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Introducción  

En las últimas décadas se ha producido una auténtica revolución centrada en la 

nanociencia y las propiedades de los materiales en la escala del nanómetro debido a una 

amplia variedad de aplicaciones de éstos en diferentes campos de estudio que van desde 

la física, la ingeniería o la ciencia de los materiales, hasta la medicina, la biología o la 

química. Como regla general se considera que cuando al menos una de las tres 

dimensiones en el espacio de un material se encuentra por debajo de los 100 nm hablamos 

de nanomateriales. Los nanomateriales tienen unas características físicas y químicas que 

son diferentes al mismo material en escalas más grandes, lo que tiene su origen en la gran 

relación área/volumen que se da en la nanoescala y en la aparición de los fenómenos 

cuánticos que rigen su comportamiento.  

Mi interés por el campo de la nanociencia y de los materiales me llevó a realizar 

un máster en la Universidad de Zaragoza sobre este campo, el Master in Nanostructured 

Materials for Nanotechnology Applications donde tuve la oportunidad de trabajar en la 

simulación de membranas biológicas en el laboratorio a través de un trabajo fin de máster 

(TFM) multidisciplinar que fue co-dirigido desde dos áreas de conocimiento distintas por 

los que también han sido los directores de esta tesis doctoral. El interés que despertó en 

mi esta temática junto a una clara vocación científica me llevaron a plantearme completar 

aquellos estudios que inicié a través del TFM. Tras cuatro años de trabajo aquí presento 

mi tesis doctoral. La tesis me ha llevado por una andadura paralela al desarrollo del 

proyecto europeo MagicCellGene (Localized MAGnetIC hyperthermia CELL-Based 



GENE therapy for immune modulation1) en el que se enmarcan los distintos capítulos de 

la tesis, cada uno de los cuales tiene integridad temática propia y por ello la introducción 

y contextualización científica de cada uno de ellos se presenta al comienzo de cada 

capítulo. Esta memoria se ha estructurado en siete capítulos más anexos. 

Capítulo 1. Se exponen los materiales y métodos utilizados durante la realización 

de esta memoria. 

Capítulo 2. Preparación y caracterización de membranas celulares simuladas. 

Capítulo 3. Estudio termodinámico y microscópico de mezclas binarias y ternarias 

del Dipalmitoilfostatidilcolina y Colesterol con Glicoesfingolípidos. 

Capítulo 4. Efecto de la aplicación de campos magnéticos locales sobre 

nanopartículas magnéticas depositadas sobre sistemas modelo de membranas celulares 

Capítulo 5. Reconocimiento de la Concanavalina A en glicoesfingolípidos 

incorporados en modelos de membrana celulares e interacción de nanopartículas 

magnéticas con y sin alquino 

Capítulo 6. Influencia de la nanorugosidad del sustrato en las propiedades 

nanomecánicas y nanotribológicas de bicapas lipídicas soportadas. Estos estudios se 

llevaron a cabo en Paderborn (Alemania). 

                                                           
1 Publishable abstract: The goal of MagicCELLGene is to develop a novel, universal and highly 

efficient methodology for transfection triggered by magnetic hyperthermia, with potential clinical 

applications in cell-based gene therapy. Our innovative approach is to induce a controlled and 

localized heating of the cellular membrane (hotspots) using magnetic nanoparticles covalently 

immobilized onto cell membranes via bioorthogonal chemistry; the reversible changes of the cell 

membrane permeability/fluidity will be used to promote the artificial delivery of nucleic acids 

into cells. Efforts will be especially focused on hard-to-transfect cells (primary cells), thus clearly 

addressing an unmet need of the transfection market. Expected results going beyond the state-of-

the-art in transfection are: i) the development of a universal transfection tool and ii) its 

application to systems where standard transfection methods have several bottlenecks using as a 

model immune system modulation. 
 



Capítulo 7. Influencia del sustrato en la determinación del módulo de Young de 

películas blandas 

El bloque de Anexos donde se recogen las abreviaturas y los artículos publicados 

durante esta tesis doctoral.  



Objetivos  

Para esta Tesis Doctoral, de carácter multidisciplinar, nos marcamos los siguientes 

objetivos científicos generales (en cada capítulo se irán marcando objetivos específicos): 

 Fabricación de membranas celulares simuladas de fosfolípidos y colesterol buscando 

las condiciones para la obtención de películas superficiales muy homogéneas que 

permitan fácilmente analizar fenómenos superficiales inducidos por la presencia de 

otros elementos. 

 Incorporación de un glicoesfingolípido conteniendo un grupo azida a la membrana 

celular simulada. El grupo azida permitiría en su caso la realización de química 

bioortogonal (reacción con un grupo alquino terminal) para la deposición específica 

de nanopartículas magnéticas convenientemente funcionalizadas. 

 Analizar cómo un campo magnético alterno puede alterar la membrana celular 

cuando se han incorporado nanopartículas magnéticas en su superficie. En concreto 

la hipótesis de trabajo es que el campo magnético alterno pueda inducir un 

calentamiento local de la membrana generando poros en la misma. 

 Realizar química biortogonal en las membranas simuladas mediante la incorporación 

de las nanopartículas magnéticas funcionalizadas con un grupo terminal alquino que 

interaccionará con grupos azida introducidos en la membrana celular.  

 Estudiar el efecto de la rugosidad del sustrato en las membranas celulares simuladas 

mediante un estudio topográfico de microscopia de fuerza atómica y un estudio 

nanomecánico mediante curvas de fuerzas.  

 Determinar la influencia de la rigidez de un sustrato en la determinación del módulo 

de Young de una película blanda, como es el caso de la membrana celular, depositada 

sobre un sustrato.  



Además de estos objetivos de naturaleza investigadora el objetivo de cualquier 

tesis doctoral es profundizar en la formación del doctorando, no sólo consolidando las 

competencias adquiridas en grado y postgrado sino avanzar hacia nuevas competencias 

propias de un doctor que incluyen el trabajo en equipo, en mi caso multidisciplinar y con 

colaboraciones internacionales, autonomía en el laboratorio tanto en el manejo de 

distintos tipos de técnicas de fabricación (Langmuir-Blodgett y autoensamblaje) y de 

caracterización (microscopia de fuerza atómica, AFM, y espectroscopia infrarroja) como, 

sobre todo en las etapas finales, ser capaz de programar mis propios experimentos, 

analizar resultados, validar o descartar hipótesis, interpretar los datos obtenidos, etc. 

Fundamental es también contar con competencias sólidas en la comunicación científica, 

tanto oral (en gran medida conseguidas a través la divulgación y discusión de los 

resultados obtenidos a lo largo de esta tesis doctoral mediante asistencia a congresos, 

conferencias y seminarios), así como escritas (redacción de artículos, informes y de la 

propia memoria de tesis doctoral).  
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                                                                                                               Capítulo 1. Materiales y métodos 
 

1. Materiales, reactivos y sustratos 

Materiales  

En esta tesis doctoral se han utilizado disoluciones Dimetilfosfatidilcolina 

(DPPC), Colesterol (COL), Glicoesfingolípido (GSL); GSL1 (C48H93NO8), GSL2 

(C48H91NO8), GSL3 (C48H92N4O7) y GSL4 (C48H90N4O7) para la fabricación de los 

modelos de membranas celulares. Se estableció 10-4 M como concentración de las 

disoluciones ya que se hicieron estudios previos a diferentes concentraciones. Los 

compuestos inicialmente se encuentran en estado sólido y se mantienen refrigerados, por 

lo tanto, es necesario atemperarlos antes de preparar la disolución para evitar que la 

temperatura provoqué un cambio de concentración. Se pesa en una balanza la cantidad de 

compuesto requerida para obtener disoluciones de 100 mL para el DPPC y para el Chol, 

y 25 mL para los GSL, todos ellos a concentración de concentración 10-4 M.  

Como disolvente de las soluciones se emplea cloroformo, un disolvente orgánico 

que no se mezcla con el agua y que al ser volátil permite que se evapore rápidamente de 

la superficie sobre la que se trabaja. Para limpieza de la cuba se emplea acetona y como 

subfase de la cuba, agua Milli-Q. 

Concanavalina A (ConA), concentración 50 µg/mL se disolvió en tampón fosfato 

sódico pH 7,4 mM, conteniendo cloruro sódico 10 mM, cloruro magnésico 10 mM y 

cloruro cálcico 1 mM (tampón de unión). Hay que añadir el magnesio lo último, gota a 

gota. En este caso hizo falta filtrar la disolución obtenida con un filtro de PVDF de 0,22 

micras de millipore.  

Fosfina-PEG-Biotina, es de la casa comercial Thermo Fisher y se utilizó un 

eppendorf ya preparado de concentración 10 mM  

Síntesis de las MNPs (hecha por el grupo Bionanosurf) 
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                                                                                                               Capítulo 1. Materiales y métodos 
 

Para realizar la síntesis de las MNPs se utilizó el método de descomposición 

térmica a alta temperatura ya que se obtienen MNPs monodispersas. La síntesis fue 

llevada a cabo por el grupo Bionanosurf.1 Para ello hay que añadir 0,71 g de Fe (acac)3, 

que actúa como precursor metálico 2,58 g de 1,2-hexadecanodiol, 2 mL de ácido oleico, 

2 mL de oleilamina y 20 mL de difenil éter (Teb = 260 ° C) en un matraz de tres bocas. 

El matraz se calienta a 200 ° C bajo flujo de argón agitándose continuamente. Se 

mantienen los 200 durante 30 minutos, se observa un cambio de color de naranja a negro, 

eso es indicativo de que se está formando la NP. Posteriormente, se elevó la temperatura 

a 260 ° C, ya que es el punto de ebullición del disolvente difenil éter, y se calentó a reflujo 

a esta temperatura durante 2 horas. Se deja enfriar la muestra a temperatura ambiente. 

Después se realiza un lavado de las MNPs con etanol, la mezcla se centrifugó a 

10.000 rpm durante 10 minutos, dejando las partículas precipitadas en el fondo del tubo 

de ensayo. Se retiró el sobrenadante por decantación. Este proceso se repitió 

resuspendiendo las MNP en hexano y lavando con etanol hasta que el sobrenadante ya no 

tiene color. La mezcla de MNP, ácido oleico y oleilamina se resuspendió en hexano y se 

almacenó en el frigorífico.  

Si se quieren obtener MNPs de tamaño mayor, estas MNPs de 6 nm de diámetro 

se utilizan como semillas para su recrecimiento.  

Síntesis del glicoesfingolípido, realizado por el grupo de Daniel B.Werz 

La estructura del glucoesfingolípido sintético (GSL) utilizado en esta tesis doctoral 

está formado por un monosacárido, cuya molécula es una β-D glucosa que es una D-

glucopiranosa con configuración β en el centro anomérico. Se ha llevado a cabo por el 

grupo de Daniel B.Werz. Para más información sobre la síntesis de los glicoesfingolípidos 

consultar esta referencia.2  
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Reactivos y disolventes 

Todos los reactivos y disolventes utilizados se han adquirido en, Sigma-Aldrich®, 

a excepción de los GSL, que han sido sintetizados en el laboratorio de Daniel B.Werz y 

las MNPs por el grupo Bionanosurf. 

Sustratos 

Mica 

Los sustratos utilizados para la transferencia de las membranas celulares 

simuladas han sido láminas de mica de la casa comercial Ted Pella, Inc., de calidad V1, 

con un espesor de 0,15-0,177 mm. Estas láminas se cortan en las dimensiones deseadas, 

de manera general en esta tesis se utilizaron dimensiones de 1 cm x 1cm, ya que son las 

medidas adecuadas tanto para las medidas de AFM, hipertermia y el proceso de marcado 

de la mica. Además, como método de limpieza previa del sustrato se realiza un proceso 

de exfoliación de la mica con celo.  

 

Figura 1. Sustrato de mica 

Silicio y Silicio nanorugoso 

 Estos sustratos fueron proporcionados por Adrian Keller del grupo de 

Nanobiomateriales de la Universidad de Paderborn (Alemania). Los sustratos de silicio 

nanorugoso fueron preparados por bombardeo de iones de baja energía mostrando una 
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longitud de onda de 24 nm y obteniéndose una diferencia de altura en la ondulación de 2 

nm. Para más información consultar esta referencia.3 

QCM 

Para los experimentos de QCM se tienen que utilizar unos sustratos determinados 

de la casa comercial Standford Research Systems. Son discos finos de α-cuarzo con 

electrodos de oro circulares en ambas caras. Con una frecuencia de resonancia de 5 MHz 

y su área efectiva de 0,8 cm2 

 

Figura 2. Sustrato de QCM 

2. Técnicas y equipos  

2.1 Para la fabricación de las películas de Langmuir. 

Langmuit-Blodgett (LB) 

La técnica de Langmuir-Blodgett (LB) es un método de nanofabricación de abajo 

a arriba que permite la preparación de películas ultradelgadas con un alto grado de control 

a nivel molecular. Además, se pueden fabricar monocapas de una gran variedad de 

materiales y sustratos, debido a que se puede tener quimisorción o fisisorción. A través 

de esta técnica podemos controlar el número de capas que tenemos.4–6  

Todas las monocapas de Langmuir y de Langmuir-Blodgett, a excepción del BAM 

se han llevado con la KSV NIMA, el equipo y sus componentes se puede ver en la Figura 
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3. La cuba contiene un recipiente de teflón de dimensiones de 580 x 145 mm2 con 

profundidad de 4 mm, excepto la zona del pocillo de transferencia que tiene una mayor 

profundidad (ver Figura 3.b) y está situada en la parte central del recipiente de teflón, 

además posee dos barreras de compresión de teflón y un brazo de transferencia (Figura 

3b. La presión superficial es medida mediante una balanza de Wilhelmy; papel de filtro 

comercial y ya cortado de 10,3 mm de ancho. (Figura 3c). A medida que se comprime la 

monocapa se pueden ir dando diferentes fases: gas(G), liquido expandido (LE), liquido 

condensado (LC), sólido (S) en donde la monocapa está ordenada, y finalmente el 

colapso, tal y como se muestra en la figura 3.d. Hay que destacar que cada molécula o 

sistema muestra una isoterma π-A característica y en esta Figura se ha mostrado una 

general donde presenta todas las fases.  
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Figura 3. Cuba KSV NIMA con a) Pozo de transferencia; b) Brazo de transferencia que 

contiene una pinza que sujeta el sustrato sólido. c) Balanza de Wilhelmy para la medida de la 

presión superficial en la interfase aire-agua; d) Fases de formación de la monocapa en la 

interfase aire-agua en un gráfico de presión superficial versus área por molécula.  

Este tipo de cuba se encuentra dentro de una cabina especialmente diseñada para 

evitar la contaminación por partículas de polvo en el ambiente y está apoyada sobre una 

mesa que amortigua las vibraciones. El procedimiento para la preparación de películas de 

Langmuir-Blodgett se divide en dos partes. Primero, se ensambla una monocapa del 

material que se desea estudiar sobre una superficie acuosa o subfase mediante el uso de 

una barrera móvil. La monocapa formada se le conoce como película de Langmuir. El 

segundo paso sería transferir sobre un sustrato mediante la inmersión o emersión del 

mismo en la subfase acuosa para formar la película de Langmuir-Blodgett (LB). 

Dependiendo de cómo se realiza esta transferencia, bien vertical (LB) Figura 4. a y b o si 

se realiza colocando el sustrato en horizontal y la película de Langmuir se transfiere a la 

por contacto directo con el sustrato (LS)7,8 Figura 4 c y d. 
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Figura 4. Esquema de las diferentes transferencias al sustrato a) Transferencia vertical 

(LB) de emersión de la subfase; b) Transferencia vertical (LB) de inmersión a la subfase; c) 

Transferencia horizontal (LS), dependiendo de la naturaleza del sustrato se pegará al sustrato 

la parte hidrofóbica o hidrofílica. Imagen adaptada de “Interacting with biological membranes 

using organic electronic devices” 

Método de limpieza en todas las cubas  

Para la elaboración de monocapas de Langmuir y películas Langmuir-Blodgett es 

necesario limpiar previamente la cuba. En este caso se requiere el uso de guantes para 

minimizar la contaminación debida a la grasa de la piel. La limpieza se debe efectuar por 

el área del teflón y las barreras. El primer proceso de limpieza es impregnando un papel 

con acetona ya que esta tiene la capacidad de retirar pequeñas cantidades de agua que 

hayan quedado en el teflón, se deja reposar 15 minutos para que se evapore la acetona 

completamente. Posteriormente se limpia con papel impregnado con cloroformo, este al 
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ser miscible con la acetona permite retirar los restos de esta y al ser un disolvente orgánico 

apolar proporciona un carácter más hidrófobo al teflón. Se deja evaporar durante 15 

minutos. A continuación, se realizan tres lavados con agua Milli-Q, llenando la cuba hasta 

la altura de los bordes y succionando la superficie del agua con una trompa de vacío para 

eliminar los contaminantes, terminados los lavados se llena nuevamente la cuba y se 

verifica el nivel del agua, la cual tiene que estar al mismo nivel formando un menisco con 

las barreras. Este paso es importante llevarlo a cabo de manera correcta, ya que, si el nivel 

de agua es demasiado bajo, el surfactante podría deslizarse debajo de la barrera y si el 

nivel es demasiado alto, el surfactante podría derramarse obteniéndose unos datos finales 

incorrectos. Para corroborar que la limpieza se haya hecho de manera correcta se registra 

una curva de presión superficial versus área por molécula para el agua (sin dispersar 

ningún surfactante), si al comprimir las barreras la presión superficial se mantiene por 

debajo de 1 mN· m-1 indica que la cuba está limpia, un cambio mayor muestra la presencia 

de tensioactivos, ya que en el caso del agua Milli-Q, la presión superficial no cambia 

cuando se comprimen las barreras. La presión superficial es medida mediante una balanza 

de Wilhelmy; papel de filtro comercial y ya cortado de 10,3 mm de ancho. 

Método de trabajo en todas las cubas 

Las disoluciones se dispersan gota a gota sobre la subfase de agua con una micro 

jeringa de Hamilton, este proceso se tiene que llevar a cabo lentamente. Además, se debe 

tener la precaución de que la presión superficial no suba de un valor aproximado a 1 

mN·m-1 ya que puede afectar la estructura y formación de las moléculas. Para la medición 

de la presión superficial se hace uso del método de Wilhelmy el cual consiste en sumergir 

parcialmente en la subfase un papel de filtro, que mide las fuerzas que actúan sobre él 

(fuerzas descendentes como la gravedad y la tensión superficial y las fuerzas ascendentes 

como la flotabilidad debido al desplazamiento del agua) con una electrobalanza sensible 
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(electro balanza de Wilhelmy).9 Después de la dispersión, se tiene que esperar 15 minutos 

para que el disolvente se evapore. El tiempo de 15 minutos es porque en esta tesis doctoral 

las disoluciones están hechas en cloroformo, pero en el caso en el que se trabajase con un 

disolvente menos volátil se tendría que dejar más tiempo evaporar el disolvente. Una vez 

que se ha dejado evaporar se puede comenzar el experimento para ello se determinan en 

el ordenador los parámetros de velocidad de las barreras, en el caso de todas las isotermas 

y transferencias la velocidad de compresión de las barreras es de 6 mm·min-1 y velocidad 

de transferencia de 1 mm·min-1.  

2.2 Para la caracterización de las películas de Langmuir 

Microscopio de ángulo de Brewter (BAM) 

Las disoluciones se caracterizan en el microscopio de ángulo Brewster (BAM), 

Para el estudio de la morfología de la monocapa, el laboratorio del grupo de investigación 

Platón de la Universidad de Zaragoza cuenta con una KSV NIMA a la que se puede 

incorporar un microscopio de Ángulo Brewster (BAM) para poder visualizar la 

morfología de la monocapa. El equipo se compone de un láser rojo con una potencia de 

50 mW y una longitud de onda de 659 nm. Cuenta con una cámara CCD controlada por 

un ordenador con una resolución de 640 x 480 pixeles. Este dispositivo cuenta con un 

ajuste vertical motorizado de alta precisión y una resolución lateral del sistema óptico en 

el plano de la superficie acuosa de 12 μm.  

