosidad en la fase TTAB también sugiere que esta tiene un comportamiento similar.
El cambio de geometria del agregado de mono-axial a bi-axial estd determinado por
los cambios en la densidad de carga superficial.

El cambio de forma y tamafio del agregado, de mono-axial a bi-axial y 10 veces mas
grande, junto con el cambio en la constante de bending determinada por simulacion
(GROMACS), explican el marcado aumento de viscosidad al aumentar el contenido

de TTA".

Los cambios en Av, de las sefiales de los deuterios presentes en las cadenas de anfifilos
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que conformen estos sistemas, dados por cambios en la relacién del contenido de
sus componentes, no necesariamente se deben a cambios en la dindmica interna del
agregado, sino que también pueden ser debido a fluctuaciones orientacionales de las

cadenas originadas en movimientos colectivos del agregado.

El acercamiento de capas de la misma carga durante el fendmeno de interdigitacion en
los agregados al aumentar 30 % p/p TTAC en la fase TTAC, ocurre gracias al aumento

de las interacciones de LJ entre las cadenas de los anfifilos de TTA™.

Propiedades dindmicas del solvente, tales como coeficientes de difusion y tiempos

de correlacion rotacional, estdn fuertemente influenciadas por la densidad de carga

superficial y la distancia a la interfase, efectos que desaparecen a 3,5 nm de esta.

La formacion de balsas lipidicas, registradas por simulacion (GROMACS), es energéti-

camente favorable por la mayor afinidad entre PLs que entre PLy TTA™.

La insercion de L-DOPA en la fase SDS induce la aparicion de dos fases que se sepa-

ran totalmente tras 50 dias.

L-DOPA no se inserta en un agregado de cardcter catidnico, como lo son los que

forman la fase TTAC.
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- CHEMISTRY

Effect of shape and bending modulus on the
properties of nematic lyotropic liquid crystals

Cite this: RSC Adv., 2016, 6, 7455
A. R. Ruiz-Fernandez,®® J. J. Lopez-Cascales,*® J. J. Giner-Casares, R. Araya-
Maturana.® F. G. Diaz-Bafios,“ D. Mufioz-Gacitua® and B. E. Weiss-Lopez*?

Synovial liquid is a natural lubricant of articular joints, such as shoulders, knees and hips. Thus, the
development of bioccompatible lubricants that can be employed in medical prosthesis for artificial
implants, and eventually in certain therapies against osteo-arthritis or rheumatoid-arthritis diseases, is of
an undoubted importance. Lyotropic liquid crystals have been used in the synthesis of silica and metals
containing regularly oriented nanoporous, to cbtain oriented carbon nanotube materials, in several
pharmaceutical applications, as membrane mimetics and in lubrication applications. In this context,
a new nematic lyotropic liquid crystal has been developed based on tetradecyltrimethyl ammonium
chloride (TTAC), decanol {DeOH), a natural mixture of lipids {PL) extracted from scybean and sodium
chloride (NaCl), all dissolved in water. A 30% w/w increase in TTAC content respect a certain
composition of reference produces a more than 24-fold increase in the macroscopic viscosity of the
solution. To understand the molecular principles that explain this behavior, several experimental and
theoretical studies have been carried out. In this regard, 2H-NMR quadrupole splittings of fully
deuterated scdium dodecyl sulphate (SDS-das) introduced as molecular probe, transmission electron
microscopy (TEM), freeze fracture transmission electron microscopy (FF-TEM), cryogenic transmission

electron microscopy (Cryo-TEM) and polarized light microscopy (PLM) were obtained. In addition,
Received 13th November 2015

Accepted 4th January 2016 hydrodynamic studies determined how the enhancement in viscosity requires a change in the shape of

the aggregate, from circular to elliptic. Finally, molecular dynamics simulations allowed to estimate how
ol 181009 mamaen variations in the bending modulus, k®, can explain the cbserved tendency of the gquadrupole splittings, on

www.rsc.org/advances the basis of a modification in the flexibility of the aggregate.

goal of deciphering the role of these lipids in the lubrication of
natural joints.™?

By increasing the concentration of amphiphiles in aqueous
solution above certain value, known as critical micellar
concentration (CMC), it is possible to observe the formation of

1 Introduction

Synovial liquid plays a crucial role as a natural lubricant and
shock absorption of articular joins such as hips, shoulders and
knees, where an optimal lubrication is required for the proper

Jjoint mobility and a reduction in cartilages degradation.’? In
this regard, a deficiency in hyaluronic acid as a consequence of
degradation in chronic diseases, such as osteo-arthritis and
rheumatoid-arthritis, reduces the lubrication ability of synovial
liquid, increasing the wearing of cartilages in knees, shoulders
and hips.*” Furthermore, the sphingolipid and cholesterol
composition of synovial liquid have been investigated with the

“Uni. de Chile, Fac. de Ciencias, Departamento de Quimica, Casilla 653, Santiago,
Chile. E-mail: bweiss@uchile.cl

*Uni. Politécnica de Cartagena, Grupo de Bivinformdtica y Macromoléculas (BioMac),
Campus de Alfonso Xitl, Aulerio II, 30203 Cartagena, Murcia, Spain. E-mail: javier.
fopez@upct.es
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30100 Espinardo, Murcia, Spain
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San Sebastidn, Ed. Miramon 182, Guiptizcoa, 20009 Donostia — San Sebastian, Spain

“Uni. de Talca, Inst. de Quimica de Recursos Naturales, Casilla 747, Talca, Chile

a variety of different molecular organizations or phases. The
main forces that drive these aggregation processes are of
hydrophobic and electrostatic nature. These materials have
been used in the synthesis of silica and metals containing
regularly oriented nanoporous,** to obtain oriented carbon
nanotube materials,®** as carriers in pharmaceutical formu-
in lubrication

15-17

18-20 HHd

lations, as membrane mimetics
applications.*

In this context, Kupchinov et al* determined that synovial
liquid contains about 2% nematic liquid crystals, to which
important lubrication effects have been associated. The partic-
ular rheological properties and bio-compatibility of nematic
lyotropic liquid crystals made of natural phospholipids makes
them excellent candidates to be used as lubricants in joints of
medical prosthesis for artificial implants and in potential
therapeutic applications. Nematic lyotropic liquid crystals of
finite size can be spontaneously generated in the laboratory

RSC Adv, 2016, 6, 7455-7464 | 7455
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when amphiphiles are dissolved in water in the presence of
aliphatic alcohols and salt. Thus, at least two types of aggregates
can be spontaneously generated: calamitic (Ng) derived from
hexagonal phases with prolate average symmetry, and discotic
(Np), derived from the lamellar phase with oblate average
symmetry.?>2! Searching for the development of an artificial
and bio-compatible nematic liquid crystal that can be used as
lubricant in prosthetic joints for medical applications, and
eventually as substitute of synovial liquid in certain therapeutic
applications,* ditferent liquid crystals have been prepared from
the mixture of tetradecylerimethyl ammonium chloride (TTAC),
decanol (DeOH), a natural mixture of phospholipids (PL)
extracted from soybean and sodium chloride (NaCl), all in
aqueous solution. Few mg of fully deuterated sodium dode-
cylsulphate (SDS-d,s) were added as a probe to test for the
mobility of the aliphatic chains towards the interior of the
hydrophobic core. The main advantage of using these liquid
crystals as lubricant is that it is possible to modulate its lubri-
cating power. In effect, an increase of 30% w/w in TTAC content,
produces a more than 24-fold increase in the solution viscosity.
Thus, small variations in TTAC composition allows to modulate
the lubricating properties of the solution within a wide range of
values.

In this article, we focused our efforts on explaining how the
kinematic viscosity of the liquid crystal is related to the size,
shape and flexibility of the molecular aggregate. To characterize
the structure of the aggregates, different experimental and
theoretical studies have been carried out. Thus, to observe the
order degree of the molecular packing along the aliphatic
chains of the ageregate, a *H-NMR study was performed in the
presence of SDS-d,s, used as molecular probe. The kinematic
viscosity of the solutions were measured at 298 K in all the
studied concentration range. To explore the shape and size of
the molecular aggregates, Transmission Electron Microscopy
(TEM), freeze fracture transmission electron microscopy (FF-
TEM) and Cryo-transmission electron microscopy (Cryo-TEM)
images of selected samples were obtained. To assist with the
characterization of the phases, polarized light microscopy
(PLM) textures were also observed. With the aim of obtaining
detailed insights into the properties of these liquid erystals,
several molecular dynamics (MD) simulations were carried out
with atomic detail. Finally, on the basis that our MD simula-
tions are not capable to provide information related with the
molecular rearrangements that should take place to explain the
increase in viscosity with the increase in TTAC, a hydrodynamic
modeling study was performed to explain the experimental
observations.

2 Materials and methods

2.1 Mesophase preparation

PL from soybean, SDS-d,s, TTAC and DeOH were purchased
from Aldrich and used as received. Water of HPLC grade and
NaCl at the highest purity available were purchased from Merck
and used as received. The liquid crystal solutions were prepared
by initially dissolving 0.2140 g of TTAC, 0.1165 g of PL, 0.012 g of
SDS-d.s, 0.0912 ¢ of NaCl and 58 pl of DeOH in 1 ml of H,O.
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Furthermore, the TTAC concentration was increased up to
a total of 0.2930 g of TTAC, maintaining the other components
constant. This TTAC content corresponds the range of TTAC
concentrations in which the liquid crystal generated exists. All
mesophases were allowed to equilibrate at least 48 hours at 300
K before any measurements were made. These mesophases
displayed thermal stability up to 315 K.

2.2 *H-NMR spectra

All NMR spectra were obtained at 300 K in a Bruker Avance 400
NMR spectrometer, located at the Universidad de Santiago de
Chile, using a broadband probe tuned to 61.425 MHz. The ’H
90° pulse was 19 ps long and more than 1000 transients from
a spectral window of 40 kHz were accumulated in 32 kB files.

2.3 Polarized light microscopy (PLM) and viscosity (1)

A Motic series B microscope equipped with crossed polarizers
was employed to observe the textures. The samples were placed
in a concave slide with a depth of 1 mm and were allowed to
orient in a 2.35 T magnet for 15 min; longer periods in the field
had no effects on the textures. The photos were taken at 300 K
with a 20-fold magnification, from the center of the concavity,
avoiding variations in the thickness of the sample due to the
curvature of the slide.

Kinematic viscosities of the liquid crystals, %, were measured
using a standard Ubbelohde viscometer at 298 K and 1 atmo-
sphere. Within the range of TTAC content, a noticeable change
in the slope of the plot viscosity vs. TTAC concentration was
observed. This is attributed to a change of phase and is
corroborated with the PLM textures modification, observed at
the same TTAC concentration. In this context, an special
interest was paid on the following three experimental samples,
which correspond to different phases of the synthesized liquid
crystals:

Sample 1: this sample was prepared with 0.2250 g of TTAC,
0.1165 g of PL, 0.012 g of SDS-d,s5, 0.0912 g of NaCl and 58 ul of
DeOH in 1 ml of H,0.

Sample 2: this sample was prepared with 0.2930 g of TTAC,
0.1165 g of PL, 0.012 g of $DS-d,5, 0.0912 g of NaCl and 58 ul of
DeOH in 1 ml of H,O. In summary, this phase was prepared
starting from sample 1 in which the TTAC content was
increased by 30% w/w and the rest of the components were
maintained constant.

Sample 3: this sample was prepared with 0.2250 g of TTAC,
0.1165 g of PL, 0.012 g of SDS-d,5, 0.1048 g of NaCl and 58 pl of
DeOH in 1 ml of H,O. We note that sample 3 and 1 are of equal
composition except that the NaCl content was increased by
15% wiw.

2.4 Transmission electron microscopy (TEM)

TEM images were collected with a JEOL JEM-1400PLUS instru-
ment operating at 120 kV, using carbon coated 400 squarc mesh
copper grids. Samples were drop casted onto the TEM grids.
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2.3 Freeze fracture transmission electron microscopy (FF-
TEM)

FF-TEM samples were prepared according to a previously
described methodology.*® The selution was deposited between
two copper platelets using a 400-mesh gold grid spacer. The
samples were frozen by immersion in liquid propane, at
—189 °C, and fractured at —150 °C and 167% mbar in a BAF 060
freeze-etching  system The
replicas were obtained by unidirectional shadowing at 45° with
2 nm of Pt/C and at 90° with 20 nm of C; they were floated on
distilled water during 5 min and observed at 120 kV in a Tecnai

(Leica Microsystems, Vienna),

Spirit microscope (FEI Company, Eindhoven, Netherlands).

2.6 Cryo-transmission electron microscopy (Cryo-TEM)

Dipping and withdrawing a bare glow-discharged holey carbon
grid from the solution a thin film was formed. The grid was
blotted against filter paper, leaving thin sample films spanning
the grid holes. These films were vitrified from room tempera-
ture by dipping into beiling ethane, using a Vitrobot (FE1
Company, Eindhoven, Netherlands). The sample was kept at
100% humidity before freezing. Then it was transferred to
a Tecnai F20 microscope (FEI Company, Eindhoven, Nether-
lands) using a Gatan cryoholder (Gatan, Pleasanton, CA).
Images were taken at 200 kv, below —170 °C, using low-dose
imaging conditions and an Eagle 4k x 4k CCD camera (FEI
Company, Eindhoven, Netherlands).

2.7 Setting up the computational boxes

To explore the effects of TTAC concentration and ionic strength
on the properties of these liquid crystals, we have performed 3
simulations, representing sample 1, 2 and 3 as bilayer frag-
ments. Consequently, three computational boxes were gener-
ated, with periodic boundary conditions in all directions of
space.

(1) System 1: this system was constituted by 392 tetradecyl-
trimethyl ammeonium ion (TTA") + 72 phosphatidylcholine
(DOPC) + 32 phosphatidylethanolamine (POPE) + 200DeOH + 32
dodecylsulphate ion (DS ™) + 32 ¢is-10-octadecanoic acid (AOL) +
32 sodium ions (Na') + 392 chloride ions (CI7). We must
mention in this point, that Na” and CI™ are not balanced in the
system, because they were introduced only for maintaining the
electroneutrality of the system (392C1™ are required to balance
the 392TTA" and 32Na’ are required to balance the 32DS7). The
dimensions of the original computational box were 10.3, 10.3
and 9.5 nm for the x, y, and z axis, respectively, and the
molecular ratios among TTA™, DOPC, POPE, DeOH and DS~
were close to the experimental values. This computational box is
a representation of the experimental sample 1 (see Section 2.3),
corresponding to the liquid crystal with 0.2250 g of TTAC.

(2) System 2: in this system, the number of TTAC was
increased by 30% with respect to system 1. Thus, the total
number of molecules that constituted this system resulted as
follows: 512TTA" + 72DOPC + 32POPE + 200DeOH + 32DS™ +
32A0L + 32Na’ + 512Cl7. The starting dimensions of the
computational box were 12.2, 12.2 and 10.6 nm, for the x, y and
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z axis, respectively. In this case, this computational box is
a representation of the experimental sample 2 (see Section 2.3),
which corresponds to the liquid crystal with 0.2930 g of TTAC.

(3) System 3: in this case, system 1 was simulated including
NaCl at 1 M cencentration. The dimensions of the starting
computational box were 10.4, 10.4 and 9.6 nm, for the x, yand z
axis, respectively. In this case, this computational box is
a representation of the experimental sample 3 (see Section 2.3},
which corresponds to the liquid crystal with 0.2250 g of TTAC
(sample 1) with an increase in the jonic strength.

In all three system described above, the species were
symmetrically distributed between the two leaflets that consti-
tute the bilayer. Fig. 1 shows a snapshot of system 1 and system
2 after 100 ns of trajectory.

2.8 MD simulation parameters

Once all three systems mentioned above were generated, the
steepest descent minimization method was applied to remove
the excess of energy associated with the overlapping between
adjacent atoms. Once the energy achieved a minimum, 200 ns
of trajectory length were simulated for each one of the systems
previously described. GROMACS package 4.5.3 was used to carry
out the molecular dynamics simulations. In this regard, an
integration time step of 4 fs was employed. van der Waals
interactions were simulated using the Lennard Jones potential
(L]), and long range electrostatic interactions were calculated
using the Particle Mesh Ewald (PME) method.** In both cases,
for the L] and the electrostatic interactions, a cut-off of 1.2 nm
was employed. The bond lengths were restrained using the
LINCS algorithm.* All simulations were carried out in a NPT
ensemble at 300 K and 1 atm, coupled to weak temperature and
pressure baths algorithms,* with time constants of 0.1 ps and
1 ps for temperature and pressure, respectively. The Ryckaert-
Bellemans potential® was used in all torsions along the

Fig. 1 Snapshots of the system 1 {A) and system 2 (B). For further
infarmation, see the text.
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Table1 CNDO atomic charges of all molecules involved in this study,
according to the atom numeration of Fig. 2

Atom number TTA DOPC  POPE DeOH DS™ AQL
1 0.400 0.40 0.645 0.426 —0.404  0.24
2 0.400 0.40 0,148 -0.722 -0404 —024
3 0.400 0.40 0.005 0.329 -0.404 0.41

4 ~0.500 —0.50 —0.383 -0.033 0418 —0.304
5 0.300 0.30 0.447 0.0 —0.286 —0.106
6 0.0 0.40 —-0.256 0.0 0.108 0.0

7 0.0 0.80 —0.259 0.0 —0.028 0.0

8 0.0 1.70 —0.347 0.0 0.0 0.0

9 0.0 —0.80 0.060 0.0 0.0 0.0
10 0.0 —0.80 0.109 0.0 0.0 0.0
11 0.0 —0.70 —-0.232 0.0 0.0 0.0
12 0.0 0.40 0.380 0.0 0.0 0.0
13 0.0 0.30 —0.344 — 0.0 0.0