Método de trabajo BAM 

Para estudiar la interfaz aire-agua y su homogeneidad y se almacenan en matraces 

aforados cubiertos de con parafilm para minimizar la evaporación del disolvente y se 

mantienen refrigerados hasta posterior uso. Las isotermas de presión superficial-área 
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molecular (𝜋 − 𝐴) y las transferencias Langmuir Blodgett se realizaron con una cuba de 

la marca KSV controlada por computadora (KSV Instruments Ltd., Finlandia)  

La cuba KSV NIMA con BAM incorporado (Figura 5) tiene un recipiente de 

teflón de dimensiones 100 x 720 mm2, dos barreras de compresión y a diferencia a la cuba 

anterior no posee brazo para transferencias. En esta cuba además de obtener la isotermas 

de compresión se pueden determinar isotermas de potencial superficial y obtener 

espectros de reflexión UV-Vis de la monocapa durante el proceso de compresión. La 

media de la presión superficial se realiza también con el método de la balanza de 

Wilhelmy, utilizando un papel de filtro de dimensiones 10 x 25 mm2. La balanza de 

Wilhelmy se sitúa en el centro de la cuba. Siendo la misma zona donde se registran los 

espectros de reflexión UV-vis. El software del equipo ha sido proporcionado por la casa 

comercial KSV NIMA Biolin Scientific y permite registrar simultáneamente isotermas e 

imágenes de BAM. Cabe destacar que hay un software adicional, que contiene un 

programa escrito por miembros del grupo Platón en el que se registra los resultados 

procedentes de la reflexión UV-Vis de forma automatizada.  
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Figura 5. Cuba KSV NIMA con BAM.incorporado con Sensor del espectrómetro de 

reflexión UV—Vis  

 

Método de trabajo estudio termodinámico  

Para realizar todos los estudios termodinámicos, se registran isotermas de los 

compuestos puros para identificar las presiones de colapso del material, además se hacen 

mezclas binarias de los glicoesfingolípidos con DPPC y Chol en diferentes proporciones 

(χ=0,25, χ =0,5 y χ =0,75 de DPPC y COL) para examinar las interacciones de cada 

mezcla. También para estudiar la miscibilidad de los componentes usando la regla de 

Crips y se establece mediante propiedades como el área de exceso, la energía libre de 

Gibbs y la energía de Helmholtz. 

 

Fabricación de películas Langmuir-Blodgett 

Las mezclas se transfirieren a una presión determinada sobre sustratos de mica 

hidrófilas recién cortadas de 10 mm x 10 mm x 1 mm previamente exfoliadas con celo 

para formar así las películas de Langmuir-Blodgett. La deposición de monocapas se 

DPPC:COL se efectúa elevando verticalmente la placa de mica de la subfase de la cuba 

de Langmuir una vez se haya alcanzado la presión deseada, 35 mN·m-1.  En todos los 

casos la transferencia se realiza a una velocidad constante de 1 mm·min-1, a 20 ± 1 °𝐶. 

Las muestras obtenidas se secan durante 24 horas y posteriormente se guardan en viales 

hasta su caracterización con microscopia de fuerza atómica. (AFM) 

Ángulo de contacto  
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Los experimentos de ángulo de contacto se realizaron con un tensiómetro óptico 

comercial (Theta Lite TL 101 de Attention). Para medir el ángulo de contacto, la muestra 

se tiene que colocar sobre una plataforma plana, justo debajo de una microjeringa 

Hamilton desde la cual cae una gota de agua Milli-Q sobre la superficie de la película. En 

ese momento, el software recopila lecturas del ángulo de contacto en diferentes 

momentos. Este proceso se tiene que repetir varias veces en diferentes lugares de la 

muestra. Si el ángulo de contacto obtenido es < de 10 º, significa que la superficie es 

hidrofílica. En cambio, si el ángulo de contacto está próximo a 90º, la superficie de la 

muestra es hidrofóbica.10  

Microscopio de Fuerzas Atómicas (AFM) 

Para la caracterización de las muestras se hace uso de la técnica microscopía de 

fuerza atómica (AFM), técnica de análisis propuesta en el año 1986 por G. Binning y 

C.F.Quate.11 El equipo utilizado para llevar a cabo la caracterización morfológica y 

nanomecánica de las membranas simuladas sobre sustratos sólidos ha sido un Multimode 

8 ambiental de la empresa Veeco-Bruker equipado con una unidad de control Nanoscope 

V (Bruker), perteneciente al Laboratorio de Microscopías Avanzadas (LMA). Las 

medidas se han realizado tanto en aire como en medio líquido (agua Milli-Q y buffer 

HEPES) 

La microscopía de fuerza atómica es una microscopia de barrido de sonda, en 

donde se puede controlar la posición tridimensional de una sonda o punta respecto a la 

muestra que se quiere caracterizar a través de un sistema de piezoeléctricos.12 

En el caso del AFM la punta, de un par de micras de largo y menos de 100 Å de 

diámetro se coloca en un “cantilever” o palanca, de 100 a 200 micras de largo de la casa 

comercial Bruker, que dependiendo de la interacción existente entre la punta y la 
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superficie de la muestra provoca que el cantiléver se doble o flexione. Un láser se dispone 

sobre la punta; esta luz es reflejada sobre un fotodetector sensible a la posición que 

proporciona señal de retroalimentación a los escáneres piezoeléctricos que mantienen la 

punta a una altura o fuerza constante y con ello se obtiene un mapa topográfico. La 

interacción punta-muestra se basa en la medida de varias fuerzas que contribuyen a la 

flexión del cantiléver, siendo la más común la fuerza de van der Waals.12–15  En la Figura 

6, se pueden observar las partes del AFM.  

 

Figura 6. a) Equipo de AFM b) Escáner c) Cantiléver 

Por lo tanto, seleccionando de manera correcta la punta a utilizar para cada 

muestra, es posible obtener mapas de la topografía superficial obteniendo resolución a 

escala nanométrica, así como también permite caracterizar otras propiedades como la 

fuerza de interacción entre la muestra y la punta. 
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Durante este trabajo, las puntas utilizadas son las que se describen a continuación, 

pertenecientes a la casa comercial Bruker. 

ScanAsyst-Air-HR: 130-160 kHz, 0,4-0,6 N·m-1, radio de 2 nm. Material: nitruro 

de silicio y recubrimiento de aluminio (cantiléver). 

ScanAsyst-Fluid+: 100-150 kHz, 0,35-0,7 N·m-1, radio de 2 nm. Material: nitruro 

de silicio y recubrimiento de aluminio (cantiléver). 

RFESPA-150A: 90-210 kHz, 1,5-10 N·m-1, radio de 8 nm. Material: silicio 

dopado con antimonio y recubrimiento de aluminio (cantiléver). 

RTESPA-300: 300-400 kHz, 40-80 N·m-1, radio de 8 nm. Material: silicio dopado 

con antimonio y recubrimiento de aluminio (cantiléver). 

Existen tres modos de trabajo en AFM: el modo de contacto o estático, el modo 

de no contacto o dinámico y el modo de contacto intermitente o tapping,15 mostrados en 

la Figura 7.  

 

Figura 7. Modos de trabajo del AFM.  

AFM de contacto 

En el modo de contacto, el extremo de la punta está en contacto físico suave con 

la muestra. La punta barre la superficie, la fuerza de contacto origina la flexión del 

cantiléver de modo que éste se adapta a la superficie topográfica de la muestra. La fuerza 

total que ejerce la punta sobre la muestra es la suma de las fuerzas de capilaridad y del 

cantiléver, y se debe equilibrar a la fuerza repulsiva de van der Waals. Sobre la muestra 
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se ejerce una magnitud de fuerza entre 10-8 N y 10-7 – 10-6 N.12 Se puede trabajar en modo 

de fuerza constante o modo de altura constante. En este modo de contacto se pueden 

realizar medidas de elasticidad, se pueden utilizar en una amplia gama de muestras duras. 

Entre los principales inconvenientes que tiene este modo contacto es que al estar la punta 

en contacto con la superficie puede dañar la punta o modificar la superficie, arrastre de 

material.  

AFM de no- contacto  

En este modo no contacto, se excita el cantiléver cerca de su frecuencia de 

resonancia de la tal manera que vibra cerca de la superficie de la muestra en u rango de 

10 a 100 A. Se ejerce una fuerza muy baja, alrededor de 10-12 N, en este caso se pueden 

medir distintos gradientes de fuerza (magnética, electrostática) como desventaja es que 

las resoluciones suelen ser bajas.  

AFM de contacto intermitente (Tapping-Mode) 

En el caso de esta tesis doctoral, se ha utilizado el modo tapping para las medidas 

realizadas en aire, ya que es más adecuado para muestras blandas. En este modo la punta 

está en intermitente contacto con la superficie a la vez que la escanea. Como señal de 

control utiliza la variación de la amplitud de la oscilación de la punta, debida a la 

amortiguación sobre la superficie. Con esta técnica se obtienen medidas muy estables con 

resolución elevada.  

Fabricación de las marcas de los sustratos de mica 

Para ser capaces de volver al mismo sitio en el AFM antes y después de aplicar 

AMF, es importante marcar el sustrato.  
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El marcaje del sustrato consiste en cuatro cuadrados externos de 30 µm de lado, 

distanciados por 100 µm y cuatro cuadrados internos de 3 µm de lado, distanciados por 

30 µm, las marcas tienen 80 nm de altura de los cuales 5 nm son de cromo Cr y 75 nm 

son de cobre, Cu. Estas marcas en la mica se realizan mediante técnicas físicas de 

deposición de vapor del metal en cuestión. Las marcas actúan como guía en el proceso de 

caracterización proceso de marcado de la mica  

Las marcas sobre las micas se realizan mediante deposición física de vapor (PVD). 

La resistencia de tungsteno del Electron Beam Power Supply se calienta cerca a los 

1000°C lo que genera extracción y aceleración de electrones del material que se desea 

depositar. El haz de electrones se redirige por la acción de un campo magnético generado 

por un par de imanes hacia donde está sujeta la mica a la parte superior con cinta kapton 

que a su vez mantiene inmovilizadas un par de membranas de Si3N4 y Si que previamente 

han sido perforadas mediante Focused Ion Beam (FIB), Helios nanolab FEI companycon 

el propósito de crear una plantilla con el tamaño de las marcas deseadas. Las marcas se 

realizan con cromo y cobre, se depositan inicialmente 5 nm de cromo, dada su buena 

adherencia a la mica este actuará como pegamento del cobre, del cual se depositarán 75 

nm de material. Todo el proceso llevado a cabo se puede observar en la Figura 8.  
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Figura 8. a) membranas ubicadas sobre la mica; b) plástico de protección de la mica; 

c) mica preparada para PVD; d) Resultado de la mica con las marcas 

Incorporación de las nanopartículas magnéticas (MNPs) 

MNPs en fase acuosa y funcionalizadas con alquino para la reacción química clic  

Sobre las películas LB se busca una deposición específica de nanopartículas 

magnéticas (MNPs) formadas por magnetita [Fe3O4] y maghemita [Fe2O3] con diámetro 

de 12 nm cada una, características hidrofilias, diseñadas y funcionalizadas con grupo 

alquino y sin alquino con el propósito de que se produzca una reacción química “clic” 

biortogonal entre las azidas y alquinos presentes en la membrana celular simulada 

demostrando así su especificidad. 

Las NPs se recubren con polietilenglicol (PEG) y con ciclooctino para disminuir 

la carga negativa y así conseguir la disminución de los grupos carboxilos [-COOH] libres 

en la superficie de la NPs.16,17 
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Método de trabajo de incorporación de las MNPs 

La incoporación de las nanopartículas magnéticas (MNPs) en fase orgánica en la 

monocapa formada se lleva a cabo por el procedimiento de LB. La concentración de 

partida son 0,04 mg de Fe/mL, se dispersan 1200 µL sobre la subfase de agua milli-Q, 

hasta que alcanza la presión de 8 mN·m-1, se trasfiere a un sustrato de mica a una 

velocidad de 1 mm” min-1 de abajo a arriba, es decir, el sustrato está previamente en la 

subfase y una vez que alcanza la presión, emerge de la subfase. Tal y como está indicado 

en la Figura 9 mostrada a continuación. 

 

Figura 9. Transferencia de las MNPs sobre el sustrato mediante LB. 

La incoporación de las nanopartículas magnéticas (MNPs) en fase acuosa en la 

monocapa formada se lleva a cabo por el procedimiento de autoensamblaje. La 

incubación de las MNPs se realiza en un vial al que se le ha hecho una limpieza previa 

con etanol, agua Milli-Q y secado con nitrógeno. Las MNPs de 0.04 mg de Fe/mL se 

conservan en la nevera por lo que es necesario dejar atemperar antes de incubarlas. Toda 

la superficie de la mica queda bien cubierta, se sella el vial para evitar la evaporación y 

luego se deja incubar el tiempo designado, en este caso 1 hora y 24 horas. Después del 

periodo de incubación, se retira el material en exceso haciendo 10 lavados con agua Milli-

Q y se deja secar a temperatura ambiente. 
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Posteriormente se realiza un estudio topográfico con el AFM en donde se intentará 

estudiar que las MNPs funcionalizadas con alquino presentan un anclaje a la membrana 

formada con el glicoesfingolípido que contiene la azida mientras que las MNPs 

funcionalizadas sin alquino no presentan ningún anclaje, o la incorporación de las MNPs 

en las membranas será menor. 

Aplicación hipertermia magnética 

Los experimentos de hipertermia han sido realizados con un equipo DM100 series 

Applicator for calorimetry (DM1) de nB nanoScale Biomagnetics Company (Figura X), 

conjunto con el software integrado de nB, MANIAC v1.0, que permite al usuario ejecutar 

y programar pruebas de calentamiento por inducción, así como monitorear y analizar los 

resultados de dichas pruebas. Este equipo cuenta con una capacidad máxima de frecuencia 

de 850 KHz y una intensidad de campo magnético máxima de 350 Gauss, y en rango de 

temperatura cuenta con funcionamiento normal de 5-40 ºC, potencia máxima de 5-30 ºC 

y almacenamiento de -20 - 70ºC, maneja una humedad de 20-80% y sus dimensiones 415 

x 712 x 285 mm3. 

Método de trabajo con el equipo de hipertermia. 

Se aplicará un campo magnético alterno (AMF) a las membranas miméticas con 

MNPs depositadas con el equipo de hipertermia a una frecuencia máxima de 829 Hz y un 

campo de 252 Gauss, se realiza la exposición de manera continua con tiempos de 90 

minutos para las diferentes muestras. La muestra está colocada dentro del adaptador que 

se puede observar en la Figura10b. a la frecuencia y tiempo indicados.   

Posteriormente se calcula el tamaño del poro inducido mediante caracterización 

del AFM, como no se puede acoplar el equipo de hipertermia al AFM, se utilizan las 

marcas previamente explicadas para volver a la misma zona. Esta caracterización se hace 
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justo después de aplicar el AMF. Para tratar las imágenes de AFM se ha utilizado el 

software Nanoscope y Gwyddion. 

 

Figura 10. a) Equipo de hipertermia magnética; b) Aplicador donde se incorpora el sustrato 

para aplicar el AMF. 

Reflectancia total atenuada (ATR)  

La espectroscopia de infrarrojo es una técnica química analítica que permite 

obtención de un espectro infrarrojo de absorción o emisión que proporciona un espectro 

de reflexión, por el cual es posible realizar una identificación del tipo de enlaces y grupos 

funcionales de los materiales presentes en la muestra. Para la obtención de estos espectros 

se tienen tres técnicas de medida las cuales son: Transmisión, Reflexión y modo ATR 

(Attenuated Total Reflection), donde este último es un modo de muestreo en que un haz 

IR se proyecta en un cristal ATR transmisor, ópticamente denso y con un alto índice de 

refracción en cierto ángulo, haciendo que el haz se refleje internamente formando una 

onda evanescente sobre la superficie del mismo y de esta forma penetrar en la muestra. 

La energía de la onda evanescente es absorbida y la radiación reflejada (con la 

información química de la muestra) es conducida al detector. Esta onda se extiende a la 

muestra que se mantiene en contacto íntimo con el cristal, registrándose así el espectro de 

infrarrojo (ref). 
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Para los experimentos de espectroscopia de infrarrojo el Instituto de Nanociencia 

de Aragón cuenta con un Espectrómetro de Infrarrojo por Transformada de Fourier 

modelo Tensor 27, Bruker, con una fuente MIR y con el accesorio de ATR modelo 

Platinum ATR, Bruker con cristal de diamante. Con el cual se puede obtener espectros en 

la región del infrarrojo entre 4000 cm−1 y 400 cm−1. 

Método de trabajo en el ATR 

El modo de ATR que se utiliza es el Avanzado Golden Gata_C2_XPM, con una 

velocidad de barrido de 4 cm-1 y 256 scans en la región de infrarrojo desde 400 a 4000 

cm-1, si se ha utilizado una región concreta, se ha indicado en el capítulo concreto de la 

tesis. 

Microbalanza de cuarzo (QCM) 

La microbalanza de cuarzo (Quartz Crystal Microbalance, QCM) Figura 11. es un 

sensor de masa capaz de detectar variaciones de material de hasta 10-15 gramos. El 

principio físico en el que se basa este método de medida es el efecto piezoeléctrico. Este 

fenómeno ocurre en determinados cristales como, por ejemplo, el cuarzo en el que se 

basan los cristales de QCM. El sustrato de QCM consta de dos electrodos de oro 

depositados a ambos lados del cristal. Cuando se aplica una corriente eléctrica alterna de 

la frecuencia adecuada, el cristal sufre una deformación que se propaga a través del 

mismo. Este movimiento se produce a una velocidad constante conocida como frecuencia 

de resonancia (f0), la cual cambia si se ha depositado material sobre los electrodos. La 

variación entre la frecuencia de resonancia y la frecuencia con el material, se llama (Δf), 

y esta se puede relacionar con la masa depositada (Δm) mediante la ecuación de 

Sauerbrey:18 
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                                       Ec.1                                              

Donde Δm es la masa depositada sobre el cristal de QCM, A es el área del sensor, 

ρq es la densidad del cuarzo y μq es el módulo de rigidez del mismo. Pero como f0, A, ρq 

y μq son constantes, es posible simplificar la ecuación 1 en la siguiente:  

∆𝑓 = −𝐶𝑓 · ∆𝑚                                                                                                Ec.2  

siendo Cf el factor de sensibilidad del cristal. 

 

Figura 11. Equipo de QCM 

2.3 Equipos utilizados en Alemania (Paderborn) 

High speed-AFM (Microscopio de fuerza atómica de alta velocidad) 

En la Figura 12 se puede observar el HS-AFM, JPK Nanowizard de BioAFM 

Bruker. Nos permite realizar experimentos a tiempo real con resolución atómica y un 

escaneo más rápido con velocidades de hasta 10 fotogramas por segundo.  Además, 

se pueden registrar medidas de células, bacterias o superficies con alturas de hasta 8 

µm. 
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Figura 12. Microscopio de fuerza atómica de alta velocidad. 

En la Figura 13 se puede observar el equipo de PM-IRRAS (espectroscopia de 

polarización por absorción y reflexión con modulación de infrarrojos) de la casa 

comercial Bruker, Con un ángulo de incidencia variable (13-83º) este equipo se 

utiliza para el análisis de películas delgadas. El espectrofotómetro tiene un 

modulador fotoelástico, que permite la investigación de monocapas moleculares 

en superficies metálicas a través del PM-IRRAS. Además, también se puede 

emplear una celda de reflexión difusa (DRIFT) para la investigación de 

monocristales. Permite trabajar en medio líquido por lo que se pueden realizar 

experimentos para conocer la organización de las cadenas alquílicas cuando se 

ponen en contacto con un medio líquido. 
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Figura 13. PM-IRRAS 

2.4 Código Pynyhon de la nanomecánica 

Medida del radio de la punta 

La medición del radio de la punta R es fundamental para un cálculo correcto del 

módulo de Young de la muestra.19 Para realizar esta medida, se escaneó una muestra de 

referencia con un módulo de Young conocido. Específicamente, una imagen de 1,5 x 1,5 

μm2 de una muestra de prueba comercial de poliestireno y elastómero de poliolefina 

(copolímero de etileno-octeno) PS-LDPE (Bruker), antes y después del experimento, se 

escaneó en Peak-Force AFM. Se sabe que los valores del módulo elástico de estos dos 

materiales son de aproximadamente 2 GPa y 100 MPa, respectivamente. 

 En la Figura 14a, se puede observar la topografía de un dominio circular LDPE 

incrustado en una matriz de PS, antes de realizar la medida. A partir del canal de rigidez 

proporcionado por la técnica Peak Force, fue posible extrapolar el módulo de Young 

efectivo medio de la región central del dominio circular. Estableciendo un radio de punta 

R = 15 nm se puede ajustar este valor medio a aproximadamente 130 MPa, el módulo 

elástico efectivo adecuado necesario para proporcionar un módulo de Young de muestra 

de 100 MPa. Nominalmente, el radio de la punta de un SCANASYST FLUID + cantilever 

(Bruker) debe ser menor de 12 nm, por lo tanto, se considera que R = 15 nm sigue siendo 

aceptable, tal vez mayor debido a las pequeñas contaminaciones que surgen del escaneo 

de la muestra de prueba. El mismo procedimiento se repitió al final del experimento, lo 

que resultó en un radio de punta más alto de 19 nm (Figura S14d-ef). Por lo tanto, se 

seleccionó un radio de punta R = 17 nm (valor promedio entre 15 y 19 nm) como valor 

para el análisis nanomecánico y las simulaciones del método de elementos finitos (FEM).  

25



                                                                                                               Capítulo 1. Materiales y métodos 
 

 

Figura 14. Imágenes de Peak Force (topografía y rigidez efectiva) de una muestra de 

prueba de PS-LDPE (Bruker), antes (abc) y después (def) del experimento a y d) Imagen 

topográfica que muestra un dominio circular de LDPE incrustado en una matriz de PS. b) y e) 

Rigidez efectiva de la parte central de los dominios circulares mostrados en las imágenes de su 

izquierda (a y d) c) Histograma de rigidez efectiva en relación con la Figura 14b que muestra 

una distribución de píxeles (ρ) con un valor medio de 130 MPa. f) Histograma de rigidez 

efectiva en relación con la Figura 14e que muestra una distribución de píxeles (ρ) con un valor 

medio de 135 MPa. 

 

Simulaciones del método de elementos finitos (FEM) 

Las simulaciones numéricas de la indentación se realizaron con software 

comercial FEM (COMSOL Multiphysics, COMSOL AB, Estocolmo, Suecia). El 

indentador era una esfera rígida (R = 17 nm), y el modelo de material utilizado era un 

material elástico (lineal, isotrópico y homogéneo, módulo de Young de E 170 GPa). La 
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muestra también se simuló como un material elástico (lineal, isotrópico y homogéneo con 

un módulo de Young E de 130 MPa.  

El tamaño lateral de la muestra (100 nm) fue lo suficientemente grande para evitar 

efectos de límite lateral, y se simularon dos espesores diferentes (h1 = 7 nm y h2 = 14 

nm). El fondo de la muestra se fijó a un sustrato rígido. La punta se movió perpendicular 

a la superficie de la muestra, hasta una indentación máxima de 1 nm. 

Los parámetros del agujero o malla se perfeccionaron hasta obtener una 

convergencia en las soluciones. Se clasificó para que fuera más refinada cerca del 

indentador y en los alrededores del punto de contacto de la punta (0,01 nm) y más gruesa 

en los bordes de la muestra (hasta 0,1 nm). Las simulaciones se realizaron asumiendo un 

contacto sin fricción entre la punta y la muestra.20 
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1. Introducción. La importancia de los modelos de membrana celulares  

Las membranas celulares son estructuras laminadas formadas principalmente por 

fosfolípidos, colesterol, glúcidos y proteínas y juegan un papel esencial en los organismos 

vivos y en muchos de los procesos celulares que tienen lugar, por ejemplo, en la 

biosíntesis, desintoxicación, metabolismo, señalización, clasificación, interacciones 

célula-célula, respuesta inflamatoria, etc.1  

Toda la interacción y comunicación celular, tiene lugar a través de esta membrana, 

es decir, es la encargada de regular tanto la entrada como la liberación de muchas 

sustancias entre la matriz extracelular y el citoplasma. El estudio exhaustivo de estos 

procesos se ve dificultado por la elevada complejidad de la membrana.2 Por lo tanto, 

comprender la composición química y la distribución de los componentes de ésta, así 

como las fuerzas que actúan entre sus componentes, es de vital importancia para 

comprender los mecanismos involucrados en los procesos mencionados anteriormente. 

En un intento por obtener una mejor comprensión de su organización estructural, las 

propiedades mecánicas y las funciones de biomembranas, se han utilizado modelos de 

membrana celular3–7 que incluyen liposomas y vesículas,8–10 monocapas de Langmuir11–

14 y bicapas lipídicas soportadas,5,15–18 lo que además ha venido impulsado por la 

aparición de una multitud de técnicas de caracterización de superficies.19–22 Entre estas 

técnicas, la microscopia de fuerza atómica (AFM)23–26 es de particular importancia ya que 

permite el estudio de la topografía y morfología de la muestra, lo que proporciona 

información sobre las propiedades físicas así como la adhesión o las interacciones 

biomoleculares. También, es muy relevante en este campo la espectroscopia de fuerza 

basada en AFM (AFM-FS)27,28 que permite estudiar las propiedades locales de los 

modelos de membrana de forma cuantitativa, con la posibilidad de controlar las 

condiciones ambientales. 
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Para fabricar membranas celulares simuladas se ha utilizado en esta tesis doctoral 

una mezcla de fosfolípido 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (abreviado como 

DPPC) y colesterol (COL) en una relación molar 1:1. Por un lado, se ha seleccionado 

DPPC, ya que se trata de un componente fundamental de las membranas celulares, 

representa el componente principal en los tensioactivos pulmonares y a menudo se usa 

como el principal fosfolípido para preparar liposomas en una amplia gama de 

aplicaciones, debido a su carga neutra.29 Por otro lado, se ha utilizado colesterol dado su 

trascendental papel en la membrana celular,30 ya que es un componente activo en la 

modulación de la fluidez de la membrana31 y de la transición de fase de las bicapas 

lipídicas;27 el COL también aumenta el orden estructural de las cadenas de fosfolípidos 

en la fase de fluido,32,33 mostrando en cambio un efecto opuesto sobre los fosfolípidos en 

la fase de gel.34–36 Por otra parte, el COL regula el mecanismo que controla la asimetría 

de fosfolípidos de la membrana.37 En cuanto a la relación entre estos dos componentes 

que hemos seleccionado para estos estudios, ensayos preliminares realizados en mi 

Trabajo de Fin de Máster, han mostrado que la proporción 1:1 de ambos componentes 

resulta en monocapas de Langmuir-Blodgett muy homogéneas, libres de defectos 

tridimensionales y sin agregación alguna de los componentes, lo que las convierte en 

candidatas idóneas para estudios en microscopía de fuerza atómica. Por estos motivos en 

esta tesis doctoral, la mezcla de DPPC:COL 1:1 se ha utilizado para formar una película 

de Langmuir que posteriormente ha sido transferida sobre un soporte sólido de mica. En 

este capítulo se van a mostrar tanto los resultados más relevantes obtenidos en mi Trabajo 

Fin de Máster (TFM) – ya que éste supuso el punto de partida de esta tesis doctoral y 

ayudará a contextualizar las hipótesis de partida - como resultados propios ya de la tesis 

que han supuesto una extensión del estudio desarrollado en mi TFM. El objetivo del 

estudio realizado durante mi tesis doctoral es el de alcanzar una mejor comprensión de 
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algunos de los fenómenos observados en el TFM, aportando nuevos datos experimentales, 

lo que hizo posible la publicación de los mismos en la revista científica Langmuir. Este 

artículo se puede consultar en el anexo II de esta memoria de la tesis doctoral.  

 

2.  Caracterización de las películas de Langmuir y de Langmuir-Blodgett 

Una vez que se seleccionaron los compuestos que se iban a utilizar para simular 

la membrana celular se estudió como se comportaban diferentes proporciones del DPPC 

y COL en la interfase aire-agua, para ello se registraron isotermas de presión superficial, 

π, frente al área por molécula, A (isoterma π-A) de los compuestos puros y de las mezclas. 

Los resultados relativos a este objetivo y que se presentan a continuación se obtuvieron 

durante la realización del Trabajo Fin de Máster 

La Figura 1 muestra las isotermas π - A, correspondientes a los compuestos puros 

DPPC y COL., así como las isotermas correspondientes a las monocapas mixtas 

incorporando ambos componentes en diferentes proporciones. Todas ellas fueron 

registradas en un laboratorio a temperatura constante de 20 ºC mediante el procedimiento 

detallado en el capítulo 2 Materiales y métodos. 

De forma genérica, a medida que se comprime una película de Langmuir, la 

monocapa va pasando por distintas fases y transiciones de fase; estas pueden incluir las 

fases: gas(G), liquido expandido (LE), liquido condensado (LC), y sólido (S) en donde la 

monocapa está ordenada, y finalmente tiene lugar el colapso de la monocapa. 

En nuestro estudio y para todas las isotermas, el área inicial por molécula fue de 

1.4 nm2·molécula-1 y los resultados obtenidos se encuentran en consonancia con la 

literatura.1,2 La isoterma π -A de DPPC consta de una fase gaseosa en la región de 1,40 - 

1,05 nm2 seguida de la fase líquida expandida (LE) en 1,05-0,80 nm2. Posteriormente, la 

monocapa presenta una transición de fase del estado líquido expandido (LE) al estado 
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líquido condensado (LC) (0,80-0,60 nm2). Finalmente, la fase sólida (S) comienza en 0,47 

nm2 y se observa el colapso de la monocapa a unos 57 mN·m-1. La isoterma 

correspondiente al colesterol se caracteriza por un despegue a 0,45 nm2·molécula-1, y 

después hay un aumento constante en la presión superficial a medida que se comprime la 

película. El colapso de la monocapa de colesterol tiene lugar alrededor de 44 mN·m-1. 

Las isotermas π - A correspondientes a las mezclas del DPPC y COL. a diferentes 

fracciones molares tienen un comportamiento intermedio entre el de los compuestos 

puros, tal y como se puede observar en la Figura 1. 

 

Figura 1. Isotermas de área de presión superficial versus área por molécula para DPPC, COL 

y monocapas mixtas en las proporciones indicadas. 

Para obtener información sobre la miscibilidad de los componentes, DPPC y COL 

se determinaron las áreas de exceso por molécula en las películas mixtas. El área de 

exceso correspondiente se puede calcular utilizando la siguiente ecuación:3 

 

AEXC = A12 – A12
id = A12 – (A1x1 + A2x2)        (1) 

 

donde A1 y A2 son áreas moleculares de los compuestos puros DPPC y COL., a una 

presión superficial específica; x1 y x2 son las fracciones molares de los compuestos en la 
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mezcla, y A12 es el área por molécula en la película mixta. Para monocapas mixtas 

completamente inmiscibles o totalmente miscibles (ideales), el área en exceso es cero. 

Por el contrario, las áreas de exceso positivas o negativas son indicativas de interacciones 

moleculares entre los dos componentes. Por lo tanto, las desviaciones positivas del área 

de exceso en un sistema mixto implican algún tipo de interacciones repulsivas. Por el 

contrario, las desviaciones negativas significan mayores interacciones atractivas entre los 

compuestos o una reorganización estructural de las moléculas (por ejemplo formación de 

complejos).3  

La Figura 2 muestra el área en exceso por molécula a 20, 30, 35 y 40 mN·m-1. El 

área de exceso por molécula es negativa para todo el rango de fracción molar, lo que 

parece indicar la existencia de interacciones atractivas entre DPPC y COL. en las 

películas mixtas. La presencia de dos mínimos en el gráfico de área de exceso frente a 

fracción molar se ha interpretado previamente en términos de una separación de fases 

entre los componentes, con una de las fases enriquecida con DPPC y la otra con 

colesterol.3 

 

Figura 2. Área de exceso versus fracción molar de DPPC para monocapas mixtas 

DPPC:Colesterol a las presiones superficiales indicadas. 
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Para ampliar este estudio termodinámico, durante la tesis, se calculó el módulo 

elástico Ks, para la monocapa de DPPC:COL 1:1 de acuerdo a la ecuación:4  

 

𝐾𝑆 = −𝐴 ⋅ (
𝛿𝜋

𝛿𝐴
)
𝑇
                            (2) 

La representación de este módulo de Young o módulo elástico, Ks, 

correspondiente a la monocapa de DPPC:COL 1:1 frente a la presión superficial, Figura 

3, nos proporciona información adicional sobre las transiciones de fase que tienen lugar 

en la monocapa a lo largo del proceso de compresión en la interfase aire-agua. 

 

Figura 3. Módulo de Young frente a la presión superficial para un monocapa mixta de 

DPPC:COL 1:1 

El valor del módulo de Young a 35 mN·m-1, obtenido mediante la ecuación 2, 

junto con la información proporcionada por las Figuras 2 (isoterma π-A) y 3 

(representación Ks-π) permiten concluir que la mezcla DPPC:COL 1:1 resulta en una 

monocapa relativamente compacta que exhibe un área de exceso negativa, AE, (AE = - 

0.035 nm2·molécula-1) a 35 mN·m-1. El valor de Ks a 35 mN·m-1 es indicativo de una fase 

condensada (CC) inducida por el colesterol, descrita por Miyoshi y Kato.5 Estos datos 
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indican que el COL. induce la formación de una fase altamente condensada en monocapas 

de DPPC tal, lo que está de acuerdo con observaciones previas.5 Además, la mezcla de 

DPPC:COL 1:1, está descrita en la literatura como aquella que contiene la mayor cantidad 

posible de COL antes que se formen dominios.1  

3. Caracterización de la monocapa de DPPC:COL 1:1 

Las películas DPPC: COL 1:1 monocapa LB se transfirieron a 35 mN·m−1; para 

elegir esta presión de transferencia se tuvieron en cuenta los estudios termodinámicos 

previos mostrados donde el valor máximo del módulo de Young se obtiene a esta presión. 

También se tuvo en cuenta que, acorde a los datos publicados en la literatura, es a esta 

presión superficial a la que se simula mejor la fuerza lateral ejercida en las membranas 

biológicas.6 Las películas fueron transferidas sobre un sustrato de mica sumergido 

inicialmente en la subfase de agua. Una vez la monocapa ha alcanzado la presión objetivo 

de transferencia, el sustrato es extraído lentamente,7 transfiriéndose una monocapa muy 

compacta, altamente homogénea, libre de poros o agujeros y de defectos tridimensionales, 

como se verá a continuación. Todo el proceso está explicado con más detalle en el 

capítulo 2, materiales y métodos. Los resultados que hemos obtenido están en total 

consonancia con observaciones previas sobre películas Langmuir y Langmuir − Blodgett 

de DPPC y COL.1 

3.1 Caracterización mediante AFM y ángulo de contacto de la monocapa de 

DPPC:Colesterol 1:1 

La Figura 4.a1 muestra una imagen topográfica de AFM representativa de una 

película LB de DPPC:COL 1:1 sobre un sustrato de mica. La imagen muestra una 

superficie muy homogénea, cuyo espesor se determinó rascando la película (Figura 4.a2) 

con la punta del AFM aplicando una fuerza de 100 nN.8 De acuerdo con los resultados 

obtenidos, la monocapa tiene una altura de (2,4 ± 0,1) nm (Figura 4.a3), lo que es acorde 
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a la formación de una película de espesor monomolecular, como se recoge en la 

bibliografía,9 así como con modelos moleculares teóricos si se asume un ángulo de 

inclinación de las moléculas de DPPC de 30° con respecto a la normal a la superficie 

(Spartan 08 V1.0.0 indica una longitud de 2.8 nm para DPPC en una disposición vertical). 

El valor del ángulo de contacto de una gota de agua (Milli-Q) depositada sobre 

una superficie depende de la energía superficial (carácter hidrofílico o hidrofóbico de la 

superficie) y de la rugosidad de dicha superficie. El ángulo de contacto de una gota de 

agua sobre un sustrato de mica es inferior a 10°, como corresponde a una superficie 

altamente hidrofílica. En cambio, el ángulo de contacto de una gota de agua sobre una 

monocapa de DPPC:COL 1:1 depositada sobre un sustrato de mica es de alrededor de 86° 

(Figura 4.b2, ver procedimiento experimental para la determinación del ángulo de 

contacto en el capítulo de materiales y métodos-ángulo de contacto). Este resultado es 

indicativo de una superficie mucho menos hidrofílica, lo que puede explicarse mediante 

la formación de una monocapa en la cual las partes hidrofílicas del fosfolípido y el 

colesterol están en contacto con el sustrato de mica y las cadenas hidrofóbicas están 

orientadas hacia el aire, como se muestra en la Figura 4.b2. En la tabla 1 se pueden 

observar los diferentes ángulos de contacto de una gota de agua depositada sobre mica, 

una monocapa de DPPC:COL 1:1 y una bicapa. 
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Figura 4. (a1) Imagen AFM de una monocapa LB de DPPC:COL 1:1 transferida sobre un 

sustrato de mica a una presión superficial de 35 mN·m−1. (a2) Imagen AFM en la que la 

monocapa se rascó con la punta AFM para determinar la altura de la monocapa. La escala de 

altura a la derecha de a2 también se aplica a a1. (a3) Perfil de sección que muestra un espesor 

de la monocapa de (2,4 ± 0,1) nm. (b1) Ángulo de contacto de una gota de agua sobre un 

sustrato de mica desnuda y (b2) ángulo de contacto de una gota de agua sobre una monocapa 

LB de DPPC:COL 1:1; el esquema muestra la orientación de los grupos polares de DPPC 

(azul) y COL (rojo) hacia la superficie de la mica y las cadenas de alquilo hacia el aire. 
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Tabla 1. Medidas de ángulo de contacto en diferentes muestras. 

 

Toda esta caracterización de la muestra mediante AFM y ángulo de contacto fue 

llevada a cabo durante mi trabajo fin de máster, pero como ya he indicado se recopila 

aquí para contextualizar las investigaciones mostradas a lo largo del capítulo y que ya 

forman parte de mi tesis doctoral.  

3.2 Caracterización por ATR de la monocapa DPPC:Colesterol 1:1 

Las monocapas de DPPC:COL 1:1 transferidas a una presión superficial de 35 

mN·m-1 se estudiaron mediante espectroscopia infrarroja con la finalidad de analizar el 

grado de orden de las cadenas hidrocarbonadas de las películas.( Para más información 

de esta técnica ver el capítulo de materiales y métodos-ATR). Estas medidas fueron 

llevadas a cabo durante esta tesis doctoral. El experimento se realizó con una resolución 

espectral de 2 cm-1 y se acumularon 252 barridos en la región comprendida entre los 

números de onda 2800 y 3000 cm-1. La posición de las bandas de vibración de tensión 

simétrica y asimétrica, s(CH2) y a (CH2) permite conocer el estado de empaquetamiento 

de las moléculas en la monocapa.10–13 Cuando las cadenas alquílicas están altamente 

ordenadas (conformación trans-zigzag), las bandas aparecen cerca de los números de 
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onda 2918 y 2848 cm-1, respectivamente. Sin embargo, si las cadenas alquílicas están 

desordenadas, los modos de vibración de tensión se desplazan a números de onda de 2927 

y 2856 cm-1, dependiendo de la proporción de la conformación gauche. Las cadenas 

hidrocarbonadas en las monocapas DPPC:COL 1:1 transferidas a 35 mN·m-1 presentan 

bandas a 2918 y 2848 cm-1, tal y como se observa en la Figura 5, lo que indica un alto 

grado de orden en las cadenas alquílicas que, acorde a estos resultados, exhibenuna 

conformación trans-zigzag. 

 

 

Figura 5. Espectro ATR de una monocapa DPPC: COL 1:1 transferida a una presión 

superficial de 35 mN·m-1. 

 

4. Estudio de estabilidad de la monocapa de DPPC:COL 1:1 en un medio 

líquido. 

Durante el Trabajo Fin de Máster, se estudió la estabilidad e integridad de la 

monocapa LB DPPC:COL 1:1 cuando se puso en contacto con un medio líquido. El 

estudio se realizó tanto en agua Milli-Q como en una disolución tampón de HEPES (pH 
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7.4, 10 mM de HEPES). Estas condiciones de baja fuerza iónica imitan las condiciones 

fisiológicas en una membrana celular. En ambos casos se observó que las moléculas en 

la monocapa se reordenan espontáneamente convirtiéndose en una bicapa. Los resultados 

que se muestran a continuación son los obtenidos cuando la muestra estaba inmersa en 

una disolución tampón de HEPES, ya que se aproxima más a las condiciones fisiológicas 

que se dan en una membrana celular biológica, aunque los resultados obtenidos tras la 

inmersión de las películas en agua Milli-Q son análogos. 

La secuencia temporal de imágenes AFM registradas a medida que aumenta el 

tiempo de inmersión de la monocapa DPPC:COL 1:1 en una disolución tampón HEPES 

muestra cambios estructurales indicativos de la formación de una bicapa (Figura 6.a); 

dicha transformación de monocapa a bicapa puede apreciarse más claramente en los 

perfiles de la sección transversal de la muestra (Figura 6.b). Así, las diferentes alturas de 

los dominios visibles en las imágenes de AFM (Figura 6) son compatibles con una 

transición desde una monocapa inicial, a la formación de una bicapa parcial, y finalmente 

una bicapa completa, como se muestra en el esquema inferior de la Figura 6. De hecho, 

el perfil de sección transversal para un tiempo de inmersión de 60 minutos muestra como 

los dominios de bicapa bien definidos, con una tonalidad amarilla en las imágenes, se 

corresponden con una altura de bicapa y el resto corresponden a regiones de mica sin 

cubrir, tal y como se ilustra en el esquema de la Figura 6.c. 
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Figura 6. Fila a: imágenes de AFM de 5 × 5 μm2. Fila b: análisis representativo de la 

sección transversal correspondiente a una película DPPC:COL 1:1 sumergida en una 

disolución 50 μL de HEPES 10 mM (pH 7,4) que muestra la transición de una monocapa a una 

bicapa a los tiempos de inmersión indicados. Fila c: esquema ilustrativo de la reorganización 

de la película desde, una monocapa a una bicapa incluyendo los pasos intermedios en los que 

la capa superior muestra una configuración con las moléculas inclinadas a bajos tiempos de 

inmersión (por ejemplo, ti = 20 min) seguida de una ordenación gradual de las moléculas en la 

capa superior al aumentar los tiempos de inmersión (ti = 45 min) hasta que se obtiene un 

ordenamiento vertical de las moléculas a tiempos de inmersión altos (ti= 60 min). 

 

Estos resultados pueden interpretarse de la siguiente manera: en la monocapa 

DPPC:COL 1:1, las cadenas hidrocarbonadas quedan dispuestas hacia arriba en contacto 

con el aire, mientras que la cabeza polar del DPCC y del COL están orientados hacia la 

superficie de mica, muy hidrófila, tal y como se ha mostrado antes en la Figura 4.b2. 