14 0.0 —0.70 0.027 — 0.0 0.0

15 0.0 0.070 0.0 — 0.0 0.0

16 0.0 -0.70 0.0 — 0.0 0.0

17 0.0 0.0 0.0 — 0.0 0.0
18-21 — 0.0 0.0 == —_— 0.0
22-30 — 0.0 0.0 — = 0.0

31 — 0.0 0.121 — — e

32 — 0.0 —-0.233 — — =

33 — 0.0 0.426 — — —

34 — 0.50 —0.341 — — —_

35 —_ —0.70 0.027 — — s

36 - 0.8 0.0 - — —

37 = —0.6 0.0 == — A
38-53 — 0.0 0.0 — — =
Total charge 1.0 0.0 0.0 0.0 -1.0 0.0

aliphatic chains,
transitions.

for a better reproduction of cis-trans

The Lennard-Jones parameters were the same than those
specified in a previous work,* along with the standard GRO-
MOS 54a7 force field.* The atomic charges distribution of TTA",
DS, DeOH, DOPC, POPE and AOL were calculated using the
semi-empirical Complete Neglect of Differential Overlap
(CNDO) method.** Table 1 shows the atomic charge distribu-
tions (in e units), considering the atom numeration of Fig. 2.
Such as argued in a previous work,* the charge distributions of
all species with net charge were halved, to consider the absence
of polarizability in all molecules involved and the constancy of

Fig.2 Atoms numeration of all molecules involved in the simulations.
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the dielectric medium.***~* Simple Point Charge (SPC) water
model* was employed in all simulations.

3 Results and discussion
3.1 Characterization of the molecular aggregates

Fig. 3 shows the *H-NMR spectra of SDS-d,; dissolved in sample
1 (A) and in sample 2 (B). The presence and magnitude of the
quadrupole splittings along with the line shape of bath spectra,
strongly suggests that the aggregates correspond to bilayer
structured micelles with nematic order. It is important to
emphasize that these aggregates can not be spherical micelles

42-46

since they can not generate H-NMR quadrupole splittings.
Table 3 shows the experimentally measured quadrupole
splittings of SDS-d,5 in samples 1, 2 and 3 (sample compositions
were described in Section 2.3). A significant decrease in the
splittings is observed when increasing the TTAC content,
however both spectra are very similar. Accepting that in the
range of studied concentrations the average orientation of the
aggregate in the magnetic field is not modified, the value of the
observed *H-NMR quadrupole splitting of a given C-D bond in
a deuterated probe, such as SDS-d,s, is a measurement of the
alignment of that C-D bond with the spectrometer magnetic
fleld; in other words it is representative of the mobility of the
C-D bond. Therefore we can test for modifications in the
dynamics of the aliphatic chains at different depths towards the
interior of the hydrophobic core. A significant decrease in the
general alignment is observed when augmenting the TTAC
content. In addition, both mesophases display a region, near the
interface, that shows similar mobility; in particular, this region
increases from C1 to C5 in sample 1 to C1 to C7 in sample 2.
Despite the similarities between the *H-NMR spectra of
sample 1 and sample 2, they present very different polarized
light microscopy textures (see Fig. 3C and D). This observation
evidences the existence of two different nematic mesophases,
necessarily arising from structural changes in the aggregates.
However, this change does not seems to affect the bilayer
structure of the micelles, as evidenced from the *H-NMR
spectra. The oily streaks texture observed in Fig. 3C usually
appears as a consequence of homeotropic order, generally
observed in lamellar phases, however, sometimes it is displayed
by nematic discotic lyotropic liquid crystals, such as in this case.
The texture observed in Fig. 3D is the typical schlieren texture,
usually observed in nematic mesophases.®” These textures can
not arise from smectic phases since these phases display
a "H-NMR spectrum typical of a powder pattern; smectic phases
do not orient in the spectrometer magnetic field. All discussed
evidence strongly suggest that the structure of the aggregates
should be associated to some type of bilayer structured micelles.
Fig. 4 shows Cryo-TEM (A) and FF-TEM (B) images of sample
1. Both figures corroborate the existence of individual aggre-
gates of finite size, strongly suggesting the presence of
a nematic phase. In particular, aggregates of about 2 to 5 nm
can be observed from both figures, however clusters of aggre-
gates can also be observed, which could be the origin of the oily
streaks observed in PLM. In an effort to experimentally explore
variations in the size of the aggregates with the modification in
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Fig. 3 (A) and (B) show the *H-NMR spectrum of sample 1 and sample 2 (see Section 2.3) respectively. Quadrupolar splitting of SDS-d.s can be
measured directly from the spectra. (C) and (D) show polarized light microscopy textures observed in sample 1 and sample 2 respectively

Apre— 200 nm

Fig. 4 (A) Cryo-TEM image of sample 1 and (B) FF-TEM image of
sample 1. Sample compositions were described in Section 2.3.

TTAC content, TEM images of samples 1 and 2 were also ob-
tained (Fig. 5). All TEM results, allow to discard the presence of
lamellar or hexagonal smectic phases, usually surrounding the
nematic region of the phase diagram.* A simple comparison of
the images in Fig. 5A and B show that aggregates of roughly
10-20 nm are observed in sample 2, large when compared with
the image of sample 1, in which aggregates of scarcely 1-2 nm
diameter can be observed. These experimental results are in

excellent agreement with a hydrodynamic modeling calculation
presented below.

3.2 Aggregate bending modulus (k")

The flexibility of the molecular aggregates that constitute the
liquid erystal were estimated through the calculation of the
bending modulus, ©°, defined as:"®

Kag

b
== (1)

here £ is called the effective bilayer thickness, defined by £ =d —
1 where d is the distance between the maxima of the nitrogen
atom distributions of TTA" head-groups in both leaflets of the
bilayer. K, represents the area compressibility modulus, which
is defined as follows:

_ kpTH4
 o}(A)

Ka (2)
where, A4 and ¢”(4) correspond to the mean and mean-squared
fluctuation of the interfacial area per TTA", respectively. ky is
the Boltzmann constant and T the absolute temperature. Table
3 shows the calculated bending modulus, k°, using MD
simulations.

Unfortunately, no experimental values to validate the
bending medulus listed in Table 3 were found. However the
values obtained here are in reasonable agreement with bending
modulus obtained for lipid bilayers of different composition,
where values from 15 to 30 k7 have been measured using X-ray,

Fig. 5 TEM images corresponding to (A) sample 1 and (B) sample 2.
Sample compositions were described in Section 2.3.

RSC Aav, 2016, 6, 7455-7464 | 7459
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pipette aspiration and neutron spin echo experiments,™* and
from MD simulations.*

From the results shown in Table 3, we observe a reduction of
more than 50% in the bending modulus of the bilayer with an
increase of 30% w/w in TTAC content (or in other words, the
flexibility of the aggregate becomes doubled with the increase in
TTAC content). Furthermore, we observe how a moderate
increase in ionic strength (which corresponds to system 3 of
Section 2.7) produces less than 20% increment in the bending
modulus, relative to system 1. Therefore, as expected, an
increase in ionic strength produces a moderate inerease in the
stiffness of the bilayer, in good agreement with the experi-
mental results reported by Claessens et al*® for a DOPG and
DOPC bilayers at different ionic strength of the aqueous solu-
tion, and from molecular dynamics simulations of binary
DPPC/DPPS bilayers in presence and absence of salt.”® Thus,
this increase in bending modulus in system 3 is related with the
fact that an increase in the ionic strength produces an addi-
tional stabilization of the interface, as expected from a coun-
terion neutralization, that is reflected into an increase in the
stiffness of the molecular aggregates.

From Table 3 we see how this increase in flexibility in sample
2 respect to sample 1, arises mainly from a reduction in the
thickness of the bilayer. This decrease is associated with an
increase in the interdigitation degree of the TTA™ hydrocarbon
tails, since K, and A both remained almost invariable for all
three studied cases.

3.3 Viscosity

Fig. 6 shows the kinematic viscosity of the liquid crystal as
a function of TTAC content in the composition window in which
the liquid crystal remains, outside of this windows it changes to
a different isotropic phase. From Fig. 6 we appreciate a change in
the slope of the viscosity with TTAC composition at a certain
critical concentration of TTAC. Thus, values of 12.90 + 0.06 and
310 = 4 mPa s were obtained for samples 1 and 2 respectively (see
Section 2.3 for their compaosition). For the case of sample 3 (in
which NaCl increased 15% w/w respect to the sample 1),
a viscosity of 10.28 = 0.06 mPa s was measured, showing
a moderate dependence on ionic strength. These results show an

400 ; T T

Sample 2

Critical point

iy

£ i) £ L
83 022 TR
TTAC ()

Sample

1
.28

Fig. 6 Viscosity of the liguid crystal as a function of TTAC content {in
grams) maintaining constant the rest of the components.
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increase in the solution viscosity with TTAC content, where an
increase in TTAC of scarcely 30% wiw in sample 1 produces an
increase of more than 24 dimes in viscosity of sample 2 respect to
the measured in sample 1. From Fig. 6, the composition at which
the slopes change corresponding to 0.234 g in TTAC, is coincident
with the concentration at which changes in the PLM textures were
observed, corroborating the occurrence of a phase transition.