Cuando esta monocapa se pone en contacto con un medio líquido, las cadenas 
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hidrocarbonadas tenderán a evitar el contacto con el medio acuoso para lo que las 

moléculas se reorganizan formando una bicapa, creando así un núcleo hidrofóbico 

interno. Schwarz et al.14 observaron un comportamiento similar al exponer una monocapa 

de DPPC puro depositada sobre mica a un medio líquido (agua Milli-Q), apreciando la 

formación de una bicapa de fosfolípido. Curiosamente, este fenómeno no se observó 

cuando la monocapa se sumergió en n-decano, un compuesto no polar. 

En la Figura 7 se muestran los histogramas correspondientes a la sección 

transversal de películas LB de DPPC:COL 1:1 sobre mica a diferentes tiempos de 

inmersión. Estos histogramas facilitan la visualización de las diferencias de altura 

observadas durante la transición espontánea de monocapa a bicapa. Al comienzo del 

experimento (línea negra en el histograma) no se observan cambios significativos en la 

morfología y la altura de la película. Por lo tanto, la distribución del valor de altura para 

tiempos de inmersión muy cortos refleja principalmente la rugosidad de la superficie de 

la monocapa. Por el contrario, el histograma de profundidad para el tiempo de inmersión 

de 20 min (gráfico rojo en la Figura 7) exhibe una gran dispersión de datos en la altura. 

Esto puede explicarse debido a la concurrencia simultánea de (i) áreas de mica desnuda; 

(ii) regiones de monocapa; (iii) regiones de bicapa que muestran una configuración 

inclinada; (iv) e incluso los primeros pasos hacia una ordenación de las moléculas de la 

segunda capa ya dispuestas en posición vertical. Además, las moléculas ubicadas en el 

borde de los dominios de bicapa más grandes, y especialmente las que forman parte de 

las regiones de bicapa más pequeñas, muestran un número de coordinación promedio por 

molécula distinto en comparación con los presentes en el núcleo de la región de bicapa y 

también muestran características geométricas más redondeadas con el objetivo de 

exponer los grupos polares a la disolución acuosa.15 La combinación de estos distintos 
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escenarios da como resultado una gran dispersión de los valores de profundidad como se 

observa en la Figura 7. 

 

Figura 7. Histogramas de profundidad que muestran la distribución de los valores de 

altura en una monocapa DPPC:COL 1:1 en una disolución tampón de HEPES 10 mM para los 

tiempos de incubación indicados. Estos histogramas se obtuvieron a partir de las imágenes 

AFM de 5 × 5 μm2 representadas en la Figura 6 (los histogramas de profundidad se han 

desplazado en el eje x para poder clarificar lo que sucede). Las alturas promedio para cada 

caso, ⟨h⟩, están referidas al valor de profundidad correspondiente a la mica desnuda, marcada 

con líneas discontinuas y también está indicada con las etiquetas insertadas dentro del gráfico.  

Aunque se ha comentado antes que los resultados obtenidos tras la inmersión de 

las películas en agua Milli-Q son análogos a los obtenidos en HEPES, cabe destacar que 

la altura promedio registrada para los dominios de bicapa en agua Milli-Q aumenta a 6 

nm frente a los 5,4 nm obtenidos por inmersión en una solución HEPES 10 mM, (Figuras 

6 y 7), es decir, se obtiene una altura ligeramente más alta cuando está inmerso en agua 

Milli-Q. Este efecto ya ha sido observado por Garcia-Manyes y colaboradores16,17 para 
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bicapas lipídicas puras y también estudiado por simulaciones de Monte Carlo.18 Estos 

estudios experimentales y teóricos concluyeron que la presencia de sales y también un 

aumento en la fuerza iónica resultan en interacciones electrostáticas repulsivas inferiores 

(y puentes catiónicos) entre las cabezas polares zwitteriónicas del fosfolípido, así como 

interacciones más fuertes de van der Waals entre las cadenas hidrofóbicas. Como 

consecuencia, estos dos efectos dan como resultado un empaquetamiento más compacto 

de las moléculas de fosfolípido que también pueden estar relacionados con una menor 

altura de la bicapa.19  

4.1 Análisis del recubrimiento de los dominios de DPPC y COL en las 

películas DPPC:COL 1:1 LB 

Para determinar el recubrimiento de la monocapa o de la bicapa en función del 

tiempo de inmersión a partir de las imágenes topográficas de AFM se ha utilizado una 

herramienta del software del programa Nanoscope conocida como bearing analysis que 

permite obtener el porcentaje del área proyectada ocupada por regiones que muestran 

valores de profundidad menores o iguales a un valor determinado o umbral. Para poder 

determinar el porcentaje del área recubierta por zonas de bicapa, se tienen que reducir las 

imágenes de AFM a dos alturas fijando un valor umbral, que en nuestro caso corresponde 

a la altura de la capa. Por lo tanto, se divide la imagen de AFM en dos zonas, la primera 

zona correspondiente a la altura de bicapa que equivale al valor de umbral, y la zona del 

sustrato, con un valor más bajo al umbral. Hay que seleccionar un área, que el caso de la 

Figura 8, panel izquierdo, correspondería al recuadro en línea discontinua sombreado en 

azul, y se obtiene una gráfica (Figura 8, panel derecho), con una curva en color rojo que 

representa el área relativa recubierta proyectada para cada valor de profundidad. El 

análisis estadístico de los datos correspondientes a imágenes de AFM de áreas 5 x 5, 10 

x 10 o 20 x 20 µm2 condujo a resultados de recubrimiento superficial del DPPC y COL 
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del 54% para ti= 20 min. (Figura 8), 49% para ti = 45 min. (Figura 9), y 47% para ti = 60 

min. (Figura 10). Parte de estos valores se obtuvieron durante la realización del Trabajo 

Fin de Máster, pero se ampliaron durante la tesis para poder tener una mayor estadística 

de los datos. 

 

Figura 8. Izquierda: imagen AFM de 5 x 5 µm2 de una monocapa LB de DPPC: COL 

1:1 después de la inmersión durante 20 minutos en una solución HEPES 10 mM con la máscara 

en azul que revela las áreas de mica libres de moléculas. Derecha: histograma de profundidad 

que muestra la distribución de datos de altura a diferentes profundidades referidas a un punto 

de referencia, es decir, el píxel más alto. La línea roja indica el área proyectada relativa 

cubierta en cada valor de profundidad representado como una máscara azul en la imagen 

topográfica correspondiente al área encuadrada de trazos blancos. El pico pequeño que se 

observa en el histograma marcado con una línea vertical discontinua negra se atribuye al 

sustrato descubierto de mica, mientras que la flecha roja representa el umbral de altura 

seleccionado correspondiente a la altura promedio de los dominios de bicapa medidos. 

 

Curiosamente, y a diferencia de lo que sucede para ti = 20 min. y 60 min, el 

histograma de profundidad registrado para ti= 45 min, representado en la Figura 9, 

muestra dos máximos, marcados con líneas verticales discontinuas azules, que 

corresponden a espesores de 4,9 y 5,4 nm para los dominios de bicapa obtenidos. Estos 

valores se han atribuido a un grado diferente de empaquetamiento de las moléculas, donde 
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dicho grado de empaquetamiento y orientación de las moléculas depende del tiempo de 

inmersión. Sin embargo, esta ligera diferencia de altura también podría estar relacionada 

con la aparición de moléculas de fosfolípidos menos coordinadas ubicadas en los límites 

de las islas de bicapa más pequeñas que se incorporan progresivamente a dominios más 

grandes. En cualquier caso, el análisis de recubrimiento llevado a cabo a los valores de 

umbral de altura mencionados anteriormente, es decir, 4,9 y 5,4 nm, conduce a valores de 

recubrimiento superficial de un 24 y 25%, respectivamente. 

 

Figura 9. Izquierda: imagen AFM de 5 x 5 µm2 de una monocapa LB de DPPC:COL 1:1 

después de la inmersión durante 45 minutos en una disolución HEPES 10 mM con la máscara 

en azul que revela áreas de mica libres de moléculas. Derecha: histograma de profundidad que 

muestra la distribución de datos de altura a diferentes profundidades referidas a un punto de 

referencia, es decir, el píxel más alto. La línea roja, es decir, el bearing análisis o área 

proyectada, indica el área proyectada relativa cubierta en cada valor de profundidad 

representado como una máscara azul en la imagen topográfica correspondiente al área 

encuadrada en línea discontinua blanca. El pico pequeño en el histograma marcado con una 

línea vertical discontinua negra se atribuye al sustrato descubierto de mica, mientras que la 

flecha roja representa el umbral de altura seleccionado correspondiente a la altura promedio 

de los dominios de bicapa medidos. 
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A medida que el tiempo de inmersión de la muestra en la solución HEPES se 

acerca a 60 minutos, se observa la altura de una bicapa completa, con un máximo en el 

histograma de profundidad a 5,4 nm (Figura 7). Así, el recubrimiento de esta bicapa para 

la película LB de DPPC:COL 1:1 es aproximadamente del 47% para un tiempo de 

incubación de 60 min, después del cual no se observan más cambios, Figura 10. 

 

 

Figura 10. Izquierda: imagen AFM de 20 × 20 μm2 de una película LB monocapa de 

DPPC:COL 1:1 después de un tiempo de inmersión de 60 minutos en una disolución HEPES 10 

mM con la máscara en áreas azules de mica sin cubrir (una vez que el umbral de profundidad 

correspondiente a la altura de la bicapa lipídica seleccionada, todos los eventos/píxeles en la 

imagen con alturas inferiores a la seleccionada, es decir, mica desnuda, no están cubiertos con 

la máscara en azul). Derecha: histograma de profundidad que muestra la distribución de datos 

de altura a diferentes profundidades referidas a un punto de referencia, es decir, el píxel más 

alto. La línea roja (bearing analysis) indica el área proyectada relativa cubierta en cada valor 

de profundidad representado como una máscara azul en la imagen topográfica correspondiente 

al área encuadrada de trazos blancos en la imagen AFM. El pico en el histograma marcado 

con una línea vertical discontinua negra se atribuye al sustrato descubierto de mica, mientras 

que la flecha roja representa el umbral de altura seleccionado que corresponde a la altura 

promedio de los dominios de bicapa medidos. 
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Estos resultados indican que a medida que aumenta el tiempo de inmersión, la 

cantidad de moléculas DPPC:COL que se incorporan a la capa de arriba va continuamente 

aumentando hasta que se forma una bicapa, maximizando las interacciones de van der 

Waals de las cadenas alquílicas. Durante este proceso de formación de la bicapa las 

moléculas evolucionan progresivamente desde un ángulo de inclinación más alto referido 

a la normal al sustrato, y por tanto espesores más bajos, hasta una disposición vertical 

muy compacta con ángulos de inclinación respecto a la normal más bajos y, por lo tanto, 

alturas más altas. La transición de monocapa a bicapa está esquematizada en la Figura 

6.c. 

Estos procesos de reorganización, en el que se maximizan interacciones de 

cadenas hidrocarbonadas entre las moléculas vecinas, también ocurre por ejemplo en 

monocapas autoensambladas de tioles,20 y en otros tipos de biomateriales como los  

integrados por nanofibras de lipopéptidos o por monocapas de Dipalmitoil 

fosfatidiletanolamina (PE),21,22 aunque estos tienden a formar agregados en forma de 

fibras en vez de dominios. Este mecanismo de reorganización de estructuras monocapa a 

bicapa, se ha estudiado previamente en diferentes combinaciones de lípidos y sustratos.23–

27 En general, este fenómeno se ha atribuido principalmente a la inestabilidad mostrada 

por las bicapas de fosfolípidos expuestas al aire, ya que aire es más hidrófobo que las 

soluciones acuosas, desestabilizando la bicapa.24 De hecho, es bastante difícil obtener 

bicapas de fosfolípidos en aire, salvo que se tenga una humedad muy elevada en el 

ambiente.  

4.2 Estudios de adhesión en películas DPPC:COL 1:1 LB mediante AFM 

Durante el Trabajo Fin de Máster, se determinó la fuerza de adhesión entre la 

punta del AFM y las películas de DPPC:COL. con la finalidad de obtener información 

adicional sobre las características hidrofílicas o hidrofóbicas de la capa lipídica que está 

50



                                                                                                                                                    Capítulo 2 
 

expuesta a la interfase.28,29 En el caso de monocapas LB de DPPC:COL 1:1, se espera que 

la punta del AFM interactúe directamente con las cadenas hidrofóbicas del DPPC y del 

colesterol. Por el contrario, en el caso de una bicapa, la hipótesis de partida es que la punta 

interactuará con la parte hidrofílica del DPPC y COL. Por lo tanto, cabe esperar que la 

interacción punta-muestra tenga una magnitud diferente dependiendo de si la punta está 

en contacto con una monocapa, con una monocapa que incorpora sobre ella una capa 

superior incompleta o con una bicapa. Se han registrado mapas de adhesión asociados 

con la imagen topográfica en cada uno de estos casos, admitiendo, como se ha visto antes 

que a medida que aumenta el tiempo de inmersión de la monocapa en un medio líquido 

se va produciendo esa transición de monocapa a bicapa. Los resultados se ilustran en los 

histogramas mostrados en la Figura 11, donde se puede observar la distribución de los 

valores de adhesión correspondientes.29,30 El histograma azul, obtenido para un tiempo de 

inmersión de la película en un medio acuso durante 20 minutos, es compatible con una 

situación intermedia entre la monocapa y una disposición incompleta de fosfolípidos 

inclinados que se encuentran formando una segunda capa. Este histograma muestra una 

distribución gaussiana con un valor máximo a 122 pN. Al avanzar el tiempo de exposición 

al medio líquido - histograma rojo, obtenido tras un tiempo de inmersión de 45 minutos, 

se aprecia claramente una distribución bimodal con dos máximos ubicados en 122 y 166 

pN, que corresponden a las contribuciones de zonas de monocapa/capa superior 

incompleta (curva discontinua) y las regiones de bicapa (curva de puntos), 

respectivamente. 
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Figura 11. Imágenes de AFM en estudios de adhesión correspondientes a un escaneado 

de 5 × 5 μm2 de DPPC:COL 1:1 en 50 μL de solución HEPES 10 mM (pH 7,4) para los tiempos 

de inmersión indicados: ti = 20 min y ti = 45 min. Los histogramas de adhesión muestran una 

distribución gaussiana que corresponde principalmente a la monocapa (línea azul) y una 

distribución bimodal en el caso de la bicapa (línea roja). Esta última puede deconvolucionarse 

en dos contribuciones diferentes en 122 (línea discontinua) y 166 pN (línea punteada). 

4.3 Estudio de reversibilidad de la monocapa DPPC:Colesterol 1:1 después 

del secado 

Para estudiar qué es lo que ocurre una vez que se seca la muestra, se realizaron 

dos estudios idénticos, uno en disolución tampón HEPES 10 mM y otro en agua Milli-Q, 

obteniéndose resultados similares. Para ello se registraron imágenes de AFM, y tal como 

se puede observar en las Figuras 12 y 13, una vez se ha evaporado el medio líquido. La 

Figura 12, corresponde a la regeneración de una monocapa tras exponerla a HEPES con 

la consiguiente formación de la bicapa. La imagen muestra la presencia de cristales en la 

superficie procedentes de las sales que constituyen el tampón.  
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Figura 12. Imágenes topográficas de AFM correspondientes a: monocapa LB de DPPC:COL 1: 

1 inicial (a); bicapa formada después de 60 minutos de inmersión de la monocapa en una 

solución HEPES 10 mM (b); y la regeneración de una monocapa después de que el agua se 

evaporó de la bicapa (c). Además, se incluyen los perfiles de sección transversal 

correspondientes. 

Para más claridad, en la Figura 13 se muestra la imagen AFM de una monocapa 

medida después de la evaporación del agua Milli-Q a temperatura ambiente y se compara 

con la de la monocapa inicial de DPPC:COL 1:1, observándose claramente que el proceso 

es reversible. 
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Figura 13. Imágenes topográficas de AFM correspondientes a una monocapa de 

DPPC:COL 1:1 inicial (a); la bicapa se formó después de 60 minutos de inmersión de la 

monocapa en agua pura (b); y regeneración de una monocapa una vez que el agua se ha 

evaporado(c). Además, se incluye la sección transversal para cada una de las imágenes de 

AFM. 

 

Después del proceso de secado de la bicapa cabe destacar que se consigue 

restaurar las características topográficas iniciales correspondientes a la monocapa, 

obteniéndose películas de DPPC y COL, libres de defectos que cubren todo el sustrato de 

mica mostrando la misma densidad superficial que la monocapa inicial. 

Además, si se analiza el valor de la raíz cuadrática media (RMS, acrónimo del 

inglés root mean square) de la rugosidad para la monocapa inicial (0,07 ± 0,01 nm) y el 

valor de la RMS de la rugosidad para la monocapa reconstruida a partir la bicapa formada 

en agua Milli-Q (0,12 ± 0,02 nm) se obtienen valores muy similares, observándose 

únicamente un pequeño aumento en la rugosidad de la película después de la 

reconstrucción de la monocapa.  

54



                                                                                                                                                    Capítulo 2 
 

En cambio, y como ya hemos mencionado, la monocapa obtenida después de la 

inmersión en HEPES 10 mM muestra cristales de sal que quedan después del proceso de 

evaporación del HEPES observándose algunos defectos como se puede ver en la Figura 

12. La RMS de la rugosidad de las monocapas reconstruidas en HEPES es mayor (0,21 ± 

0,04 nm, teniendo en cuenta, además, que para obtener este dato de rugosidad se han 

excluido los cristales de sal más grandes) que los datos observados en monocapas 

restauradas a partir de agua pura Milli-Q. 

 

4.4 Propiedades nanomecánicas de las películas de DPPC:COL 1:1 mediante 

estudios de curvas de Fuerza. 

Se han determinado las propiedades nanomecánicas de las monocapas y bicapas 

de DPPC:COL 1:1 descritas anteriormente. Todo el estudio estadístico se llevó a cabo 

durante la realización de esta tesis doctoral, los resultados obtenidos en este capítulo 

difieren un poco de los resultados preliminares obtenidos en el Trabajo Fin de Máster 

debido a un incremento en el número de medidas realizadas y por lo tanto un mayor 

número de datos incluidos en la estadística. Para determinar las propiedades 

nanomecánicas de las películas, se ha utilizado la espectroscopia de fuerzas (AFM-FS) 

que permite cuantificar las propiedades elásticas de las membranas simuladas de 

fosfolípidos.31,32 Para más información del AFM consultar materiales y métodos-AFM. 

A través de las curvas AFM de distancia-fuerza registradas para las bicapas,17,33 es posible 

determinar la fuerza de ruptura de las películas17,31,34 por compresión mecánica con la 

punta del AFM. Esta fuerza de ruptura, en inglés breakthrough force, Fb, representa la 

máxima fuerza que estas membranas son capaces de soportar antes de que la punta del 

AFM las rompa. Por lo tanto, los valores obtenidos de Fb están relacionados por una parte 

con la fuerza de interacción lateral existente entre las moléculas vecinas, es decir, las 
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interacciones de van der Waals entre las cadenas alquílicas, y por otra parte con las 

interacciones atractivas entre los grupos polares. 

Los valores de Fb dependen notablemente del pH, la temperatura, la fuerza iónica, 

la naturaleza del ión y la composición de la membrana. En particular, se ha descrito que 

un aumento en la proporción de colesterol en membranas fabricadas con fosfolípidos se 

traduce en valores de Fb más altos, tanto en la fase de líquido condensado como en las 

fases de líquido expandido.35,36  

En la Figura 14 se muestran las curvas de fuerza frente al desplazamiento del 

piezoeléctrico obtenidas para las películas LB de DPPC:COL 1:1. Estas medidas se 

realizaron a diferentes tiempos de inmersión, a los 5 minutos de poner la monocapa de 

DPPC:COL en contacto con el medio líquido, a los 20 minutos, cuando la bicapa está 

parcialmente formada y a los 60 minutos, cuando la bicapa de fosfolípidos está totalmente 

formada.  

 

Figura 14. Arriba: imágenes de AFM 2 × 2 μm2 correspondientes a una película LB de 

DPPC:COL 1:1 en 50 μL de HEPES 10 mM (pH 7.4) para los tiempos de inmersión indicados. 
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Abajo: la fuerza frente al desplazamiento del piezoeléctrico. Las flechas verdes indican la Fb 

obtenida para cada caso. 

 

Estas curvas se obtienen acercando a la muestra (línea azul) y retirando de ella 

(línea roja) la punta de AFM. Más información del AFM en materiales y métodos. La 

punta de AFM comienza a aproximarse a la película de DPPC:COL 1:1, correspondiente 

con la línea azul de la Figura 14, produciéndose un aumento en la fuerza registrada. La 

punta de AFM deforma elásticamente las capas lipídicas hasta que rompe dicha capa y 

esto se traduce en un salto brusco en la pendiente de la curva,31 este valor está marcado 

con una flecha verde en las gráficas y corresponde al valor de Fb. Además, la distancia de 

este salto que se observa en las curvas de fuerza, corresponde al espesor de la capa.16,37,38  

Para tiempos de inmersión por debajo de 5 min, el salto (marcado con la flecha 

verde en la Figura 14) observado en el gráfico de curva de fuerza ilustra la indentación a 

través de la monocapa mixta. Por el contrario, para tiempos de inmersión superiores a 5 

min, las curvas de fuerza resultantes muestran el salto brusco en la pendiente de la curva 

a fuerzas más altas, lo que puede atribuirse a la ruptura sucesiva de la capa superior y la 

monocapa subyacente. Los valores de Fb dan como resultado cifras más altas a medida 

que aumenta el tiempo de inmersión como consecuencia del autoensamblaje progresivo 

de las moléculas de fosfolípidos y colesterol en una disposición más densa y compacta en 

la capa superior. En consecuencia, el aumento observado en los valores de Fb es la 

consecuencia de las mayores fuerzas laterales existentes entre las moléculas adyacentes. 

Este hecho es inequívocamente resultado de la incorporación gradual de una cantidad 

creciente de moléculas DPPC y COL a la segunda capa, por consiguiente, los dominios 

de bicapa se vuelven más densos y compactos a medida que aumenta el tiempo de 

inmersión. Por ello, la fuerza requerida para indentar las regiones de bicapa es mayor 

para tiempos de inmersión más grandes hasta el límite correspondiente a la transición 
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completa de monocapa a bicapa. Las curvas de fuerza-desplazamiento del piezoeléctrico 

para diferentes tiempos de inmersión se representan en la Figura 15. Hemos de matizar 

aquí que el término indentar no está admitido todavía por la Real Academia Española 

(RAE) pero es un anglicismo frecuentemente utilizado en español, equivalente a términos 

castellanos como hendidura o incisión. 

 

Figura 15. Representación de la fuerza frente al desplazamiento piezoeléctrico que 

muestra la distribución de valor de fuerza de indentación para los tiempos de inmersión 
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indicados en una disolución de HEPES 10 mM. Las curvas promedio obtenidas se representan 

en línea continua. 

 

Al objeto de identificar las posibles diferencias en el comportamiento elástico 

atribuibles a diferentes niveles de densidad de empaquetamiento de la molécula, se realizó 

un estudio estadístico de los resultados obtenidos, tal y como se muestra en la Figura 16 

y en la Tabla II. Cabe destacar que estos datos están en concordancia con los publicados 

previamente por Sanz y Asakawa35,36, lo que indica que una bicapa de DPPC:COL 

formada a partir de una monocapa en contacto con una disolución de tampón HEPES 10 

mM (pH 7,4) muestra propiedades nanomecánicas análogas a las bicapas de DPPC:COL 

obtenidas por otras técnicas de fabricación como fusión de vesículas, liposomas, spin-

coating.31,32,36,39  

 

Figura 16. Histogramas que muestran la distribución del valor de la fuerza de ruptura 

(Fb) para ti = 5 min (línea negra), ti = 20 min (rojo) y ti = 60 min (azul). Los ajustes gaussianos 

de los datos proporcionan un valor Fb promedio de 7,2 ± 1,9 nN para ti = 5 min, 19,3 ± 2,4 nN 

para ti = 20 min, y 26,1 ± 2,6 nN para ti = 60 min. 
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Tabla II. Valores medios de la fuerza de ruptura Fb para una película LB de DPPC:COL 

1:1 sobre mica para los tiempos de inmersión indicados en una disolución de tampón HEPES. 

Tiempo de inmersión de la película LB 

DPPC:COL 1:1 en la disolución HEPES 

Fuerza de ruptura (nN) 

ti = 5 min 7,2 ± 1,9 

ti = 20 min 19,3 ± 2,4 

ti = 60 min 26,1 ± 2,6 

 

5. Conclusiones 

 

Las conclusiones más relevantes que se pueden extraer de este capítulo sobre la 

fabricación y caracterización de modelos de membrana son:  

La mezcla DPPC:COL 1:1 da lugar a monocapas de Langmuir-Blodgett soportadas 

sobre sustratos de mica muy homogéneas, que cubren completamente la superficie del 

sustrato (recubrimiento del 100%), y que tienen una rugosidad superficial muy baja (RMS 

de la rugosidad = 0,07 ± 0,01 nm) 

Cuando estas monocapas LB de DPPC:COL 1:1 se exponen a un medio líquido, 

tiene lugar la reorganización espontánea de las monocapa para generar una bicapa 

(recubrimiento superficial próximo al 50%).  

La transición de una monocapa LB de DPPC:COL a bicapa es completamente 

reversible, es decir, una vez la bicapa se seca y se expone al aire se regenera la monocapa. 

Este comportamiento abre el camino hacia la utilización de estas películas de 

DPPC:COL para su uso en modelos de membrana. Por un lado, la baja rugosidad de las 

mismas permite estudios de AFM muy detallados (obtención de imágenes de alta 
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resolución, estudios de interacciones con medicamentos, nanopartículas, etc.) Por otro 

lado, la reversibilidad del proceso de formación de monocapa a bicapa solo exponiendo 

la película al aire o a un medio acuso permite utilizar este método para fabricar bicapas 

bien ordenadas, libres de defectos tridimensionales, que imitan la membrana celular de 

una manera sencilla. 
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1. Introducción 

Las membranas celulares están conformadas por una variedad de lípidos, 

colesterol, proteínas etc. Estas mezclas multicomponentes resultan en zonas que se 

manifiestan por una separación de fases con formación de microdominios, también 

llamados balsas lipídicas; estos dominios pueden tener un tamaño de entre 4 y 700 nm.1–

4 Por esa razón es relevante desde el punto de vista científico realizar un estudio 

termodinámico de las mezclas de compuestos constituyentes de las membranas para así 

alcanzar una mejor comprensión de la estructura, morfología y distribución de los 

componentes que presentan las membranas lipídicas. 

La preparación de membranas celulares simuladas integradas por fosfolípidos y 

colesterol en este capítulo se ha llevado a cabo por medio de la técnica de Langmuir-

Blodgett (LB) que, como ya hemos indicado previamente, consiste en la transferencia de 

monocapas organizadas (películas de Langmuir) de moléculas anfifílicas (moléculas que 

constan de una parte hidrófila e hidrófoba) desde la interfase aire-agua a un sustrato 

sólido.5 

La técnica más usada para la caracterización de la monocapa de Langmuir es la 

isoterma de presión superficial frente al área por molécula. La obtención de la isoterma 

se realiza comprimiendo de manera lenta y continua la monocapa mientras se registra la 

presión superficial. Este estudio proporciona información sobre las diferentes fases de la 

monocapa, transiciones de fase, formación de colapsos locales, colapso de la monocapa, 

así como la existencia de interacciones entre las especies presentes en la subfase con el 

material constituyente de la monocapa. (Explicación de cada una de las fases en el 

capítulo materiales y métodos-Langmuir-Blodgett). Además, estas isotermas 

proporcionan información sobre la estabilidad de la monocapa o de su comportamiento 

68



                                                                                                                                         Capítulo 3 

 

dinámico en la interfase aire-agua, entre otras,6 mediante el registro de variaciones de 

presión a área constante, o variaciones en el área por molécula a presión constante etc.  

A lo largo de este capítulo se van a estudiar monocapas mixtas, es decir, que 

están integradas por más de un componente. Para discernir la miscibilidad de estos 

componentes se va a estudiar las presiones termodinámicas de exceso de las distintas 

mezclas. Por lo tanto, como la presión de colapso es característica de cada material. 

Defay y Crisp7 aplicaron la regla de las fases al colapso de la monocapa para establecer 

un criterio que permita establecer la miscibilidad o inmiscibilidad de los componentes 

en una película mixta. En concreto, la regla de las fases aplicada a un sistema 

multicomponente en superficie indica que el número de grados de libertad, f, para el 

sistema (monocapa) viene dado por la expresión:  

f = CB + CS - PB - PS + 1                                                  (Ec. 1) 

donde CB es el número de componentes en el sistema (“bulk”), CS es el número de 

componentes en la superficie, PB es el número de fases en equilibrio, y Ps es el número 

de fases superficiales presentes en el equilibrio. A temperatura y presión atmosférica 

constantes, y en ausencia de potenciales eléctricos externos, esto quiere decir que si los 

compuestos son miscibles hay un grado de libertad en el sistema, f=1, y se espera un 

colapso intermedio en relación con los componentes puros; al contrario, si son 

inmiscibles se dará un primer colapso, coincidente con la presión de colapso más baja 

de los componentes en la mezcla.8 

Por otra parte, la naturaleza de las interacciones moleculares y la miscibilidad de 

los dos componentes pueden examinarse mediante un análisis cuantitativo del área de 

exceso (AE) de la monocapa mixta en la interfase aire-agua.8–10 El área de exceso puede 

obtenerse a partir del área promedio por molécula (A12) de una monocapa mixta que 
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consta de los componentes 1 y 2 y el área por molécula correspondiente a una monocapa 

mixta ideal (Aideal):
11 

𝐴𝑖𝑑𝑒𝑎𝑙 = ∑ 𝑋𝑖 · 𝐴𝑖𝑖                                                                                   (Ec.2) 

𝐴𝐸 = 𝐴𝑚 − 𝐴𝑖𝑑𝑒𝑎𝑙                                                                                     (Ec.3) 

donde Xi es la fracción del componente i en la mezcla, Ai es el área del componente i en 

una monocapa pura del componente i y Am representa el área por molécula promedio en 

la monocapa mixta. En el caso de monocapas mixtas integradas por componentes 

completamente inmiscibles, el área de exceso será cero. También será cero el área de 

exceso de una monocapa mixta con componentes totalmente miscibles. Valores de áreas 

de exceso distintas de cero son indicativas de una mezcla no ideal donde se dan 

interacciones repulsivas (áreas de exceso positivas) o atractivas (áreas de exceso 

negativas).12,13 Además, cualquier desviación sea positiva o negativa, de la idealidad, 

implica una energía libre de exceso superficial de la mezcla, Δ𝐺𝑚
𝐸 , que representa la 

energía asociada al proceso de mezcla de los componentes en la monocapa.8,11 Esta 

energía libre de exceso del proceso de mezcla, a una temperatura T y una presión 

superficial , viene dada por:  

𝛥𝐺𝑚
𝐸 =  ∫ (𝐴𝑚 − ∑ 𝑋𝑖 · 𝐴𝑖𝑖 ) ⅆ𝜋

𝜋

0
                                                           (Ec.4) 

Además, teniendo en cuenta la definición de la energía libre de mezcla ideal:  

 

𝛥𝐺           𝑚
𝑖𝑑𝑒𝑎𝑙 = 𝑅𝑇 (∑ 𝑋𝑖 · 𝑙𝑛𝑋𝑖𝑖 )                                                           (Ec.5) 

Puede determinarse la energía libre de mezcla, Gm, que proporciona información sobre 

las interacciones de los componentes en la mezcla y la estabilidad de las películas 

mixtas. Así la energía libre de mezcla se define como: 
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𝛥𝐺𝑚 = 𝛥𝐺𝑚
𝐸 + 𝛥𝐺           𝑚

𝑖𝑑𝑒𝑎𝑙                                                                             (Ec.6) 

Valores negativos de energía libre de mezcla indican la presencia de interacciones 

intermoleculares atractivas. Cuando se representa la gráfica del valor de energía libre de 

mezcla frente a la fracción molar del compuesto, la existencia de un mínimo indica que 

en este punto de la composición de la mezcla será más estable termodinámicamente en 

comparación a los componentes puros.12 

En el caso de sistemas más sensibles a la presión superficial que al área se suele 

llevar a cabo un análisis de la energía Helmholtz de exceso de mezcla:8,13 

𝛥𝐴𝑚
𝐸 = ∫ 𝜋12 ⅆ𝐴 − ∑ 𝑋𝑖 · ∫ 𝜋𝑖 ⅆ𝐴

𝐴0

𝐴𝑖

𝐴0

𝐴

                                                   (Ec.7) 

𝛥𝐴           𝑚
𝑖𝑑𝑒𝑎𝑙 = 𝑅𝑇 (∑ 𝑋𝑖 · 𝑙𝑛𝑋𝑖𝑖 )                                                          (Ec.8) 

𝛥𝐴𝑚 = 𝛥𝐴𝑚
𝐸 + 𝛥𝐴           𝑚

𝑖𝑑𝑒𝑎𝑙                                                                           (Ec.9) 

donde 𝐴0 es el área donde la presión superficial empieza a aumentar en la isoterma (el 

conocido como “take-off”) y 𝐴 es el área molecular para la que se va a determinar la 

energía de Helmholtz. 

La ventaja de utilizar la técnica LB en vez de otras técnicas como autoensamblaje 

entre otras14 es la posibilidad de controlar los parámetros adecuados para reproducir las 

condiciones biológicas necesarias.5 La naturaleza anfifílica de los compuestos usados en 

la síntesis de la membrana permiten la organización y unión de los fosfolípidos con el 

colesterol. Los estudios de monocapas mixtas formadas por la mezcla fosfolípidos y 

colesterol en la interfase aire-agua indican que el colesterol tiene un pronunciado efecto 

de condensación,15 reduce el número de defectos, aumenta la densidad de 
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empaquetamiento de la monocapa16,17 y modula la fluidez de la membrana celular y 

aumenta el orden estructural de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípidos.16 

Las membranas celulares simuladas tienen la ventaja de permitir un estudio 

detallado, dado que existe control de cada uno de los componentes que forman la 

membrana, se puede garantizar una reproducibilidad de la misma y es posible su 

inmovilización sobre soportes sólidos uniformes y poco rugosos como la mica y poder 

caracterizarlo de una manera más sencilla a través de la microscopía de fuerza atómica 

(AFM), tal y como se ha utilizado en capítulo anteriores, ya que proporciona imágenes 

de alta resolución de superficies mostrando en este caso las nanoestructuras de las 

monocapas formadas.17 

2. Resultados y discusión  

Se han preparado mezclas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) 

y Colesterol (COL) con dos glicoesfingolípidos, que se van a abreviar como GSL, el 

monosacárido del GSL es una β-D-glucosa, que o bien contiene un grupo OH o un grupo 

azida en el carbono 6 del anillo de la glucosa; en adelante, al que tiene el grupo OH, se 

va a llamar GSL2 y al que tiene el grupo azida N3, GSL4. En la Figura 1 se pueden 

observar sus estructuras.  

72



                                                                                                                                         Capítulo 3 

 

 

Figura 1. Estructura de los glicoesfingolípidos (GSLs) estudiados en este capítulo. La 

diferencia entre ambos es que el GSL2 (a) tiene un grupo OH en el C-6 del carbohidrato, en 

cambio el GSL4 (b) tiene un grupo azida N3. 

Se registraron las isotermas presión superficial (π) - área por molécula (A) para 

los componentes puros y las mezclas. Además, las monocapas se caracterizaron por 

Microscopia de Ángulo de Brewster (BAM) que aporta información complementaria al 

estudio de las monocapas en la interfase aire-agua a medida que la película se va 

comprimiendo. El BAM va mostrando un análisis morfológico de la monocapa, en 

función de la reflexión de un haz de luz p-polarizada. Para poder interpretar estas 

imágenes hay que tener en cuenta que cuando no hay material, la imagen se ve 

completamente oscura (se hace incidir luz p-polarizada con un ángulo de 54º, para el que 

no se da la reflexión de la luz), y al formarse la película sobre el agua, se modifica el valor 

del índice de refracción de la superficie acuosa de modo que, al no modificar el ángulo 

de incidencia, la condición de ángulo Brewster deja de cumplirse). Entonces, se produce 

la reflexión de la luz y pueden registrarse imágenes de la monocapa que se tornan más 

claras y compactas a medida que se comprimen las barreras.18 
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Como se puede apreciar, en la Figura 2 y 3, se muestra la isoterma presión 

superficial frente al área por molécula de los componentes puros GSL2 y GSL4, 

respectivamente, y donde se muestran también las imágenes del BAM a las presiones 

superficiales indicadas. Para visualizar el conjunto de imágenes obtenidas se puede ver 

un vídeo escaneando el código QR que aparece en la parte inferior de las Figuras 2 y 3.  

 

 

Figura 2. Isoterma presión superficial versus área por molécula e imágenes de microscopía de 

ángulo de Brewster (BAM) de la película GSL2 en agua a 20 ºC. Las imágenes BAM 

corresponden a presiones superficiales de 8, 15, 25, 35 y 50 mN · m-1. En la parte inferior se 

muestra el código QR donde se puede observar todas las imágenes del BAM desde el inicio de 

la isoterma hasta su presión de colapso. 
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Figura 3. Isoterma presión superficial versus área por molécula e imágenes de microscopía de 

ángulo de Brewster (BAM) de la película GSL4 en agua a 20 ºC. Las imágenes BAM 

corresponden a presiones superficiales de 8, 15, 25, 35 y 50 mN · m-1. En la parte inferior se 

muestra el código QR donde se puede observar todas las imágenes del BAM desde el inicio de 

la isoterma hasta su presión de colapso. 

Respecto a las isotermas mostradas en las Figura 2 y 3, se evidencia una reducción 

del área por molécula a medida que la presión aumenta hasta alcanzarse el colapso, tanto 

para el GSL2 como para el GSL4. Por encima de esta presión de colapso se formarán 

multicapas.  
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Cabe destacar que el estudio de la mezcla binaria DPPC-COL ha sido presentado 

en el Capítulo 3 (Preparación y caracterización de membranas celulares simuladas). 

A continuación, en la Figura 4. se muestran las isotermas π-A de las mezclas 

DPPC-GSL2, DPPC-GSL4 y COL-GSL2, COL-GSL4 a las fracciones molares del 

glicoesfingolípido correspondientes a χ =0,2, χ =0,4, χ =0,6, y χ = 0,8 así como las 

correspondientes a los compuestos puros. 

 

Figura 4. Isotermas de presión superficial-área por molécula (π-A) para mezclas binarias de 

GSL2-DPPC; GSL2-COL; GSL4-DPPC; GSL4-COL 

La Figura 5 muestra los valores experimentales del área de exceso en función de 

la fracción molar a las presiones superficiales indicadas. Como se ha indicado antes, para 

monocapas mixtas totalmente inmiscibles o totalmente miscibles, el área en exceso es 

cero, mientras que las desviaciones positivas indican algún tipo de interacción repulsiva 
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entre los compuestos y las desviaciones negativas sugieren una interacción de atracción 

de los componentes que a su vez conduce a una disminución del área molecular media en 

las películas mixtas en comparación con las películas de los componentes puros.11 

Se evidencia que en el sistema GSL2-DPPC las áreas de exceso muestran una 

forma sigmoidal con dos mínimos y un máximo. Esta forma es claramente indicativa de 

desviaciones de la idealidad y de la formación de dos fases diferentes; una rica de las 

fases es rica en DPPC (llamémosle fase , que abarca desde fracciones molares χ GLS2 = 

0 hasta fracciones molares χ GLS2 ≈ 0,4) y la otra rica en GLS2 (llamémosle fase , que 

abarca desde χ GLS2 ≈ 0,4 hasta fracciones molares χ GLS2=1). A presiones superficiales 

bajas las áreas de exceso alcanzan valores positivos con valores ligeramente negativos en 

las zonas próximas a los mínimos (χ GLS2 ≈ 0,2 y χ GLS2 ≈ 0,8). A medida que aumenta la 

presión superficial, las áreas de exceso toman valores menos positivos o incluso 

negativos, indicativo de interacciones atractivas entre los componentes. Así, las curvas 

correspondientes a las presiones de 30 mN·m -1 y 35 mN·m -1 se diferencian poco entre sí 

y el área de exceso a estas presiones para cualquier fracción molar es negativa.  

Para las mezclas GSL4-DPPC a presiones relativamente bajas (por debajo de los 

15 mN·m -1 las curvas presentan dos máximos y un mínimo. Estas curvas vuelven a ser 

características de la formación de dos fases, cada una de ellas rica en uno de los 

componentes y los valores positivos denotan interacciones repulsivas entre los 

componentes. En cambio, a presiones más altas, aparece sólo un máximo y las áreas de 

exceso disminuyen en valor absoluto e incluso se hacen negativas a presiones altas (30 

mN·m -1 y 35 mN·m -1).  

Si bien en las dos mezclas fosfolípido-glicoesfingolípido las áreas de exceso son 

positivas (interacciones repulsivas entre los componentes) a presiones bajas y se van 
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haciendo gradualmente menos positivas e incluso negativas (interacciones atractivas) a 

presiones altas, en los sistemas binarios de colesterol-glicoesfingolípido, el efecto 

observado es el contrario, es decir, áreas de exceso negativas a presiones bajas 

(interacciones atractivas) y áreas de exceso menos negativas o ligeramente positivas a 

presiones más altas. La forma sigmoidal de las áreas de exceso, en particular en el sistema 

GSL2-COL vuelve a ser indicativa de separación de fases. 

 

Figura 5. Área de exceso versus fracción molar para películas mixtas de GSL2-DPPC; GSL2-

COL; GSL4-DPPC; GSL4-COL a las presiones superficiales indicadas. 

Para aportar más información sobre la miscibilidad de las mezclas estudiadas, se 

calculó la energía libre de Gibbs de exceso de la mezcla (∆Gm
E). En la Figura 6 se 

muestran los valores de la energía libre de Gibbs de exceso de los sistemas binarios frente 
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a la fracción molar a diferentes presiones superficiales: 5 mN·m-1, 10 mN·m-1, 15 mN·m-

1, 20 mN·m-1, 25 mN·m-1, 30 mN·m-1, 35 mN·m-1. 