This change in the viscosity slope will be associated to
a change in size and shape of the molecular aggregates, such as
it will be discussed in the section below.

3.3.1 Shape of molecular aggregates. A factor to consider in
the explanation of the notorious increase in viscosity of the
solution with TTAC content is related with the size and shape of
the molecular aggregates. For this purpose, a deeper study, based
on changes in size and shape of the aggregates, is presented.

The intrinsic viscosity, [7], provides information related to
the shape and flexibility of the species dissolved, such as
synthetic polymers, macromolecules, nanoparticles, aggregates
or colloids,”* where 7] can be written as follows:

] = lim ™ = tim : (3)
being ng, the specific viscosity of the micellar solution of
concentration ¢ (in this case ¢ corresponds to the concentration
of aggregates) and 7, is the relative viscosity calculated from the
ratio, n, = n/ne, where 1 is the viscosity of the solution and »n,
the viscosity of pure solvent.

Solomon-Ciuta®™ eqn (4), provides a relation between the
intrinsic viscosity [n] of a solute and the viscosity n of the
solution:

(2% (0, —In n,.))l"'2

[n] = (4)

where [n] is the intrinsic viscosity (or viscosity at infinite dilu-
tion) described above.

Therefore, the Solomon-Ciuta equation can be rewritten as
follows:

[n]e = (2 X (?;5]‘ —In 17,.))"';1 (5)

The ratio between the intrinsic viscosities of two liquid crys-
tals with different TTAC content can be calculated from eqn (6):

[n]5¢2 _ (2 % (ngpa—In7n,2)) 12 6
e (2 X (pr.\ —1In 1]”)) /2 (6)

Assuming that 7, is the viscosity of pure water at 298 K (n, =
1 mPas),and 7, =12, 9 mPasand n; = 310, 2 mPa s for samples
1 and 2 respectively, eqn (6) can be reduced to the following

expression:

e
[l

n

ioF (7)

From results of TEM microscopy, and considering that the
size of the molecular aggregates for sample 2 is roughly 10 times
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bigger than for sample 1 and that TTAC composition increased
scarcely a 30% w/w from sample 1 to sample 2, we can assume
that ¢; = 10c,, and then, eqn (7) can be re-written as follows,

b _ s
o= 570 (8)

In general, the intrinsic viscosity [n] depends on the shape
and size of the macromolecule or colloid in solution. At this
point, the main goal is try to reproduce the ratio between
intrinsic viscosities for liquid crystals of different TTAC content,
using hydrodynamic calculations based on molecular aggre-
gates of different size and shape.

Thus, the program HYDRO"™ http://
leonardo.inf.um.es/macromol), allows to calculate a dimension-
less intrinsic viscosity. A model composed of two layers of 244
hard spheres each, forming a circular monoaxial structure, such
as the one depicted in Fig. 7 was constructed. For this model, an
intrinsic viscosity of [n]] cireutar = 1.39 (where the star means that
we are working in dimensionless units] was calculated. To

(available from

explain the increase in the viscosity of sample 2, the intrinsic
viscosity was calculated for two different shapes, circular and
elliptic (with a ratio in its semi-axes a/h = 20), with 2440 hard
spheres that reproduce an increase in the surface area 10 times
bigger than the corresponding to the circular shape in sample 1.
From these caleulations, a [7]3 cireutar = 6.25 and [ enipric = 75
were obtained, which provide a [y]y/[n]; ratio of [n]5 circutar
(1] civeutar = 4.5 and [7]a,euiprie/[7]1 civeursr = 54, considering that
the aggregates adopt an circular and elliptic shape in sample 2.
From these calculations, we can assert that the increase in TTAC
content, not only increases the size but also induce changes in
the shape of the molecular aggregates that form the liquid
crystal, going from a circular to an elliptic symmetry, and that
this change in the shape in the molecular aggregates is the main
responsible of the increase in the viscosity of the liquid crystal.

3.4 "H-NMR study

Table 2 shows the *H-NMR quadrupole splittings (Avg,) of SDS-
dys dissolved in samples 1, 2 and 3 (samples details were
described in Section 2.3).

Fig. 7 Hydrodynamic models used in the estimation of [5]. (A) Circle
and (B) ellipse with a/b = 20.
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Table 2 Experimental values of 2H-NMR guadrupole splittings (Arg) in
Hz. Sample compuositions were described in Section 2.3

Sample 1, Avg Sample 2, Awg, Sample 3, Arg

Carbon (Hz) (Hz) (Hz)
1 25 371 20153 25 232
2 25 371 20153 251232
3 25371 20 153 25232
4 25371 20 153 251232
5 25371 20 153 25232
6 24 783 20 153 24 489
7 22734 20 153 22 564
8 20750 17 386 20663
18 016 15 094 17 951
10 14 815 12 371 14 710
11 10 852 50406 10 792
12 2889 2383 2854

Table 2 shows how the quadrupole splittings of SDS-d,s
significantly decreased with the increase in TTAC content. This
indicates a significant decrease in the alignment of the aliphatic
chains with the magnetic field, which could have different
origins, including electrostatic repulsions among the ammo-
nium head groups. On the other hand, an increase of 15% w/w
in NaCl (sample 3) has no significant effect on the experimental
splittings, showing that the integrity of aggregates does not
depend markedly on ionic strength.

Values of Avg obtained from ’H-NMR are related to deute-
rium order parameters, S¢p, through the following expression:

Avg = — ()

C is the quadrupole coupling constant (C = 170 kHz (ref. 61})),
and Scp is the order parameter of a given C-D bond. Order
parameters can be extracted directly from simulations, using
eqn (10).

(Sep) = {3 COS’j{f} -1 (10)

Here ¢ is the angle between the C-D bond and the bilayer
normal, and the average is carried out over the simulation time
and the number of identical molecules in the computational
box. However, and bearing in mind that hydrogens from
methylene groups have not been explicitly considered, the order
parameters corresponding to a given C-D bond, can be

Table 3 Compressibility (Ka) and bending madulus (k®) for the bilayers
of different TTAC content, in the presence and absence of salt, esti-
mated from simulations. A corresponds to the mean surface area per
TTA® and d is the average distance between nitrogen atoms of TTA®
head groups located in different leaflets of the bilayer. Systems 1, 2 and
3 were described in Section 2.7

System A {nm?) dinm K m™?) KPI(kT)
1 0.5361 =+ 0.0007 <ol 0.181 + 0.019 129+ 1.4
2 0.574 &+ 0.003 2.6 0.25 = 0.06 6.1+ 1.4
3 0.537 £ 0.007 3.8 0.24 & 0.08 16 £3
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Table 4 Calculated values of ?H-NMR guad rupole splittings (Avq, Hz)
from MD simulations. Systems 1, 2 and 3 were described in Section 2.7

Carbon  System 1, Avg (Hz)  System 2, Awg (Hz)  System 3, Av, (Hz)
1 25 467 £ 525 24 975 £ 816 24 183 £ 391
2 25 639 £ 663 25 596 4 844 25 483 + 589
3 26 260 £+ 670 26415 £+ 1110 26721 4+ 559
1 26 651 = 678 26 414 £ 1254 27 390 £ 583
5 26 858 = 716 26 949 £ 1360 27 600 £ 622
6 26 652 = 659 27 162 £ 1354 27 566 £ 692
7 25 699 * 647 27 067 £+ 1439 27299 £ 717
8 25 268 = 619 26 755 £ 1390 26 864 £ 690
9 23 572 £ 568 26 091 + 1388 26019 £ 711
10 20904 £+ 410 24 831 4 1236 24 489 + 586
11 16 389 £+ 223 22 688 = 1020 21 038 £ 557

calculated employing a well described methodology, exhaus-
tively explained elsewhere.** Consequently, order parameter
for C;,-D bond can not be calculated. Table 4 shows the
quadrupole splittings obtained from simulations, correspond-
ing to the systems 1, 2 and 3 (described in Section 2.7) which
correlate with the experimental samples 1, 2 and 3 deseribed in
Section 2.3.

An inspection to Tables 2 and 4 shows that a semi-
quantitative between splittings of
SDS-d,5 in system 1 and the experimental measured values in
sample 1, is obtained for the first few carbon atoms of the
aliphatic chain, near the interface. However, a significant devi-
ation emerged when we look at the last C-D bonds of the chain.

agreement calculated

This discrepancy could arise either from the fact that our
simulations corresponds to bilayer fragments, neglecting
completely the curved rims which can be particularly important
for small aggregates, or from molecules present as impurities in
the PL mixture, which perturb the order of the hydrophobic core.