 

Figura 6. Energía libre de Gibbs de exceso de mezcla versus fracción molar para películas 

mixtas de GSL2-DPPC; GSL2-COL; GSL4- DPPC; GSL4-COL 

El valor de ∆Gm
E más negativo se obtuvo para el sistema GSL2-DPPC 

correspondiente a una fracción molar de 0,2 para el GSL2 (χ GSL2 =0,2) y presión 

superficial de 30 mN·m -1, siendo esta la interacción atractiva más fuerte. En general, para 

el sistema GSL2-DPPC los valores de ∆Gm
E más bajos se obtienen en esa fracción molar, 

indicando que es, desde el punto de vista termodinámico la más estable. Para la mezcla 

de GSL2-COL los puntos más negativos se dan en cercanías a χ GSL2 =0,45 y tiende a ser 

más positivos cuando se aumenta la presión. Los valores de ∆Gm
E de las mezclas binarias 

de GSL4-DPPC son positivos para todas las fracciones molares y en todas las presiones 
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lo que indica formación de películas inestables y disposición poco favorable. Para las 

monocapas de GSL4-COL se tienen valores negativos a χ GSL4 =0,4 para todas las 

presiones, evidenciando más estabilidad en toda su composición respecto a las monocapas 

GSL2-COL. Se concluye que las interacciones atractivas de los GSL con el DPPC son 

más débiles que las de los GSL con el COL. 

La energía de Helmholtz resulta ser una magnitud más adecuada para la obtener 

información sobre interacciones moleculares y estabilidad de las películas en aquellos 

sistemas más sensibles a las variaciones de la presión que a las variaciones del área.8,19 

En la Figura 7 se muestra la variación de ∆Am
E frente a las diferentes fracciones molares 

χ=0,2, χ=0,4 χ=0,6 χ= 0,8, a las áreas por molécula indicadas de 40 Å2·molécula-1, 50 Å2· 

·molécula-1, 60 Å2·molécula-1, 70 Å2·molécula-1, 80 Å2·molécula-1, y 90 Å2·molécula-1. 

Estas gráficas muestran valores negativos para las películas GSL2-DPPC para la fracción 

molar correspondiente a χ GSL2 =0,2 y χ GSL2 =0,6. Se observa como los valores se vuelven 

más negativos a áreas moleculares más pequeñas lo que sugiere que la estabilidad de las 

películas mixtas aumenta a medida que las monocapas se condensan más. Para la mezcla 

de GSL2-COL solo se obtienen valores de energía de Helmholtz negativos para 

fracciones molares cercanas a χ GSL2 =0,2 y 60 Å·molécula-1 y en la mezcla de GSL4-

DPPC para fracciones menores a χ GSL4 =0,1 y 90 Å·molécula-1. Finalmente, los valores 

negativos de la película de GSL4-COL se muestran para áreas moleculares mayores de 

50 Å·molécula-1 en toda su composición. 
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Figura 7.   Energía de Helmholtz versus fracción molar para

 monocapas mixtas de GSL2-DPPC; GSL2-COL; GSL4-DPPC; GSL4-COL 

Todas las propiedades anteriores se han calculado a partir de los datos obtenidos 

de las isotermas presión superficial frente área por molécula (𝜋-A). Dado que es posible 

la inmovilización de estas mezclas sobre soportes sólidos como la mica, estos sistemas se 

pueden caracterizar mediante la microscopia de fuerza atómica (AFM) y proporcionar 

información adicional del comportamiento de estas películas mixtas. 

2.1 Caracterización topográfica de las mezclas binarias y ternarias 

mediante AFM. 

Se realizó la transferencia de los GSL puros, de las mezclas binarias GSL-DPPC 

y GSL-COL a diferentes fracciones molares, y de las mezclas ternarias GSL-DPPC-COL, 

tanto del GSL2 como del GSL4. Debe indicarse que la situación de las películas de 

Langmuir en la interfase aire-agua y la de las películas transferidas no tiene que ser 
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necesariamente la misma, en el sentido de que al transferir ponemos en juego la 

interacción de las moléculas con el sustrato y en función de la presión de transferencia es 

posible la formación de colapsos, agregados locales o un comportamiento termodinámico 

de mezcla distinto al de las monocapas en la superficie del agua. En la Figura 8 se 

muestran las imágenes topográficas de AFM del GSL2 puro a las presiones indicadas de 

8 mN·m-1, 25 mN·m-1 y 35 mN·m-1. Se observa como a presiones de transferencia bajas 

(8mN·m-1) se obtiene una película homogénea. Al aumentar la presión hasta los 25 

mN·m-1 se observan dominios con una altura de unos 4 nm respecto a la película 

homogénea que se aprecia en el fondo de la imagen. Esta altura sería compatible con la 

formación de una monocapa del glicoesfíngolípido sobre la monocapa inicial, es decir, la 

formación de dominios integrados por bicapas debido a colapsos locales y controlados de 

la película. A presiones de 35 mN·m-1 se forman agregados tridimensionales de forma 

redondeada que, por su altura (de hasta 40 nm), parecen ser multicapas (aunque no 

podemos descartar completamente la formación de vesículas). 
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Figura 8. Película de GSL2 puro transferido a presiones de (a) 8 mN·m−1 (b) 25 mN·m−1 (c) 35 

mN·m−.1  

Las imágenes topográficas de AFM del GSL4 puro a las mismas presiones de 8 

mN·m-1, 25 mN·m-1 y 35 mN·m-1, mostradas en la Figura 9 se observa un comportamiento 

relativamente similar al GSL2, con la formación de películas bastante homogéneas a 

presiones bajas (8mN·m-1), aunque a esta presión para el GLS4 se ven zonas de menor 

altura que indican que la monocapa homogénea se obtendría a presiones de transferencia 

ligeramente superiores. A presiones de transferencia más altas también se aprecia la 

formación de multicapas. 
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Figura 9. Película de GSL4 puro transferido a presiones de (a) 8 mN·m−1 (b) 25 mN·m−1 (c) 35 

mN·m−.1  

La presión de transferencia que se ha elegido en este trabajo de tesis doctoral para 

la transferencia de las películas de DPPC:COL fue de 35 mN·m-1, ya que conduce a 

monocapas muy homogéneas sobre sustratos de mica (ver capítulo 2-Preparación y 

caracterización de membranas celulares simuladas). Pero, en este caso particular, al 

obtener una gran cantidad de agregados a esa presión, se descartó trabajar a presiones tan 

altas y se realizaron las transferencias de las películas mixtas a una presión inferior de 25 

mN·m-1. En la Figura 10 se muestran las imágenes topográficas de AFM para la mezcla 

binaria GSL2-DPPC. No obstante, incluso a esta presión pueden apreciarse regiones en 

forma de isla con agregados tridimensionales. Esta topografía se observa para todas las 

fracciones molares estudiadas: χ GSL2 =0,2; χ GSL2 =0,45; χ GSL2 =0,8. Si excluimos estas 

regiones de multicapas, en el resto de las imágenes se aprecian zonas con tres alturas 
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distintas. En la Figura 10.d se observa la sección transversal correspondiente a la χ GSL2 

=0,2 con un dominio de isla de aproximadamente 4,8 nm y agregados que van desde 3 a 

10 nm. En el caso de la Figura 10.e, se observa las distintas capas que presenta la χ GSL2 

=0,45, dominios más grandes de 4 nm dentro de los cuales hay capas de 1 nm de altura.  

 

Figura 10. Mezclas binarias de GSL2-DPPC transferidas a 25 mN·m−1 con fracciones molares 

de a) χ GSL2 = 0,2; b) χ GSL2 = 0,45; c) χ GSL2 = 0,8; d) Sección transversal correspondiente 

a χ GSL2 = 0,2; e) Sección transversal correspondiente a χ GSL2 = 0,45. 

Para la mezcla de GSL2-COL, también se transfirieron películas a 25 mN·m-1 para 

las distintas fracciones molares. En la Figura 11 se muestran las imágenes topográficas 

donde no se aprecia la formación de multicapas ni agregados tridimensionales, pero sí de 

diferentes tipos de dominios. La diferencia de alturas entre estos dominios se sitúa entre 

1 y 1,5 nm, apreciándose mayor densidad de los dominios de mayor altura a medida que 

aumenta la concentración de colesterol. Estos resultados están en concordancia con los 
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obtenidos en el estudio termodinámico con el análisis de las isotermas π-A donde se 

concluyó que las interacciones del GSL con el COL son, en general más favorables, 

aunque se aprecia la formación de dos fases distintas (una más rica en GLS2 y otra más 

rica en COL) que es la que parece generar esos dos tipos de dominios en la película.  

 

Figura 11. Mezclas binarias de GSL2-COL transferidas a 25 mN ∙ m−1 con fracciones molares 

de a) χ GSL2 = 0,2 b) χ GSL2 = 0,45; c) χ GSL2 = 0,8 

Se realizó el mismo estudio de AFM, pero ahora con el GSL4. Las imágenes 

topográficas de AFM del GSL4-DPPC mostradas en la Figura 12 muestran transferencia 

de material a lo largo de la muestra y algunas pequeñas zonas de multicapa sobre todo a 

fracción molar de GLS4 igual a 0,4. 

 

Figura 12. Mezclas binarias de GSL4-DPPC transferidas a 25 mN ∙ m−1 con fracciones molares 

de a) χ GSL4 = 0,2 b) χ GSL4 = 0,4; c) χ GSL4 = 0,6 
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La Figura 13 muestra las imágenes topográficas de la mezcla binaria GSL4-COL. 

Aquí, se aprecia también muy claramente la formación de dominios de distinta altura, 

siendo escasas las regiones en que se han formado multicapas. 

 

Figura 13.  Mezclas binarias de GSL4-COL transferidas a 25 mN ∙ m−1 con fracciones molares 

de a) χ GSL4 = 0,2 b) χ GSL4 = 0,4; c) χ GSL4 = 0,7. Estas diferencias de altura de la a) miden 

1,5 nm. En la imagen topográfica c) la diferencia de altura es de 0,6 nm. Aunque la diferencia 

de altura de las moléculas del GSL4 y el COL es de 1,7 nm aprox. 

Para tratar de comprender mejor las películas integradas por tres componentes, se 

transfirió la película de GSL-DPPC-COL usando una proporción de 1:1:1 a presiones de 

25 mN·m-1 y 35 mN·m-1. Los resultados se muestran en las Figuras 14 y 15. Se ha 

mantenido fija la proporción 1:1 ya que sabemos que con este ratio las películas de DPPC 

y COL son muy homogéneas. Cambios en dicha homogeneidad serán atribuibles a la 

presencia del glicoesfingolípido. Estos cambios en la morfología son muy notables, con 

la aparición de zonas de mayor altura formando bicapas y zonas de mucha mayor altura, 

multicapas (o quizá vesículas). Este efecto es mucho más acusado en el GLS2 que en el 

GLS4, posiblemente debido a la mayor capacidad del grupo –OH vs. el grupo –N3 de 

interactuar positiva o negativamente con el DPPC y el COL. Vemos por tanto como la 

inclusión de un glicoesfingolípido afecta notablemente a las características de las 
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películas, su homogeneidad y resulta en la formación de multicapas, en algunos casos de 

gran altura, que tentativamente identificamos con las llamadas balsas lipídicas. 

 

Figura 14. Película de GSL2-DPPC-COL transferida a presiones de (a) 25 mN·m−1; (b) 35 

mN·m−1 

 

Figura 15. Película de GSL4-DPPC-COL transferida a presiones de (a) 25 mN·m−1; (b) 35 

mN·m−1 

 
3.  Conclusiones 

El estudio en la interfase aire-agua y de las películas transferidas incorporando 

DPPC, COL y los dos glicoesfingolípidos con los que hemos trabajado indican: 
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Una miscibilidad parcial del glicoesfingolípido con el DDPC, donde predominan 

interacciones repulsivas entre los componentes de la mezcla, denotada por áreas de exceso 

positivas (con forma sigmoidal, que indica separación de fases) y energías de Gibbs (y 

Helmholtz) de mezcla de exceso positivas.  

La miscibilidad del glicoesfingolípido con el colesterol es algo mayor que con el 

DPPC, pero se siguen apreciando áreas de exceso positivas (con forma sigmoidal) y 

energías de Gibbs y Helmholtz de mezcla de exceso positivas. 

Los valores de energía libre de Gibbs de exceso de la mezcla muestran unas 

interacciones atractivas más fuertes entre el GSL con el COL, siendo más débiles las 

obtenidas en la mezcla binaria de GSL y DPPC. En el caso del GSL4-DPPC se obtienen 

valores positivos para todas las fracciones molares lo que indica inestabilidad entre ambos 

componentes.  

Respecto a los valores obtenidos del área de exceso las mezclas binarias del GSL 

con COL resultan en interacciones más atractivas a medida que la presión disminuye. Por 

el contrario, las mezclas binarias del GSL con DPPC conducen a interacciones más 

atractivas a medida que aumenta la presión. 

A lo anterior se suman las observaciones mediante AFM de las películas 

transferidas que indican la formación de bicapas y en algunos casos de multicapas que es 

indicativa de que la presencia del glicoesfingolípido resulta en una perturbación de las 

películas homogéneas de DPPC-COL formándose nuevas fases e incluso hemos apuntado 

a la posible formación de balsas lipídicas inducidas por la presencia del 

glicoesfingolípido. 
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Capítulo 4. Efecto de la aplicación de 

campos magnéticos locales sobre 

nanopartículas magnéticas depositadas 

sobre sistemas modelo de membranas 

celulares.  
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A lo largo de este capítulo se mostrará la metodología utilizada para la 

inmovilización de nanopartículas magnéticas (MNPs) sobre membranas 

simuladas preparadas mediante la técnica de Langmuir-Blodgett (LB). La 

aplicación de un campo magnético alterno al sistema (monocapa LB + 

MNPs) ha resultado en un incremento de temperatura local seguido por un 

cambio en la fluidez de la membrana que ha promovido la inclusión de las 

nanopartículas en estas membranas. 
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1. Introducción.  

1.1 Uso de MNPs en biotecnología 

Entre los diferentes tipos de nanomateriales, las nanopartículas magnéticas 

(MNPs) son una de las más utilizadas en diversos campos de la investigación, en 

particular en el campo de la Biotecnología.1,2 Estas partículas se pueden sintetizar 

controlando su tamaño gracias a la gran variedad de métodos sintéticos existentes. La 

singularidad de sus propiedades físicas proviene de su tamaño nanométrico. Las MNPs 

pueden sintetizarse a partir de diferentes materiales magnéticos, siendo de las más 

utilizadas, las de óxidos de hierro, tales como la magnetita (Fe3O4) y maghemita (γ-

Fe2O3). Además, estos materiales son altamente biocompatibles lo que les convierte en 

buenos candidatos para su utilización en biomedicina, tanto en aplicaciones destinadas a 

la terapia como al diagnóstico.3–6 Algunas de las aplicaciones más relevantes investigadas 

hasta la fecha incluyen: i) transporte selectivo de principios activos (drug delivery), ii) 

separación magnética de células, iii) nuevas terapias tales como la hipertermia magnética 

o iv) agentes de contraste en resonancia magnética de imagen.3-6 

El comportamiento magnético de las MNPs viene determinado fundamentalmente 

por su composición y tamaño. Sus propiedades magnéticas específicas dependen de cómo 

se comportan cuando en presencia o ausencia de un campo magnético. Un material es 

intrínsecamente magnético debido a su momento magnético de espín. Un electrón tiene 

una magnetización asociada a su momento angular intrínseco o espín, y a su movimiento 

orbital alrededor del núcleo, tal y como se muestra en la Figura 1. 
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Figura 1. Los diferentes movimientos del electrón, alrededor del núcleo (izquierda) y espín 

(derecha). 

La magnetización (M) es la respuesta del material cuando se aplica un campo 

magnético (H). La relación entre ambas magnitudes se define como susceptibilidad 

magnética ꭓ= M/H. Dependiendo de la interacción entre los momentos magnéticos 

individuales y de su respuesta al campo, los materiales se pueden clasificar como: 

paramagnéticos, ferromagnéticos, diamagnéticos, antiferromagnéticos y ferrimagnéticos: 

 Los materiales diamagnéticos no tienen electrones desapareados, por lo que los 

momentos magnéticos de los átomos están compensados. En ausencia de campo, 

su imanación es cero, y cuando se aplica campo, los momentos magnéticos se 

alinean en dirección contraria al campo, presentando susceptibilidad magnética 

negativa. En los materiales paramagnéticos, cada átomo, en ausencia del campo 

magnético aplicado, posee un momento magnético permanente. La orientación de 

los momentos magnéticos atómicos está distribuida al azar y tienen libertad para 

orientarse. Al aplicar campo, los momentos se orientan con el campo, resultando 

en una susceptibilidad magnética positiva. En los materiales diamagnéticos y 

paramagnéticos la magnetización vuelve a ser cero cuando se deja de aplicar el 

campo magnético. 

 En el caso de los materiales ferromagnéticos, los momentos magnéticos están 

alineados en presencia o ausencia de campo y presentan magnetización elevada. 
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Estos materiales se componen de dominios magnéticos, que son pequeñas 

regiones dentro de las cuales todos los momentos magnéticos están alineados 

paralelamente unos con otros. 

 En los materiales antiferromagnéticos, los momentos magnéticos de átomos 

adyacentes se alinean de manera antiparalela, es decir, en direcciones opuestas. 

Los materiales ferrimagnéticos, son similares a los antiferromagnéticos pero los 

momentos de espín no se cancelan completamente, ya que hay momentos 

magnéticos más débiles que están orientados de manera antiparalela a sus vecinos. 

En ausencia de campo, presentan magnetización y dominios magnéticos. 

 En la Figura 2, se muestra una representación esquemática de los distintos 

comportamientos magnéticos. 
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Figura 2. Diferentes tipos de comportamientos magnéticos. A la izquierda se puede observar el 

ordenamiento de los momentos magnéticos individuales cuando se aplica un campo magnético 

(lado izquierdo) o en ausencia del mismo (lado derecho).  

En el caso de los materiales ferri y ferromagnéticos, la ordenación de los dominios 

depende de la interacción entre los dominios magnéticos y de la anisotropía 

magnetocristalina. Cuando se disminuye el tamaño de una partícula por debajo de su 

diámetro crítico (Dc), los dominios dentro del material pasan a ser monodominio. La 

coercitividad es la intensidad del campo magnético que se debe aplicar al material para 

reducir su imanación a cero después de que la muestra haya sido magnetizada hasta 

saturación. Por debajo de su Dc, el material ferromagnético presenta campo coercitivo 

(Hc)= 0, debido a que los dominios pueden desmagnetizarse espontáneamente. Es decir, 

en ausencia de campo externo, las partículas no tienen momentos magnéticos 

permanentes, pero responden rápidamente cuando se aplica un campo magnético, tal y 

como se muestra en la Figura 3. La respuesta de estas partículas al campo magnético es 

similar al de un material paramagnético, donde en vez de un momento individual de espín, 

se tiene un momento magnético grande correspondiente al del monodominio. A estos 

materiales se les denomina superparamagnéticos.  
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Figura 3. Variación de la coercitividad con el diámetro de la partícula 

1.2 Hipertermia magnética 

Una de las propiedades más interesantes de las MNPs en aplicaciones biomédicas 

reside en la capacidad que poseen de generar calor bajo la aplicación de un campo 

magnético alterno (AMF). Al aplicar un AMF sobre estas partículas, se produce una 

reorientación de sus momentos magnéticos produciendo energía en forma de calor. El 

incremento de temperatura resultante de este fenómeno se puede utilizar para inducir la 

muerte de células tumorales de manera específica7,8 o convertir a las MNPs en 

nanoactuadores magnéticos para la liberación de fármacos de una manera controlada9.  

Esta capacidad que poseen las MNPs se puede emplear para la generación de un 

incremento local de la temperatura en el entorno de la nanopartícula tras ser expuesta a 

un campo magnético alterno. De esta manera se permitirá localizar este calentamiento en 

puntos concretos en el interior de la muestra sin afectar al entorno circundante y con una 

precisión nanométrica. Sin embargo, no es fácil obtener un calor local teniendo en cuenta 

la naturaleza de los mecanismos de transferencia de calor tales como la conducción o la 

convección.  
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En este capítulo se va a utilizar esta propiedad de las MNPs para emplearlas como 

nanocalentadores e inducir cambios en la fluidez de membranas lipídicas simuladas en 

los puntos donde las partículas estén localizadas. Los mecanismos responsables de la 

generación de calor en hipertermia magnética para partículas monodominio tienen lugar 

mediante dos mecanismos principales: (i) la relajación de Néel, relacionada con el cambio 

en la dirección de los momentos magnéticos de la red cristalina, y (ii) el movimiento 

Browniano, causado por la rotación de la partícula completa y las pérdidas por fricción 

con el medio circundante (Figura 4). El mecanismo depende de cómo se orienten los 

momentos magnéticos cuando se elimina el campo magnético aplicado. En el 

calentamiento de las partículas de menor tamaño, prevalece el mecanismo de relajación 

de Néel, que se da por la rotación del vector de momento magnético de la red cristalina 

sin que haya una rotación mecánica de la MNP. Por el contrario, la relajación de Brown 

tiene lugar preferentemente en MNPs de mayor tamaño, en este caso la MNP rota sobre 

si misma manteniendo su momento magnético en la misma dirección.7,8 

 

Figura 4. Representación esquemática de los mecanismos de Néel y Brown. 