The observed *H quadrupole splitting along the SDS-d,5 tail
are not significantly altered by an increase in the solution ionic
strength, as shown in Table 2 for samples 1 and 3. This behavior
is reproduce by the simulation, as shown in Table 4, for systems
1 and 3 respectively.

As mentioned before, comparing systems 1 and 2 with their
corresponding experimental samples 1 and 2, a noticeable

of system 2 {see Section 2.7 for different tilt angles with respect to the
Z axis: (a) 0°, tb) 10° {c) 15° and (d) 20°)

Carbon [(Awg (H2))*  (Avg (Hz)) {Awg (Hz))® (Arg (Hz))"

1 24 183 4+ 391 21 302 £ 1211 18 440 =+ 1425 14 845 £ 1718
2 25483 *+ 589 22 557 = 1354 19603 £ 1575 15917 £+ 1882
3 26721 £559 23 633 & 1268 20 525 + 1465 16 645 £ 1752
4 27 390 £ 583 24 229 = 1253 21 048 £ 1455 17 080 £ 1755
5 27 600 = 622 24 448 = 1237 21235+ 1433 17 226 + 1726
6 27 566 =692 24381 = 1231 21178 + 1423 17 183 + 1720
7 27299 =717 24 132 4= 1246 20 955 &+ 1436 16 943 £ 1724
8 26 864 = 690 23 733 £ 1199 20599 4+ 1393 16 695 = 1681
9 26019 £ 711 22960 = 1183 19910 £ 1368 16 115 £ 1646
10 24 489 £ 586 21 596 £ 1123 18 720 + 1298 15 146 &£ 1561
11 21 038 £ 557 18 524 = 1063 16 036 + 1217 12 942 4+ 1443
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Molecular aggregate

Computational box

Fig. 8 Orientation of the aggregate with respect to the magnetic field
direction. (1) Represents the orientation of stiff aggregates with oblate
shape perfectly orientated in the magnetic field. (2) Represents dis-
torted flexible aggregates with an elliptic shape, partially orientated

discrepancy between simulation and experiment arises. Exper-
imentally it is observed how a moderate increase in TTAC
content produces a reduction of about 19% in the quadrupole
splitting for the first methylene groups of SDS-d,s. This results
clearly diverge from the results obtained from simulations, in
which the same increase in TTAC content, produces no varia-
tion in the quadrupole splittings of the first C-D bonds, but
a significant increment at the interior of the hydrophobic core.

This discrepancy between experiment and simulation can
be explained on the basis of changes in the shape and flexibility
of the aggregates when increasing the TTAC content, such as it
was deduced in the previous Sections 3.2.1 and 3.2.2. There-
fore, due to the increase in size and symmetry modifications of
the aggregate, to a larger and clongated shape, there appear
collective motions, similar to undulations observed in
extended lamellar phases, which could increase the mobility of
all C-D bonds, decreasing the quadrupole splittings without
affecting their average orientation. Thus, to explore the effect of
undulations on Avg, values of Arg have been recalculated
considering four different tilt angles between the C-D bonds
and the magnetic field, and the results are displayed in Table 5.
It is observed that an angle deviation of =15, such as it is
represented in Fig. 8, is sufficient to reduce the values of Ay
close to the experimental values, as observed from Table 5.
Therefore, undulations with oscillations of 15° amplitude
around the average orientation should be enough to explain
the decrease in Avg. This result evidences how considerations
of flexibility and size of the molecular aggregates are of crucial
importance for the correct interpretation of the experimental
data.

4 Conclusions

The use of molecular dynamics in conjunction with hydrody-
namic calculations have proven to be very useful in the inter-
pretation of the experimental results.
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From the change in the slope of the plot of kinematic
viscosity vs. TTAC content, a phase transition process between
different hilayer structured aggregates is evidenced. additional
experimental evidence to support this hypothesis arises from
the observation of PLM texture modification, at the same
concentration where the slope of viscosity vs. TTAC content is
observed. Cryo-TEM, FF-TEM and room temperature TEM
images point in the same direction.

Hydrodynamic calculations support a phase transition from
disk shaped mono-axial aggregates to bigger elliptic shaped bi-
axial aggregates, explaining the viscosity increase. A decrease in
bending modulus going from system 1 to system 2 is predicted
by MD simulations. This increase in flexibility, which arises
from the inter-digitation of TTA" hydrocarbon chains, also
contributes to increase the viscosity.

Finally, the increase in size and flexibility of the aggregates
allows collective motions to occur, which decreases the align-
ment of the C-D bonds with the magnetic field, decreasing the
values of Awvs. MD simulations indicates that oscillation
amplitudes which deviates by 15° the alignment with the field,
should be sufficient to explain the observed splittings.
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Composition effect on the aggregate/solution
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Lyotropic nematic liquid crystals (Inlc) have attracted attention due to their resemblance to natural

membranes and several technological applications. The effect of tetradecyltrimethyl ammonium chloride
(TTAC) in the viscosity of a new Inlc containing also decanol, NaCl and natural lipids, was studied. In this
article we study how the concentration of phospholipids, decanol and NaCl affects the bilayer and the
liquid crystal/solution interface structures. H-NMR quadrupecle splittings and longitudinal relaxation
times of several deuterated species were measured. Polarized light microscopy, transmission electron

Received 25th May 2016
Accepted 12th August 2016

microscopy and kinematic viscosity measurements were also obtained. The structure of the bilayer is

dominated by the surface charge density of TTAC. Water rotation, translation and icn sclvation depend
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1 Introduction

Different lyotropic liquid erystalline phases result from the self-
assembly of amphiphilic molecules, such as lipids and surfac-
tants in water when their concentration achieves a certain value
because of hydrophobic and electrostatic interactions.*™ In this
context, water plays a crucial role in regulating the forces that
drive the formation of these molecular aggregates. Different
properties such as *H-NMR quadrupole splitting (Avg), the
longitudinal relaxation time (7}), water re-orientation, the
translational diffusion coefficient and ion solvation, among
others, can be modified by changes in the composition of the
aggregate/solvent interface. For instance, different types of
water molecules, in terms of their physico-chemical properties,
are expected in the solution, depending on their distance from
the interface, and it is very likely that the structure of the bilayer
itself is also affected by its composition.

A new nematic lyotropic liquid crystal formed by tetradecyl-
trimethyl (TTAC), decanol (DeOH),

ammonium chloride
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on the charge and distance from the interface. With increasing TTAC, MD predicts hydrocarbon chain
inter-digitation and lipid rafts formation. This was rationalized using energy arguments.

sodium dodecyl sulphate (SDS), sodium chloride (NaCl) and
a natural mixture of lipids extracted from soybean (PL),
constituted mostly by phosphatidylcholine (DOPC) and phos-
phatidylethanolamine (POPE), all dissolved in water, has been
previously prepared. This nematic liquid crystal shows that
variations of about 30% w/w in TTAC content continuously
increase the magnitude of the viscosity by more than 24 times,
making them suitable for certain biomedical applications as
lubricants for artificial implants in hips, shoulders and knees,
and certain therapies against osteo-arthritis or rheumatoid-
arthritis diseases.” Therefore, since the effects of TTAC
content on the structure and dynamics of the aggregate itself
were already studied,” in this work we explore the consequences
of introducing variations in DeOH, PL and NaCl content on the
structures of the bilayer and the interface. Av, and T, from DHO
and Av, from DeOH-o-d,, were measured to explore the
dynamics near the interface, mainly to locate the phase transi-
tions. Avg and T; from DHO and SDS-d,;; were measured in
selected samples, to probe the dynamics at the interface and
towards the interior of the hydrophobic core. Transmission
electron microscopy (TEM) and polarized light microscopy
(PLM) images of representative compositions were also ob-
tained. Because the structure of the molecular aggregates that
form the liquid crystal appears to be very dependent on the
surface charge density provided by TTA", here we study how it
affects solvent properties going from the interface to the bulk
aqueous solution. Effectively, water dynamic properties such as
the diffusion coefficient, rotational correlation time and ion
solvation, were obtained from previously simulated trajectories.
To validate the molecular dynamics simulations, T, values of
DHO were measured and the results compared with values
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obtained from simulation. Finally, the effect of variations in
TTAC composition on the structures of the bilayer and interface
were examined as well.

2 Materials and methods

2.1 Mesophase preparation

TTAC, SDS, SDS-d,;, 0,0, DeOH and the PL mixture were
purchased from Aldrich. Water of HPLC grade and NaCl at
99.8% purity were purchased from Merck. All reagents were
used as received.

DeOH-z-d, was synthesized by reduction of ethyl decanoate
ester with LiAID, and purified by vacuum distillation. 5% w/w
D,0 was added to the solvent to provide *H-NMR signal from
DHO. For a detailed characterization of the dynamics towards
the interior of the hydrophobic core, SDS was replaced by SDS-
d,; in selected samples.