 A la hora de cuantificar la capacidad de las MNPs de transformar la energía 

magnética tras aplicar un AMF en calor, se necesita definir la tasa de absorción específica 

(SAR) que no es más que la energía disipada por unidad de masa [W/g].  
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SAR = C* ΔT/Δt                            (Ec.1) 

Dónde: C = capacidad calorífica específica del medio; ∆T/ ∆t es el cambio de la 

temperatura en un intervalo de tiempo. 

El SAR depende del tamaño y forma de las MNPs, su distribución, concentración 

y cristalinidad.10 También hay que tener en cuenta que el valor dependerá de la frecuencia 

y la amplitud del campo que se vaya a aplicar. Cuanto más alto sea el valor de SAR 

significa que la MNPs va a poseer mayor capacidad de calentamiento.  

Como se ha mencionado anteriormente las MNPs disipan calor cuando se aplica 

un campo magnético alterno debido a la reorientación de sus momentos magnéticos. Este 

calor resulta en un incremento de temperatura que puede ser utilizado en terapias tales 

como la hipertermia magnética. Sin embargo, una limitación para este tipo de 

aplicaciones es la alta concentración de MNPs requerida para conseguir un incremento 

de temperatura sustancial. Es por ello, que recientemente, ha surgido una corriente de 

trabajos que utilizan estas MNPs como nanocalentadores, empleando únicamente el calor 

local en las inmediaciones de la superficie de las partículas, para inducir cambios 

químicos, estructurales etc. en moléculas directamente unidas a las MNPs. Una de las 

hipótesis para explicar este fenómeno, es que al aplicar campos magnéticos alternos sobre 

suspensiones de MNPs es que éstas absorben energía de los campos magnéticos y la 

convierten en calor disipado en sus inmediaciones, con una afección muy local; de esta 

manera, se localiza la energía en puntos concretos en el interior de la muestra sin afectar 

al entorno circundante. Sin embargo, en el caso de que la concentración de partículas sea 

alta o posean una gran capacidad para transformar la energía magnética en calor, se 

inducirá un incremento de temperatura global por toda la muestra. Se sabe que la 

disipación del calor depende del tamaño de las MNPs así como de la intensidad y 
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frecuencia del campo;11,12 pero también influye el medio en el que se encuentran. Nuestra 

hipótesis de trabajo es que podría modularse localmente la fluidez de la membrana 

mediante la inducción de un incremento local de la temperatura debido a la aplicación de 

un AMF sobre las MNPs depositadas en la superficie de dicha membrana. Para demostrar 

esta prueba de concepto se ha elegido un caso de estudio sencillo: depositar MNPs sobre 

un modelo de membrana celular (fosfolípido + colesterol) fabricado en el laboratorio, con 

un control preciso de su composición y topografía. Es éste es uno de los objetivos de esta 

Tesis Doctoral, y del que nos vamos a ocupar en este capítulo.  

Diversos estudios han demostrado que las MNPs son capaces de inducir un 

aumento de la temperatura alrededor de las NPs cuando se aplica un AMF sin incrementar 

la temperatura global del sistema. Por ejemplo, Polo-Corrales y Rinaldi, utilizaron 

polímeros modificados con fluróforos, sensibles a la temperatura. Estos autores 

registraron temperaturas en las proximidades de las MNPs 15 ºC por encima de la 

temperatura global del medio.13 Además, se ha demostrado una correlación directa entre 

el calentamiento local y la distancia desde la superficie de las nanopartículas.14–16 Así, 

Riedinger et al.14, incorporaron fluoróforos a diferentes distancias de la superficie de la 

MNP a través de enlaces azo termo-lábiles unidos a espaciadores de poli (etilenglicol) 

(PEG) de diferentes pesos moleculares, permitiendo así la medición de la temperatura 

local en función de la distancia. Estos autores mostraron que el aumento de temperatura 

en un determinado punto disminuyó exponencialmente con el aumento del peso 

molecular del PEG (es decir, con la distancia a la superficie). Huang et al.15 utilizaron 

MNPs funcionalizadas con fluoróforos sensibles a la temperatura para etiquetar la 

membrana plasmática de las células que expresan TRPV1 (un canal iónico sensible a la 

temperatura que se activa a 42 ºC). Se observó un aumento de aproximadamente 5 ºC en 

la temperatura de la superficie de las MNPs después de la aplicación del AMF. Este 
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calentamiento localizado fue suficiente para desencadenar la activación de los canales de 

calcio TRPV1 in vitro.16  

Recientemente, en nuestro grupo de investigación se ha desarrollado una 

nanoplataforma diseñada para actuar como un calentador/termómetro y demostrar el 

gradiente de temperatura que se genera desde el nanocalentador hasta el medio.17 

También hemos descrito una sonda térmica local que se basa en la desnaturalización 

térmica del ADN bicatenario.18 Es decir, sobre la partícula se dispone la sonda doble de 

ADN, con distinta longitud y distinta temperatura de transición de fase (Tm), permitiendo 

utilizar esta partícula como un termómetro. Las MNPs que se utilizaron están recubiertas 

con un polímero anfifílico, poli (anhídrido maleico-alt-1-octadeceno), PMAO, 

funcionalizado con ADN de hebra sencilla e hibridado con cadenas de ADN 

complementarias de tres longitudes diferentes, cada una de ellas con una Tm determinada 

y de esta manera serán deshibridadas a diferentes temperaturas. Cada una de ellas integra 

un fluoróforo diferente. De esta manera, analizando la cantidad de estos fluoróforos que 

se libera, se puede conocer el calor generado a distancias concretas en la superficie de la 

MNP. Usando este sistema, con ADNs de diferentes longitudes, se puede determinar 

simultáneamente el aumento de la temperatura local a tres distancias de la superficie de 

las MNPs. En este estudio observamos una clara correlación con los trabajos 

anteriormente mencionados, que mostró una disminución en la temperatura local con el 

aumento en la longitud de la cadena de ADN; por ejemplo, para una distancia de 5 nm se 

incrementó la temperatura local 8,3 °C y para el caso de distancias de 5,6 nm desde la 

superficie de la MNP, se incrementó la temperatura 6,1 °C. 

Todos estos ejemplos ponen de manifiesto que es posible emplear MNPs como 

nanocalentadores tras aplicar un AMF. El calor es disipado únicamente en las 

proximidades de las MNPs sin producirse un aumento significativo de la temperatura 
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global del medio. Pero ¿cómo afecta el calentamiento local generado por las MNPs a la 

fluidez de las membranas? 

Las membranas biológicas, son estructuras laminadas formadas principalmente 

por fosfolípidos, colesterol, glúcidos y proteínas, que desempeñan un papel muy 

importante en los organismos vivos. Toda la interacción y comunicación celular tiene 

lugar a través de estas membranas, es decir, son las encargadas de regular la entrada y 

liberación de muchas sustancias, expulsando del interior los desechos del metabolismo e 

incorporando los nutrientes a través de esa membrana. También es donde tiene la 

interacción con nanopartículas o principios activos. La permeabilidad de estas 

membranas va a depender en gran medida de su fluidez y de temperatura de transición de 

fase de los lípidos que la componen.  

2. Resultados y discusión. 

2.1 MNPs síntesis y caracterización (TEM, Magnetismo y SAR) 

 

La síntesis de MNPs está ampliamente desarrollada en la literatura y puede 

realizarse a través de diferentes aproximaciones, tales como la coprecipitación, pirólisis 

láser, microelmusión o descomposición térmica.19 La síntesis de las nanopartículas 

magnéticas de óxido de hierro recubiertas con moléculas de ácido oleico y oleiamina 

utilizadas en este capítulo, se ha llevado a cabo siguiendo una metodología optimizada 

por el grupo de investigación Bionanosurf20 mediante descomposición térmica de 

precursores de hierro, Fe(acac)3, tris(acetilacetonato)hierro(III).21 Estas nanopartículas 

esféricas de óxido de hierro monodispersas y con un diámetro promedio de 12 nm se 

sintetizaron utilizando la metodología de descomposición térmica en dos etapas. En esta 

síntesis se utiliza el Fe(acac)3 como precursor de hierro y como surfactantes ácido oleico 

y oleiamina, el proceso se realiza a altas temperaturas, primero se calienta la mezcla a 
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200 ºC durante dos horas y se va aumentando progresivamente la temperatura hasta que 

alcanza 305 ºC para que se evapore el éter bencílico. Gracias a este método de síntesis se 

tiene un elevado control en el tamaño y la morfología de las MNPs obteniendo gran 

monodispersidad y cristalinidad de las mismas. Estas MNPs han sido caracterizadas 

mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM). Gracias a esta técnica se puede 

determinar el tamaño, la forma y el grado de agregación de las MNPs sintetizadas, tal y 

como se puede observar en la (Figura 5 a), estas MNPs poseen una distribución de tamaño 

muy homogénea. En la Figura 5b. se muestra el histograma de tamaños de las MNPs, 

obteniéndose un diámetro medio de 12 nm. Como se ha mencionado anteriormente, estas 

MNPs están recubiertas de ácido oleico. Con objeto de cuantificar el recubrimiento 

orgánico que tienen las NPs se realizó un análisis termogravimétrico (TGA) de las 

muestras. Esta técnica nos proporciona información sobre la pérdida de masa de la 

muestra frente a la temperatura. Al aumentar la temperatura se va descomponiendo la 

materia orgánica que está sobre la partícula y se detecta a cada temperatura un salto 

correspondiente con la disminución de la masa total de la partícula. A partir de estas 

medidas se determinó que aproximadamente 1.500 moléculas de ácido oleico se 

encontraban en la superficie de cada MNP. En la Figura 5 c, se muestra un esquema de la 

MNP recubierta de moléculas de ácido oleico. 

Para determinar la capacidad calorífica de las MNPs se midió su tasa de absorción 

específica (SAR). Para ello, a una concentración fija de 1 mg de hierro·mL-1 de MNPs, 

se le aplica un AMF determinado y se mide como varía la temperatura de la suspensión 

de MNPs en función del tiempo aplicado (entre 2- 3 minutos). Calculando la pendiente 

de la variación de la temperatura frente al tiempo en los primeros instantes de aplicación 

del campo, se determina el valor de SAR para la muestra. Estas medidas se suelen realizar 

en medio acuoso debido a las limitaciones de la sonda de temperatura que el grupo posee. 
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El valor de SAR obtenido para estas MNPs fue de 500 W·gFe-1, que es un valor adecuado 

para poder realizar estudios de hipertermia. A título comparativo, podemos indicar que el 

valor de SAR en bibliografía para MNPs de tamaño similar y con valores del mismo capo 

y frecuencia aplicados es de 350 W·g-1 (téngase en cuenta que para realizar una 

comparativa de los valores de SAR de diferentes MNPs tiene que haberse aplicado el 

mismo campo y frecuencia). La síntesis y caracterización de estas MNPs se encuentra 

ampliamente detallada en el capítulo de materiales y métodos.  

 

 

Figura 5. (a) Imagen de TEM de las MNPs de 12 nm de tamaño (escala, 100 nm). (b) 

Histograma de tamaños de las MNPs (c) Esquema de la NP con el núcleo de óxido de hierro 

recubierto de ácido oleico. 

2.2 Preparación de las monocapas LB 

 

A lo largo de este capítulo, se va a estudiar el efecto del calentamiento local 

generado por MNPs (depositadas sobre un modelo de membrana celular) tras la 

aplicación de un campo magnético alterno y se va a analizar cómo el efecto localizado de 

la hipertermia magnética afecta a la fluidez de membranas celulares simuladas. Sabemos 

que en MNPs recubiertas con ADN18 el efecto de calentamiento local es capaz de 

incrementar la temperatura en torno a los 8-12 ºC; resultados similares se han obtenido 
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para las células18 en las que se ha observado un aumento de temperatura tras la aplicación 

de AMF. Teniendo en cuenta este dato, se utilizó 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina 

(DPPC) como fosfolípido constituyente de las membranas simuladas, ya que la 

temperatura de fusión para una bicapa DPPC: COL 1:1 está en el rango de 39-47 °C, que 

está en el rango de la temperatura obtenida tras aplicar el campo. 

Una vez que presentada la caracterización las MNPs, veamos cómo se fabricó la 

membrana simulada. Los componentes de estos modelos de membrana fueron DPPC y 

colesterol (COL); el colesterol es un componente esencial en la membrana de células 

animales y responsable de la fluidez de dichas membranas. Las películas se prepararon 

en la proporción 1:1 de ambos componentes, empleando la técnica Langmuir-Blodgett 

(LB). En la Figura 6 se muestra un esquema del proceso de fabricación de las monocapas 

de DPPC:COL 1:1 que se ha llevado a cabo. Previa limpieza de la cuba, se dispersa gota 

a gota la disolución de DPPC y COL 1:1 en cloroformo sobre la superficie del agua en la 

cuba de Langmuir, y se comprimen las barreras hasta que alcanza la presión superficial 

de 35 mN·m-1. Una vez alcanzada esta presión, se transfiere por LB a un sustrato de mica 

previamente exfoliado.  

 

Figura 6. Proceso de fabricación de las monocapas de DPPC: COL 1:1 

Es importante destacar que la fabricación de una monocapa DPPC:COL 1:1 sobre 

mica resulta en películas muy homogéneas y planas, con una rugosidad muy baja (RMS 
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de 0,07 ± 0,01 nm).22 Por lo tanto, esta superficie uniforme, sin presencia de defectos 

tridimensionales ni poros, y que además es muy plana, hace que la película DPPC:COL 

1:1 sea un sistema perfecto para poder incorporar las MNPs y detectar mediante AFM 

cualquier cambio en la topografía de la superficie de la membrana.23 

2.3 Monocapas + MNPs 

  

Una vez que se fabrica la membrana simulada, el siguiente paso es inmovilizar las 

nanopartículas magnéticas sobre esta. Las MNPs con las que se ha trabajado están 

funcionalizadas con ácido oleico y oleamina por lo que cabe esperar una favorable 

interacción de las cadenas hidrocarbonadas que envuelven a las MNPs con la parte 

hidrofóbica de la monocapa lipídica. Existen diversos métodos para depositar 

nanopartículas sobre monocapas; entre éstos podemos citar: autoesamblaje, drop casting, 

sping coating, y Langmuir-Blodgett, entre otros.24–28  En nuestro caso, el procedimiento 

de autoensamblaje se descartó, ya que la incubación de la muestra en disolventes 

orgánicos podría atacar a la monocapa y en el caso de incubarlo en medios acuosos, tal y 

como se ha mostrado en el capítulo anterior, se espera una reorganización en dominios de 

bicapa con áreas de mica libres.22 Descartada esa metodología, nuestra siguiente opción 

fue el empleo de la técnica LB, ya que ésta posibilita un buen control en la distribución 

de las MNPs, y también permite controlar el grado de recubrimiento, lo que es 

fundamental para el estudio que se va a desarrollar. La Figura 7 muestra una isoterma de 

compresión de las MNPs a 20 ºC. En ella puede observarse que estas MNPs resultan en 

una isoterma presión – área que alcanza presiones superficiales muy altas, es decir estas 

MNPs tienen un claro comportamiento superficial sobre el agua y la cuestión ahora es 

elegir la presión de transferencia óptima para alcanzar un recubrimiento no demasiado 
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alto (que permita distinguir MNPs), pero suficiente como para localizar fácilmente un 

número significativo de MNPs en la superficie y poder realizar estudios estadísticos.  

 

 

Figura 7. Isoterma de presión superficial frente área por molécula para las MNP. Isoterma 

registrada a 20 ºC en una subfase de agua Milli-Q. 

Las MNPs se transfirieron a una presión superficial de 15 mN·m-1 sobre un 

sustrato de mica previamente recubierto por una monocapa de DPPC:COL 1:1, tal y como 

se ilustra en la Figura 8. Se eligió esta presión de transferencia, ya que, el recubrimiento 

superficial obtenido a dicha presión nos pareció óptimo para los objetivos de este estudio.  

 

Figura 8. Proceso de incorporación de las MNPs en las monocapas de DPPC: COL 1:1 
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2.3.1 Caracterización mediante AFM 

Tal como se observa en la Figura 9.a, la transferencia de las MNPs a 15 mN·m-1 

resulta en una distribución homogénea de MNPs; además esas MNPs no forman 

agregados. El recubrimiento superficial de las MNPs inmovilizadas en la monocapa es 

bastante bajo, aproximadamente un 7% del área total, tal y como se observa en el 

histograma de la Figura 9.b. Además, hay que tener en cuenta que la forma de las MNPs 

puede variar si están en suspensión, o si están depositadas sobre un sustrato, ya que 

cuando se ponen en contacto con el sustrato tienden a achatarse, como se ha visto en otros 

trabajos descritos en la bibliografía.29 Es por ello que el valor de altura medio que se 

obtuvo para estas MNPs es de 6-7 nm, lo que indica que dejan de tener forma esférica 

tras inmovilizarlas en la superficie.  

 

Figura 9. (a) Imagen AFM de 1 x 1 µm2 de mica / DPPC:COL 1:1 / MNPs con la 

máscara en azul que indica el área de DPPC:COL que no está recubierta con MNPs. 
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(b) Histograma que muestra el porcentaje promedio de área de sustrato cubierto por 

MNPs. Este histograma se ha realizado en tres zonas de 5 x5 µm2. 

3. Aplicación de campo magnético alterno: estudio del incremento de 

temperatura localizado en las membranas  

Gracias a que las MNPs están distribuidas homogéneamente, con un recubrimiento 

superficial bajo, se puede realizar un estudio detallado e individual de lo que sucede con 

cada nanopartícula tras aplicar un AMF. Al tratarse de un efecto local, y para poder 

realizar una comparativa, se necesita realizar un estudio exactamente en la misma región 

de la muestra. Como no es posible acoplar el equipo de hipertermia al AFM, es 

virtualmente imposible situar la punta de AFM tras la aplicación del AMF en la misma 

región de la muestra explorada antes de aplicar el campo, salvo que tengamos una 

referencia que nos permita volver al mismo lugar de la muestra. Por lo tanto, se tuvo que 

ingeniar una manera de poder marcar el sustrato para ser capaces de volver a la misma 

zona de la muestra. Para ello se emplearon técnicas de litografía, con el objetivo de crear 

patrones de tamaño micrométrico sobre la muestra. La Figura 10 ilustra la metodología 

empleada. Se hizo uso de la litografía FIB (Focused Ion Beam) con iones galio para crear 

los patrones necesarios sobre nuestras superficies. Al utilizar estos iones, la litografía FIB 

puede desgastar la superficie directamente, sin necesidad de utilizar una capa de 

protección. En la sección de materiales y métodos, capítulo 1, se encuentra más 

información.  
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Figura 10. Esquema que muestra los pasos a seguir para posicionar la punta de 

AFM en la misma área de la muestra antes y después de aplicar AMF. 

Con objeto de poder posicionarnos en la muestra y analizar las mismas zonas antes 

y después de aplicar el campo magnético externo, se realizaron dos tipos de marcas 

cuadradas, unas marcas más grandes para que fueran fácilmente identificables con la 

cámara óptica del equipo de AFM, y otras más pequeñas, para ayudarnos a posicionar la 

punta de AFM y poder empezar a realizar barridos topográficos y localizar el área de 

estudio. Para ello, se diseñó una máscara en una membrana de Si3N4 con cuatro marcas 

cuadradas de 30 x 30 µm2, separadas 100 µm que preparadas por indentación con un haz 

de iones FIB (Figura 11, cuadrados 1-4), correspondientes a las marcas más grandes. Para 

las marcas pequeñas, se hicieron marcas análogas, pero, en este caso, de 3 x 3µm2 de 

ancho, y separadas 30 µm entre sí (Figura 11, cuadrados 5-8). Estas últimas marcas actúan 

como referencias internas cuando se escanean las imágenes AFM, es decir, son las que 

nos van a ayudar a conseguir realizar el estudio de la misma región de la muestra. 
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Figura 11. Imagen tomada en el equipo Dual Beam, donde se muestra el patrón de 

marcas cuadradas, diseñado, sobre una máscara de Si3N4. 

A continuación, se llevó a cabo una evaporación sucesiva de Cr (5 nm Cr) seguido 

de Cu (75 nm) sobre la superficie de la mica y a través de la membrana de Si3N4 con las 

marcas. Por último, se realizaron imágenes de AFM de la mica marcada con el patrón 

para verificar que el proceso de evaporación no afecta a la topografía del sustrato de mica. 

La Figura 12.a muestra una imagen, tomada con el microscopio óptico del AFM, del 

sustrato de mica modificado con el patrón de las cuatro marcas cuadradas mencionadas 

anteriormente. Los cuadrados grandes exteriores y los cuadrados pequeños interiores son 

claramente visibles en la imagen. La Figura 12.b muestra una imagen en 3D de AFM de 

un sustrato de mica modificado con el patrón de las cuatro marcas cuadradas. En la Figura 

12.c y 12.d se pueden observar en el perfil de la sección trasversal las dimensiones de las 

marcas cuadradas internas (3,0 µm de ancho y 80 nm de alto). 
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Figura 12. Imagen óptica de 600 x 450 µm2 correspondiente al patrón con las marcas 

cuadradas sobre el sustrato de mica. (b) Imagen en 3D de AFM de dimensiones 50 x 50 µm2 

que muestra el patrón interno. (c) Imagen en 2D de AFM de dimensiones 50 x 50 µm2 que 

muestra el patrón interno. (d) Sección transversal que muestra la altura y las dimensiones del 

patrón con las marcas cuadradas grabadas en la superficie de la mica. 