In order to explore concentration effects on the interface
properties, from components not studied before, we have
prepared three series of samples, one for DeOH, one for PL and
a third series extending the range of the NaCl concentration.
Consequently, a series of 4 samples containing 0.2253 mg
TTAC, 0.0912 mg NaCl, 0.0481 mg DeOH, 0.012 mg SDS and
0.0466, 0.0816, 0.1165 and 0.1400 mg PL, were dissolved in 1 ml
of water each. similarly, a second series of 4 samples containing
0.1165 mg PL, 0.2253 mg TTAC, 0.0912 mg NacCl, 0.012 mg SDS
and 0.0351, 0.0442, 0.0506 and 0.0547 mg of DeOH was
prepared. Finally, a third series of 4 samples containing 0.1165
mg PL, 0.2253 mg TTAC, 0.0481 mg DeOH, 0.012 mg SDS and
0.0623, 0.0771, 0.0912 and 0.1070 mg NaCl each, was also
prepared. All mentioned samples contained DeOH-o-d, and
D,0. Selected samples, representative of the different phases
found, were reproduced by using DeOH and SDS-d,; instead of
DeOH-a-d, and SDS.

Before any measurement was performed, all mesophases
were allowed to equilibrate at least 48 hours at either 300 K or
298 K, for NMR or kinematic viscosity (5), respectively.

2.2 H-NMR spectra

All NMR spectra were registered using a Bruker Avance 400
NMR spectrometer, located at the Universidad de Santiago de
Chile, employing a broadband prabe tuned to 61.425 MHz. The
*H 90° pulse was 19 ps long and more than 1000 transients from
a spectral window of 40 kHz were accumulated in 32 kB files. T,
were obtained using the standard T1IR experiment.

2.3 Polarized light microscopy (PLM) and kinematic
viscosity (n)

A Motic series B microscope equipped with crossed polarizers
was used to obtain the textures. To orient the aggregates, the
samples were mounted in a concave glass microscope and
exposed to a 1.4 T magnet for 15 minutes; more time in the
magnet did not modify the textures. Photographs were obtained
at 300 K, along the direction of the field, with a 20-fold
magnification, from the center of the concavity, to assure that
all textures arise from the same sample thickness.
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Kinematic viscosities of the solutions, n, were measured
using a standard Ubbelohde viscometer at 298 K and 1
atmosphere.

2.4 Transmission electron microscopy

TEM images were collected with a JEOL JEM-1400PLUS instru-
ment operating at 120 kV, using carbon coated 400 square mesh
copper grids. Samples were drop casted onto the TEM grids. All
TEM images were obtained in conditions identical to those
previously reported.”

2.5 Molecular dynamics calculations

The GROMACS package 4.5.3 was used to calculate the molec-
ular dynamics trajectories, and most of the analyses of this worl
were carried out using our own code. The integration time step
was 4 fs. van der Waals forces were simulated using the
Lennard-Jones potential (L]}, and electrostatic interactions were
calculated with the particle mesh Ewald (PME) method.*” In
both cases, a cut-off of 1.2 nm was employed. The bond lengths
were restrained using LINCS.® All simulations were carried out
in an NPT ensemble at 300 K and 1 atm, coupled to weak
temperature and pressure bath with time
constants of 0.1 ps and 1 ps for temperature and pressure,
respectively. The Ryckaert-Bellemans potential'® was used in all
torsions along the aliphatic chains, for a better reproduction of
cis-trans transitions. Simple point charge (SPC)"" was the water
model considered in all simulations. Atom numeration and

algorithms,”

charge distribution, can be found elsewhere.”

Finally, since most properties of the aggregate depend on the
surface charge from TTA", a series of calculations employing
previously reported trajectories of different systems were per-
formed. The calculated trajectories correspond to experimental
samples containing 0.2253 g ml™" TTAC (system 1), 0.295 g ml
TTAC (system 2) and 0.2253 g ml~"' TTAC including 1 M NaCl
(system 3).

3 Results and discussion

3.1 Interface composition

In order to modify the composition of the interface, PL, DeOH
and NaCl contents were modified and the splittings from
DeOH-o-d, and DHO measured. The results of these experi-
ments are displayed in Fig. 1 of the ESL{ These experiments
were performed mainly to locate the compositions at which the
characteristic spectrum of the nematic anisotropic liquid crystal
is lost, an unequivocal sign that the mesophase was destroyed.
Once these limits had been identified, samples representative
of the different nematic mesophases found were prepared
incorporating SDS-d,s, to probe the order and dynamics not
only at the interface but also towards the interior of the
hydrophobic core.*? Fig. 1 shows the *H-NMR spectra from SDS-
dys and DHO, Fig. 2 displays the PLM textures and Fig. 3
corresponds to TEM images arising from selected samples.
Fig. 1A, 2A and 3A were reproduced from a previous work.®
Measured values of Avq and 7, from SDS-d,; and DHO are
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presented in Table 1, and values of # for these samples are listed
in Table 2.

An inspection of Table 1 reveals that, as expected, Avg is
greater for the first CD, of the chain and decreases towards the
interior of the bilayer. It is also observed that increasing either
the content of PL or DeOH has the same effect on the Ay, and T,
of SDS-dss; the first increases and the second decreases for all
This
indicates that the degree of alignment of the aliphatic chains
with the magnetic field increases and, consequently, their re-
orientational dynamics becomes slower. This trend is oppo-

deuterium atoms towards the interior of the aggregate.

site to that observed when increasing TTAC,” and is very likely to
arise from charge screening and spacing effects experienced by
the TTA™ head-groups present at the interface when increasing
the concentration of non-charged amphiphiles.

On the other hand, from Table 2 it is observed that aug-
menting the content of either PL or DeOH decreases n by about
an order of magnitude in both cases. This is presumably
because the aggregates become smaller. In effect, an increase of
either DeOH or PL appears to be equivalent to a decrease in
TTAC content, which in accordance with previous results,’
decreases the size of the aggregate. This makes sense if we
observe that Av, from DHO increases in both cases. Decreasing
the aggregate’s size generates a greater interfacial volume, able
to accommodate more oriented solvent molecules, increasing
the observed DHO splitting. An inspection of Table 1 reveals
that the increase in DHO splitting is 20.4 Hz for PL and only 1

Hz for DeOH. Calculated radial distribution functions for the
solvation of all head-groups (see Section 3.3) show that solva-
tion capability of PL is greater than for DeOH. Effectively, the
ratio between the first solvation layer of (DOPC + POPE)/DeOH
is 2.1, supporting this interpretation.

Increasing the ionic strength does not affect significantly the
order and dynamics of the amphiphiles.” Despite the above, n
decreased to almost one third of the original value with the
increase in NaCl, presumably because of a size decrease. A
plausible explanation arises from the forces involved in the
aggregation process. The higher screening of charges at the
interface, at higher ionic strength, allows smaller aggregates to
form, since less aliphatic chain association is necessary to
balance the electrostatic repulsions.

As previously reported,® a TTAC increment of 30% w/w leads
to significant differences in the SDS-dss *H-NMR spectrum and
solution n. These observations were explained because higher
surface charge density from TTA increased repulsions among
the head-groups, incrementing the mobility, decreasing the
alignment and modifying the values of Avy and 7. However, to
explain the unusual  increment, another phenomenon, related
to modifications in the size and structure of the aggregate itself,
going from circular mono-axial to larger elliptic bi-axial, was
invoked.

PLM images from selected samples (Fig. 2) shows the
appearance of the same images observed when moditying TTAC
content,’ oily streaks and schlieren textures, an indication that
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10.040g/ml DeOH 0.050 g/ml DeOH

0.073 g/ml NaCl

Fig. 2 PLM textures of selected samples
results.®

*Previously published

*(0.225 g/ml TTAC *0.293 g/iml| TTAC

0.140 g/ml PL

0.047 g/ml PL

i

0.500 g/ml DeOH
e

the previously observed phase transitions are also oceurring

with variations in the content of the other components of the
aggregate. Previously we concluded that this corresponded to
structural changes preserving the bilayer arrangement and
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nematic character, as evidenced by the *H-NMR spectra. The
oily streak texture is characteristic of homeotropic order, more
likely to be found in smaller and better aligned aggregates, but
is more usually observed in lamellar phases. Schlieren textures
are usually found in nematic mesophases.'” Despite the simi-
laritics observed, there is an obvious difference appreciated in
Fig. 2: schlieren textures appear at low concentrations of either
PL or DeOH, however at higher concentrations oily streaks
appear. This order is reversed in the case of TTAC. This obser-
vation reveals that it is effectively the surface charge density, i.e.
the content of TTA", which controls the morphology of the
aggregates, since increasing the concentration of either PL or
DeOH appears to be equivalent to decreasing the concentration
of TTA', inducing the same phase transitions observed before,
To provide more experimental evidence of these changes, TEM
images of the selected compositions were obtained and they are
displayed in Fig. 3. It is possible to observe similar images to
those previously obtained when modifying TTAC content, but in
reverse order, corroborating the previous hypothesis.

Since many properties of the aggregate are mostly dependent
on the surface charge of TTAC, a detailed theoretical study
using previously reported MD trajectories” is presented below,
As mentioned before, in these simulations a variation in TTAC
concentration and ionic strength were introduced. Therefore,
the following study is oriented to explore surface charge effects
on the bilayer itself, and to reveal how the charge and distance
from the surface affect some dynamic properties of the solvent,
such diffusion coefficient, rotational
correlation time and ion hydration.

as the translational

3.2 Rotational dynamics of water

To obtain information on the rotational dynamics of the water
electric dipole moment near the liquid crystal interface, rota-
tional correlation times at different distances from the center of
the bilayer were estimated, defining parallel planes of equal
thickness at different distances from the interface. Once the
thickness of this planes was defined, rotational correlation
times were calculated on the basis that each solvent molecule
can be assigned to different slabs. To do this, the 200 ns
trajectory length was split into sub-trajectories of 20 ps each and
the correlation time calculated in each slice. Therefore, from
a single trajectory the values going from the interface to the
aqueous solution were calculated for systems 1, 2 and 3.

In general, water dipole moment re-orientational dynamics
can be described by the rotational correlation function which
can be formulated in terms of the first Legendre polynomial:

— —
(Pi() = (r(0)-(1)), (1)
— —
where ©(0) and u(t) correspond to the water dipole moment
orientation separated by a time interval t.

{Py(f)) can be fitted to a multi-exponential function, as

follows:
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Table 1 Experimental values of *H-NMR quadrupole splittings (Ave, Hz) and longitudinal relaxation time (T, ms) of $DS-dps and DHO from

selected samples. *Previously reported results®

*0.225 g mi™! TTAC

0,293 g ml~' TTAC

0.047 g ml~* PL

0.140 g ml~ ' PL

Carbon Avg/Hz Ti/ms Av,/Hz T,/ms Avg/Hz Ti/ms Avy/Hz Ty/ms
1 25371 34.2 20153 45.9 22 966 40.4 25 792 354
2 25 371 34.2 20153 45.9 22 966 40.4 25792 35.4
3 25 371 34.2 20153 45.9 22 966 40.4 25792 35.4
4 25371 34.2 20153 45.9 22 966 40.4 25 792 35.4
5 25371 34.2 20 153 45.9 22 966 40.4 25,792 35.4
6 25371 34.2 20153 45.9 22 966 40.4 25792 35.4
7 22734 36.7 20153 45.9 22 966 40.4 22 812 38.7
8 20 750 50.2 17 386 45.9 19 432 66.9 20 988 13.3
9 18 016 61.5 15 054 69.5 16 907 76.3 18 101 56.2
10 14 815 81.9 12 371 186.8 13 890 94.7 14 919 71.7
11 10 852 112.4 9046 120.4 10 106 125.6 10 893 103.4
12 2889 308.3 2383 306.9 2635 352.1 28 885 289.4
DHO 18.8 338.9 28.7 317.7 5.8 365.5 26.2 331.4
0.040 g ml™" DeOH 0.050 g ml™~' DeCH 0.073 g ml~* NacCl *().104 g ml™' NaCl
Carbon Avy/Hz T,/ms Avy/Hz T,/ms Avg/Hz T,/ms Avy/Hz T,/ms
1 23 142 37.9 25269 33.4 24 983 34.6 25 232 31.1
2 23 142 37.9 25 269 33.4 24 983 34.0 25 232 31.1
3 23 142 37.9 252069 334 25232 34.6 25 232 31.1
4 23142 37.9 25 269 33.4 24 983 34.6 25 232 31.1
5 23 142 37.9 25269 33.4 24 983 34.6 25 232 31.1
0 23 142 37.9 25269 33.4 24 983 34.6 24 489 31.1
7 21 182 41.2 22 482 33.9 22 468 33.5 22 564 36.7
8 20 988 54.6 20714 41.9 20 562 50.3 20 663 42.2
9 18 101 59.0 17 980 56.1 17 831 58.5 17 951 52.1
10 14 619 75.3 14 779 69.2 14 689 80.3 14 710 70.0
11 10 893 111.9 10 809 109.1 10 723 110.3 10 772 99.1
12 2888 289.5 2883 313.2 28635 307.4 2854 294.4
DHOC 23.5 337.0 24.5 339.5 28.1 329.8 18.9 334.8

Table 2 Kinematic viscosity of selected samples. *Previously reported
results®

Fig. 4 shows the best fit of (P,(f)) as a function of time for
different distances from the center of the bilayer in systems 1
and 2. Thus, from the multi-exponential fit just described, a t.¢

Sample Viscosity/mPa s . : : . ;
at different distances from the interface can be calculated. Fig. 5
8

#0.225 g ml™" TTAC 12.9 % 0.1

*0.293 g ml~' TTAC 310 £ 4

0.047 g ml™' PL 106.7 £ 0.8 "B i

0.140 g ml ' PL 8.0 £ 0.2 % o ]
2.0 i

0.040 g ml~' DeOH 59.8 + 0.4 o 08 X L5am

0.050 g ml™! DeOH 7.7 £ 0.1 — 0.6

0.073 ¢ ml™! Nacl 29.5 0.2 P 04

#0.104 g ml™! NaCl 10.3 £ 0.1 0.2

here a; and t; correspond to different amplitudes and relaxation
times associated with water dipole reorientation.

Since q; and t; are not single valued, a t.g, independent of the
fit, must be defined. Thus, 7. is defined as follows:"

]

|

4.7 nm

b 2.6 0m 4
(1.8 1} 2.1 nm i
>3 X Loom

time (ps)

Fig. 4 (Py(t)), as a function of time for (a) system 1 and (b) system 2 at
different distances from the center of the bilayer aggregate Points
represent the values obtained from simulation, and solid lines the
regression obtained from the multi-exponential fit.
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Fig. 5 Relaxation time of water dipole moment for the three studied
cases, as a function of the distance from the center of the bilayer, Z = 0,

displays 7.; of the water dipole moment for systems 1, 2 and 3
as a function of the distance from the center of the bilayer, and
shows how it abruptly increases when water approaches the
interface. This is due to the fact that water at the interface
coordinates the head-group atoms of PL and TTAC, introducing
mobility restrictions. From this Figure, we observe how .y
decreases by roughly one order of magnitude when going from
the interface to the bulk aqueous solution. However, for the case
corresponding to system 2, this increase is less noticeable than
in system 1. This decrease in 7.y with the increase in TTAC
content is associated with the relative decrease in PL content,
since water coordinates preferentially to PL. Hence, a relative
decrease in PL content is reflected by in a decrease in 1. as well.
System 3 shows a similar behavior to system 1.

To assure that the simulations provide a good representation
of the solvent dynamics, 7, measurements of DHO from
samples 1, 2 and 3 were carried out and compared with values
obtained from simulations. The Redfield theory relates T, to the
rotational correlation time and the electric field gradient expe-
rienced by the nucleus as follows:*

! 3 P\ [2meQ V1
Ta = (%) (i +%) { T:,:'QF] (J(('Jn) +4J(2ﬂ)n))e (4]

where f{wy) is the spectral density. Eqn (4) can be evaluated using
e Calculated above. The electric field gradient is axially
symmetric along the O-D bond, ( = 0.00), the term in square

brackets is the quadrupole coupling constant in angular
frequency units, 308 kHz for the O-D bond, and «), is the Larmor
frequency. Furthermore, assuming that the rotational correlation
function is a single exponential decay, the value of T, can be
easily calculated.” T, from DHO were measured and values of
339 ms, 318 ms and 334 ms were obtained for samples 1, 2 and 3
respectively. These values are in reasonable agreement with the
values 290 ms, 265 ms and 270 ms estimated for bulk water in
systems 1, 2 and 3, respectively. Therefore, the simulations
appear to represent the solvent dynamies reasonably well.

3.3 Translational diffusion coefficient of water, D,

Translational diffusion coefficient of water inside a slice in the
xy-plane can be calculated from the mean square displacement
as follows:

85416 | RSC Adv, 2016, 6, 85411-85419
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fli_n;(r%f)) =2nD," 0, (5)
where # is the number of degrees of freedom, 2 in this case, rtis
the square displacement parallel to the xy-plane and ¢ is the
time. To provide insights into the variations of water trans-
lational dynamics when going from the interface plane to the
aqueous bulk solution, D, at parallel planes of equal thickness
from the interface were calculated using a methodology similar
to that employed in Section 3.2. These results are displayed in
Fig. 6. System 3 did not show differences with system 1 and is
not included in the Figure.

Fig. 6 shows the calculated values of D,, ranging from about
1.0 x 1077 em? ¢ ! near the interfaces to 5.8 x 107" cm’ s ', at
the bulk of the aqueous phase. These values are in agreement
with both experimental and simulation results. In bulk water,
D, = 7.5 x 107" em? s7! has been reported from the SPC
model,'* and values ranging from 2.3 x 10 “em®s ' to 2.74 x
1077 em® s~' have been measured using 'H-NMR' and *H-
NMR.**

At deeper zones of the bilayer interface, the water self-
diffusion coefficient becomes one fifth the value at the bulk
aqueous solution. This decrease is mainly associated with the
fact that near the interface, water molecules more resemble
solvation water than free water. Furthermore, Fig. 6 also shows
that there is an important decrease in the width of the hydro-
phobic core when increasing TTAC, which makes the profiles
displayed in Fig. 6 significantly different. As previously
observed,” this reduction has its origin in the inter-digitation of
TTAC aliphatic chains when increasing TTAC content and is
discussed in Section 3.5.

Besides, a study of water coordination around the atoms of
PL, DeOH, and TTA" head-groups was performed. The radial
distribution function, g(r) is defined by:

N(r)

4 pdr’ (©)

glr) =
here N(r) is the number of atoms in a spherical shell at distance
r and thickness dr, and p is the macroscopic number density,
taken as the ratio between the mass of all atoms and the volume
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Fig. 6 Water translational diffusion coefficient, D, (solid line), water
density (dotted line) and TTAC nitrogen distribution (slash line), from
bulk water to the interior of the bilayer. (S1) System 1, (S2) system 2.
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of the simulation box. In effect, Fig. 7 shows some of these plots
and is observed that water is mainly coordinating PL head-
groups, and as a consequence, a decrease in the self diffusion
coefficient of water in the vicinity of the interface is expected.
The head groups of PL and DeOH in system 1 can hold 5.7 and
1.5 water molecules in the first solvation layer, respectively.
These values, weighted by the mole fraction of each species,
allowed us to estimate the relative degree of solvation. Therefore
we can estimate the ratio between the solvation water of PL vs,
DeOH to be 2.1. This explains the significant difference
observed in the splitting of DHO when increasing either DeOH
or PL.

3.4 Sodium and chloride hydration shell

Another aspect related to the stability of the liquid crystal is the
structure of ions and the dehydration process when approach-
ing the bilayer/solution interface. In this regard, a study on the
solvation of sodium and chloride ions at different distances
from the center of the bilayer, similar to that of Sections 3.2 and
3.3, has been performed. From integration of the radial distri-
bution function of water around them, the hydration of these
ions can be estimated at the previously defined slabs.

Fig. 8 shows the results of this study for sodium. Systems 1
and 2 give the same hydration number in the bulk aqueous
solution, 5.00 + 0.002 and 4.90 + 0.01 respectively. These values
agree with the hydration numbers of sodium ions measured by
X-ray and from simulations, in which sodium hydration
numbers in a range from 4 to 6 water molecules have been re-
ported." Fig. 8 also shows how in both cases, a dehydration of
almost 50% takes place for the sodium ions, going from the
bulk aqueous solution to the interface.

Fig. 9 shows the variation of the chloride hydration number
from the bulk aqueous solution to the center of the bilayer, for
systems 1 and 2. In bulk solution, hydration numbers of 7.98 +
0.04 and 8.06 + 0.03 were obtained for systems 1 and 2,
respectively. These values agree with the experimental data
measured by X-ray spectroscopy® and neutron diffraction,**
as well as that calculated from simulations,**?*' for which
coordination numbers from 5.2 to 7.4 were measured. In all
cases studied in this work, the counterions completely released
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Fig. 7 Radial distribution function of water around the phosphate

oxygen of DOPC corresponding to systems 1, 2 and 3.
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Fig. 9 Chloride hydration number from bulk water to the deepest
zone of the hydrophobic core for systems 1 and 2.

their hydration shell when moving from bulk water towards the
center of the bilayer. Effectively, a variation from 7 water
molecules in the hydration state in bulk water to almost naked
ions was estimated for chloride when embedded in the middle
of the hydrophobic core. Furthermore, Fig. 9 also reproduces
the reported experimental behavior in which the coordination
number decreases with the increase in ionic strength.*® Thus,
from simulation, we obtained a 9% decrease in the chloride
hydration number when the salt concentration increased to 1
M, following the same behavior as that reported by Cummings
et al.* in which a decrease of 11% was measured for the
chloride hydration number with the increase in ionic strength.
This significant decrease in the hydration shell of chloride ions
is compensated by chloride coordination to the positive charges
of TTA", as evidenced by the calculated radial distribution
function of CI™ around TTA™ (see Fig. 2 ESIT).

3.5 Bilayer structure

In this section we explore in more detail effects of TTAC content
on the structure of the bilayer itself. In this regard, Fig. 10 shows
the density profiles of TTA" across the Z axis, perpendicular to
the bilayer surface. It is observed that system 1 shows slightly
overlapping hydrocarbon chains, as deduced from the valley

RSC Adv., 2016, 6, 85411-85419 | 85417
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Fig. 10 TTAC density across the molecular aggregate for systems 1
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located at the center of the plot. This profile contrast with that
of system 2, in which a maximum in TTA™ density is observed at
the center of the bilayer. Furthermore, system 2 displays a nar-
rower profile. These observations clearly indicate that inter-
digitation of the aliphatic chains of TTA" from both leaflets is
occurring. This can be understood on the basis of electrostatic
and Lennard-Jones interactions. Inereasing TTAC content by
30% wiw produces an increment in the ammonium electrostatic
repulsions, from 113 k] mol™' to 312 kJ mol™". This is
compensated with a better compaction of the hydrocarbon
chains, increasing TTA™-TTA' Lennard-Jones attractions from
—4157 k] mol™* to —6460 kJ mol~*.

Furthermore, a visual inspection of the simulated bilayer
interfaces reveals the formation of lipid rafts by phospholipid
segregation. Fig. 11 shows a snapshot of system 1 after 160 ns
simulation and is possible to distinguish the existence of clus-
ters formed by PL only. To provide a thermodynamic explana-
tion for the formation of lipid rafts, we have calculated the
potential of mean force (PMF) corresponding to the insertion of
DOPC into two ideal systems. Thus, in the first, the insertion of

Fig.11 Snapshot of the xy-plane of system 1 after 160 ns of trajectory.
Darker areas correspond to clusters of lipids.
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DOPC into a bilayer with a composition identical to system 1,
except that all TTAC were removed, was simulated. In the
second, DOPC was inserted into a bilayer of TTAC only. The
PMF at different depths of the bilayer can be used to estimated
the spontaneity of the insertion process in both ideal systems as
follows:

AG(z) = —RT In i;(.—) = PMF, (7)

;

here AG(2) is the difference between the free energy from the
bulk aqueous solution to a certain position z, along an axis
perpendicular to the bilayer interface. R is the gas constant, T
the absolute temperature, ¢/(z) the concentration of DOPC at
position z, and ¢ the concentration of DOPC in the bulk
aqueous solution. Due to sampling incompleteness, cfz)
profiles cannot be obtained straightforwardly from normal MD
simulations, however, using Umbrella®® and WHAM?* method-
ologies, such as they have been described in previous
works,'"?%3%" the PMF associated with the insertion of DOPC into
the two systems proposed above was estimated. To improve the
sampling, two DOPC molecules were introduced into the
system, one placed at the bulk water, at a distance of —3.9 nm
from the center of the bilayer, and the other placed at the center
of the hydrophobic core. Thus, both DOPC molecules were
simultaneously shifted 0.1 nm each maintaining a distance of
3.9 nm between them. The motion of the center of mass of each
molecule was subjected to a restrain along the Z axis using
a harmonic potential of 3000 N nm™* mol ', within windows of
0.1 nm thick, but maintaining the freedom of movement in the
xy plane. For each of the 40 subsystems, 30 ns of trajectory
length was calculated.

Fig. 12 shows the PMF associated with the DOPC insertion
from bulk water to the interior of the two models described
above. This Figure evidences that for any distance along the Z
axis, DOPC prefers to be surrounded by other DOPC molecules
rather than by TTAC. Therefore, according with this result, the
formation of lipid rafts in the aggregate is expected, since DOPC
shows greater affinity than other phospholipid molecules.
Finally, the formation of lipid rafts is favored by about 5 k]
mol™" with respect to insertion in a TTA™ bilayer.

50————————— —

— only TTAC
=+ without TTAC

AG (kJ/mal)
2,
o

100,

F

P32 0 1T 2 3 4
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Fig. 12 Potential of mean force (PMF) associated with the insertion of

DOPC from the bulk agueous solution into the two molecular bilayers
mentioned above.
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4 Conclusions

The use of MD simulations in the interpretations of the exper-
imental results arising from complex systems, such as lyotropic
nematic liquid crystals, has proven to be very useful. In this
particular case, the dynamics of the solvent appears to be
adequately represented.

All evidence strongly suggests that the surface charge
density, provided by TTA', is responsible not only for the size
and shape of the aggregates, but also has a strong influence in
the structure of the bilayer itself, inducing inter-digitation and
lipids rafts formation.

Dynamical properties of the solvent, such as translation
diffusion coefficient and rotational correlation time, are
strongly dependent on the surface charge density and the
distance from the interface. This effects disappear at a distance
of 3.5 nm away from the interface.

Finally, lipid rafts formation arises from a greater affinity
between PL molecules rather than PL-TTA'.
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