Una vez preparado de esta manera el sustrato de mica con el patrón de las marcas 

cuadradas y comprobarse por AFM que la zona interior no se vio afectada por el proceso, 

se procedió a transferir la monocapa de DPPC:COL 1:1 a una presión de 35 mN·m-1. En 

el siguiente paso, se transfirieron las MNPs mediante la técnica LB, tal y como se ha 

explicado anteriormente, a una presión de 15 mN·m-1. Se procedió después a caracterizar 
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el sistema mediante AFM tomando imágenes de 50x50, 20x20, 10x10, 5x5 y 2x2 μm2 de 

la región que se ha seleccionado para ser analizada.  

La Figura 12 muestra un ejemplo representativo de los resultados obtenidos antes 

de aplicar un campo magnético alterno. A partir de una imagen de dimensiones 5 x 5 μm2 

(Figura 12.a) se selecciona una imagen de 2 x 2 μm2 (Figura 12.b). Se puede observar 

como las MNPs se distribuyen de manera homogénea sobre la membrana simulada sin 

formar agregados de MNPs.  

 

Figura 12. Imagen topográfica de AFM de (a) 5x 5 μm2 y (b) 2 x 2 μm2 antes de la aplicación de 

un campo magnético alterno. 

 

3.1 Aplicación de un campo magnético: Estudio post-campo 

Se aplicó un AMF (836 kHz, 20,1 kA·m-1 durante un tiempo de 90 min)30, sobre 

el sistema integrado por las MNPs incorporadas en la monocapa de DPPC:COL 1:1, tal y 

como se ilustra en la Figura 13. Cuando se genera el campo, las nanopartículas magnéticas 

absorben la energía de este fenómeno de acoplamiento.7 Para más información de 

hipertermia magnética se encuentra en el capítulo 1 de materiales y métodos. 
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Figura 13. Esquema ilustrativo del proceso llevado a cabo en el sistema mica/DPPC:COL 1:1/ 

MNPs al aplicar un AMF (836 kHz, 20.1 kA·m-1 durante 90 min). 

A continuación, se analizó mediante AFM si se había producido algún efecto en 

la topografía de la membrana simulada que incorpora las MNPs debido a la aplicación 

del campo magnético. La Figura 14 a y b muestran la misma región de la muestra antes y 

después de la aplicación del campo magnético. La presencia de algunos huecos en la 

monocapa (región superior de las imágenes) indica de forma inequívoca que estamos 

explorando exactamente la misma región de la muestra. Además, estos defectos son de 

interés ya que muestran la diferencia de altura entre el soporte base y la película (medida 

mediante perfiles de sección transversal), tal y como se muestra en la Figura 14 c; dicha 

diferencia de alturas es de 2,1 ± 0,3 nm, lo que está en concordancia con lo indicado en 

el capítulo 2,22 es decir, 2,4 nm para el espesor de la monocapa.  

Seguidamente se realizó un estudio estadístico de las diferentes alturas de las 

MNPs antes y después de aplicar AMF. Se puede observar en las imágenes que, una vez 

que se ha aplicado el AMF, la altura correspondiente a la misma MNP (HBH, circulo azul 
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Figura 14.a, HAH círculo rojo Figura 14.b) ha disminuido respecto a la que tenía antes de 

la aplicación del campo magnético alterno.  

 

Figura 14. (a) Imagen representativa de AFM de 2 x 2 µm2 de una mica / DPPC:COL 1:1 / 

MNPs. (b) Imagen AFM de 2 x 2 µm2 de la mica / DPPC:COL 1:1 / MNPs (misma área que a) 

después de la aplicación de un campo magnético alterno externo con una frecuencia de 836 

kHz y una amplitud de campo magnético de 20,1 kA·m-1 por 90 min. (c) Perfiles de sección 

transversal correspondientes a la línea azul en (a) para el sistema inicial y el mismo perfil de 

sección transversal después de la aplicación de la altura del campo magnético alterno (línea 

roja). (d) Esquema gráfico que muestra HAB, altura de la NP antes de aplicar hipertermia 

magnética (e) Esquema gráfico que muestra HAH y que verifica el modelo propuesto para la 

incorporación de las MNPs en la membrana simulada. (f) Histogramas correspondientes a los 

valores de altura obtenidos al tomar secciones transversales de las mismas MNPs antes (azul) y 

después de la hipertermia (rojo) obtenidas de diferentes imágenes de AFM. El resultado de 

restar el valor promedio de la altura de MNPs antes y después de la hipertermia es 2,3 nm.  
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En la Figura 14.f se puede observar el histograma de los valores promedio de 

altura correspondientes a las diferentes distribuciones de los datos de altura obtenidos 

para más de 150 MNPs. Es importante destacar que la diferencia entre la altura promedio 

de las MNPs (medida frente a la superficie DPPC:COL 1:1) antes y después del 

tratamiento de hipertermia magnética es similar a la medida para la altura de la monocapa 

DPPC:COL (frente al sustrato de mica libre). Este resultado indica que cada una de las 

MNPs individuales distribuidas en la superficie de la monocapa se incorpora a la 

monocapa DPPC:COL 1:1 cuando se aplica el AMF externo, tal y como se muestra en el 

esquema de la Figura 14.d y e. Esos resultados corroboran la validez de la hipótesis de 

nuestro trabajo, es decir, la aplicación de un campo magnético alterno resulta en un 

incremento de temperatura localizada en el entorno de la nanopartícula, el cual induce un 

cambio en la fluidez de la membrana y promueve la incorporación de las MNPs en dicha 

membrana. 

Para ahondar en los resultados obtenidos, cuantificando las observaciones arriba 

descritas, se determinó la raíz cuadrática media (RMS) de la rugosidad de las superficies 

estudiadas. Con los valores de RMS de la rugosidad obtenidos para las diferentes regiones 

de la muestra antes y después de aplicar AMF, se obtuvo una disminución significativa 

de dicha rugosidad desde un valor inicial de 0,2 nm (antes de aplicar el AMF) hasta 0,1 

nm (después de aplicar el AMF) tal y como se muestra en la Figura 15. La determinación 

de la raíz cuadrática media de la rugosidad siempre se realizó en áreas de 1,5 x 1,5 µm2 

correspondientes a imágenes AFM sin defectos en la capa.  
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Figura 15. Imágenes topográficas de AFM de dimensiones 1,5 x 1,5 µm2 que muestran los 

valores de topografía y rugosidad (RMS) del sistema mica / DPCC:COL 1:1 / MNPs (a) antes 

de la aplicación de un AMF; (b) después de la aplicación de un AMF. 

Para poder confirmar plenamente la interpretación de los resultados obtenidos, se 

llevó a cabo un experimento de control aplicando un AMF sobre una monocapa de 

DPPC:COL 1:1 sin la presencia de las MNPs. Se puede observar en las imágenes de AFM, 

Figura 16, que la monocapa de DPPC:COL 1:1 después de aplicar un AMF, muestra las 

mismas características topográficas que antes de aplicar campo no habiéndose podido 

identificar cambios en la morfología de DPPC:COL 1:1 debido a la aplicación del AMF. 

Con estas observaciones, se puede estimar que los cambios que se han visto 

probablemente sólo sean atribuibles al calentamiento local inducido por el AMF sobre 

cada MNP. 
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Figura 16. Imágenes topográficas de AFM de 5 x5 µm2 de la mica / DPPC:COL 1:1 (a) antes 

(a) y (b) después de la aplicación de un AMF. 

Al objeto de descartar que las MNPs se hubieran incorporado a la membrana 

simulada por un incremento de la temperatura global en la muestra, se realizaron medidas 

in situ de la muestra controlando la temperatura la temperatura de la misma mediante un 

Peltier en el mismo AFM. En este caso el estudio de los perfiles de altura para el sistema 

mica / DPPC:COL 1:1 / MNPs se llevó a cabo en muestras sujetas a un calentamiento 

progresivo desde temperatura ambiente hasta 40 y 60 ºC. Las muestras estuvieron 

sometidas a estas temperaturas finales durante 90 minutos (el mismo tiempo que se aplicó 

el AMF). Tal y como se muestra en la Figura 17, se puede concluir que un aumento en la 

temperatura global del sistema no da como resultado una incorporación de las MNPs en 

la membrana simulada. Este resultado confirma que el calentamiento local de las MNPs 

que resulta después de la aplicación de un AMF es el responsable de la incorporación de 

las MNPs en la membrana. Además, a la vista de este resultado se puede pensar que el 

incremento de temperatura local inducido por la MNP al aplicar el AMF tiene que ser 

mayor que el alcanzado con el peltier, es decir, de 60 ºC o que al generar un calor 
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localizado la fluidez es local y eso permite la incorporación de las MNPs a la membrana 

en cambio con el calentamiento global, no se fluidiza localmente por lo que el efecto 

observado es distinto. Se quiso llegar a temperaturas más altas con el Peltier pero las 

medidas topográficas de AFM no eran estables, por lo tanto, fue imposible registrar 

imágenes a temperaturas por encima de los 60 ºC. Se realizaron medidas complementarias 

con un horno a temperaturas de 100 ºC, pero al realizar la medida, una vez que se había 

enfriado la muestra no se apreciaron cambios en la altura de las MNPs. 

 

Figura 17. Imágenes topográficas de AFM de 2.0 x 2.0 µm2 y sus correspondientes secciones 

transversales después de un calentamiento progresivo del sistema mica / DPPC:COL 1:1 / 

MNPs a 40 ºC y 60 ºC durante 90 minutos. 

4. Conclusiones 
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En este capítulo se ha demostrado: 

Que la técnica LB resulta muy conveniente para obtener una distribución 

homogénea de MNPs (no agregadas) distribuidas uniformemente sobre la superficie de 

una membrana simulada; posiblemente este hecho viene favorecido por interacciones de 

tipo van der Waals entre la cadena alquílica de los fosfolípidos y colesterol de la 

membrana y la cadena alquílica de las moléculas utilizadas para funcionalizar las MNPs 

(ácido oleico y oleamina).  

Que la utilización de MNPs tiene un papel clave en la generación de un incremento 

de temperatura localizado al aplicarse un AMF que resulta en una fluidización de la 

membrana simulada en la región adyacente a la nanopartícula, fomentando la inserción 

de esta en la membrana. 

Estos resultados demuestran el potencial que estas MNPs tienen como potenciales 

agentes terapéuticos empleando hipertermia magnética y utilizándolos como 

“nanocalentadores”. 
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1. Introducción 

Las membranas celulares son estructuras laminares formadas principalmente por 

fosfolípidos, colesterol, glúcidos y proteínas. Juegan un papel esencial en los organismos 

vivos ya que son las responsables de limitar, dar forma y de actuar como barreras 

permeables entre el interior (medio intracelular) y el exterior (medio extracelular). La 

integridad de la célula va a depender de esa capacidad de separación y del mantenimiento 

del equilibrio entre ambos medios. Además, toda la interacción y comunicación celular 

tiene lugar a través de estas membranas. Son las encargadas de regular la entrada y 

liberación de sustancias entre el citoplasma y el medio extracelular. El estudio exhaustivo 

de estos procesos que tienen lugar se ve dificultado en ocasiones por la elevada 

complejidad del sistema. Por lo tanto, ser capaces de imitar esta membrana celular nos 

permitiría estudiar y evaluar de una manera más sencilla todos estos procesos ocurridos 

entre un agente externo y la membrana a nivel molecular.1,2  

Para comprender mejor la organización estructural, las propiedades mecánicas y 

las funciones de las biomembranas se han creado modelos que logran imitar estas 

membranas celulares. Existen diversos métodos para la fabricación de membranas 

biomiméticas: liposomas, vesículas, monocapas insolubles de Langmuir y bicapas 

lipídicas soportadas sobre sustratos, entre otros. 3–5 Para ello las técnicas Langmuir-

Blodgett y Langmuir-Schaefer constituyen estrategias eficaces para la fabricación de 

membrana celulares a la vez que producen bicapas altamente ordenadas y libres de 

defectos.6,7 Se trabajará con DPPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina) y colesterol (COL), el 

cual es un componente esencial en la membrana de células animales y responsable de su 

fluidez en la transición de fase de las bicapas lipídicas.8–10 

Tal y como se ha podido ver en capítulos anteriores, este sistema nos ha permitido 

estudiar el comportamiento de ambos compuestos entre sí y cómo se organizan cuando 
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están en contacto con un medio líquido. Asimismo, este sistema nos ha hecho posible 

estudiar la interacción de estos compuestos con nanopartículas magnéticas (MNPs). Pero 

nuestro objetivo final es que la interacción que tiene lugar entre las MNPs y los 

compuestos de la membrana celular, sean específicas. Para conseguir inmovilizar las 

MNPs en la membrana celular, se pueden seguir varias estrategias, las más comunes son 

la unión covalente a grupos funcionales presentes de forma natural en las biomoléculas 

de la superficie celular (por ejemplo, aminas o tioles)11 a grupos funcionales presentes en 

la superficie de los nanomateriales. Esta es la estrategia que hemos desarrollado en esta 

Tesis. En este capítulo se muestran los resultados obtenidos mediante la unión covalente 

a través de química clic biortogonal de MNPs funcionalizadas con grupos alquinos a 

grupos azida incorporados en membranas celulares simuladas, tal y como se ha mostrado 

en capítulos anteriores, mediante glicoesfingolépidos (GSL), y reduciendo al máximo 

posible interacciones inespecíficas con las mismas. 

El objetivo final de este trabajo consiste en inducir un calentamiento controlado y 

localizado de la membrana celular usando nanopartículas magnéticas utilizando el calor 

liberado de las MNP unidas covalentemente a la membrana celular, para de esta manera 

intentar conseguir un aumento local de la temperatura que induzca una mayor 

permebilidad de la membrana celular.  

Para conseguir este objetivo, en la preparación de las membranas simuladas, se va 

a utilizar un glicoesfingolípido sintético (GSL), sintetizado por el grupo de Daniel B 

Werz, y cuya estructura está compuesta por un β-D-glucósido y dos cadenas lipídicas 

(2S,3R,4E)-2-(tetracosanamido)-4-octadecene-1,3-diol, dos cadenas hidrocarbonadas de 

diferente longitud que le confieren insolubilidad en agua y favorecen las interacciones 

laterales de van der Waals entre moléculas vecinas. Con objeto de conferirle reactividad, 

el monosacárido incorpora un grupo azida en la posición 6 de su anillo capaz de 
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reaccionar con un grupo alquino mediante química clic. Este grupo azida puede ser 

empleado para su reacción covalente mediante tres mecanismos diferentes de actuación: 

actuando como nucleófilo, electrófilo y a través de reacciones de adición y cicloadición.  

En este último caso, el grupo azida actúa como un dipolo frente al grupo alquino que es 

el dipolarófilo.12 

Desde que, en 2001, K. Barry Sharpless definió el nuevo término de la química 

clic como un “conjunto de reacciones potentes, rápidas, selectivas y de alto 

rendimiento”13, esta estrategia ha sido ampliamente utilizada en múltiples áreas de 

conocimiento entre las que destacan la ciencia de los materiales, la química y la 

biotecnología.14,15 Las reacciones que se engloban dentro del concepto de química clic se 

caracterizan en que son modulares, de amplio alcance, tienen altos rendimientos, generan 

subproductos que son inocuos y se eliminan de una manera sencilla. También son 

reacciones esteorespecíficas y tienen una alta estabilidad fisiológica. Además, este tipo 

de reacciones deben tener condiciones de reacción simples, utilizar reactivos que sean 

fácilmente accesibles y utilizar un disolvente que se pueda eliminar de una manera 

sencilla. Por último, otra característica importante es que deben ser exotérmicas, es decir, 

que no necesiten de un aporte energético externo. Así, estas reacciones ocurren de una 

manera rápida y tienden a producir selectivamente un solo producto. 

Además de todos estos requisitos, en nuestro caso, es importante que sea una 

química clic bioortogonal, es decir, que no interactúe con ninguna funcionalidad 

biológica y que se dé en condiciones fisiológicas y con reactivos no tóxicos. Es por todo 

esto que en esta Tesis se ha seleccionado una cicloadición de azida-alquino para modificar 

químicamente nuestras membranas biomiméticas con MNPs (Figura 1). 
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Figura 1. Cicloadiciones de azida-alquino [3 + 2]. (a) Cicloadición de azida-alquino 

catalizada por Cobre (Cu) de azidas y alquinos terminales para formar 1,2,3-triazoles 

disustituidos en 1,4. (b) Cicloadición de azidas y ciclooctinos (sin la presencia de Cu) para 

formar productos de triazol. 

Este tipo de cicloadiciones pueden llevarse a cabo en presencia o en ausencia de 

Cu(I). En el primer caso (Figura 1.a), la concentración del catalizador de cobre debe 

mantenerse a un nivel suficientemente alto durante toda la reacción. Se suele utilizar 

CuAAC, que es la combinación de Cu(II) con un agente reductor para proporcionar el 

Cu(I) in situ. Por ejemplo, se utilizan CuSO4 o el ascorbato de sodio, ya que son dos 

reactivos económicos y fácilmente disponibles. En presencia de un agente reductor, la 

reacción es menos susceptible a oxidarse y, por lo tanto, puede llevarse a cabo sin 

atmósfera inerte. Sin embargo, esta cicloadición no es bioortogonal, ya que requiere la 

utilización de Cu, que presenta cierta toxicidad. Es por ello que para esta tesis se ha optado 

por la cicloadición azida-ciclooctino (Figura 1.b), que no requiere de cobre ya que emplea 

un ciclooctino en vez de un alquino terminal. La tensión de este anillo permite la 

activación de grupo alquino sin requerir de ningún catalizador. De esta manera, puede 

reaccionar de manera eficiente y selectiva con azidas en mezclas biológicas, incluidas en 

las superficies de células vivas.  
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Es por ello, que en este capítulo se ha empleado este tipo de reacciones, y que para 

ello necesitamos disponer de un grupo azida localizado en la superficie de la membrana 

celular simulada. Esto se ha conseguido a través del empleo de un GSL que incorpora 

este grupo, para que posteriormente reaccione con un grupo ciclooctino presente en las 

nanopartículas funcinalizadas adecuadamente para este fin. De esta manera, al depositar 

las MNPs con el ciclooctino reaccionarán de manera específica con el grupo azida de la 

membrana a través de química clic bioortogonal. 

Hay que tener en cuenta que realizar un marcado covalente y que además sea 

selectivo de biomoléculas concretas, especialmente en células, no es fácil, ya que en el 

entorno biológico están presentes numerosos grupos funcionales además del grupo azida, 

como aminas (NH2) y tioles (SH)11 que pueden interferir con la reacción de química clic 

bioortogonal entre la azida y el alquino.  

En el caso de querer aplicar esta estrategia en células vivas, es necesario realizar 

el marcaje con grupos azida en la membrana celular. Para ello se tendría que utilizar una 

estrategia de modificaciones de las membranas in vivo, llamada ingeniería 

glicometabólica, que permite introducir varios grupos funcionales en el glicocálix de la 

célula mediante el empleo de monosacáridos no naturales incorporando grupos 

funcionales capaces de dirigir reacciones químicas concretas sobre las mismas. Estos 

monosacáridos serán metabolizados por la célula, incorporando en la membrana celular 

estos grupos funcionales. En nuestro caso, se puede utilizar tetraacil N-azidoacetil 

manosamina (Ac4ManNAz, Figura 2). Este monosacárido posee un grupo azida en 

posición 2 y que se encuentra totalmente peracetilado. Este grado de acetilación va a 

favorecer la internalización del mismo en la célula.16 
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Figura 2. Estructura de la N-azidoacetil manosamina tetraacilada (Ac4ManNAz). 

 

Una vez que el monosacárido es internalizado por la célula, se hidroliza por la 

esterasa citoplásmica a N-α-azidoacetilmanosamina (ManNAz). ManNAz se convierte en 

ácido siálico a través de cinco pasos enzimáticos y luego se acopla al final de la cadena 

de azúcar, exponiendo el grupo azida al exterior de la membrana celular12 (Figura 3). El 

objetivo final es unir covalentemente las MNPs funcionalizadas con el grupo alquino a la 

membrana celular a través de química de clic bioortogonal.  

 

 

Figura 3. Unión covalente mediante química “clic” bioortogonal de un grupo alquino 

al grupo azida presente en la membrana celular, incorporado a la célula por ingenería 

glicometabólica. 
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2. Resultados y discusión 

2.1 Caracterización de los diferentes glicoesfingolípidos (GSL) por 

microscopía de ángulo de Brewster (BAM), ATR y RAMAN 

En este capítulo, se han empleado diferentes glicoesfingolípidos GSLs (Figura 4) 

con objeto de poder simular de esta manera la membrana celular y estudiar la eficiencia 

de la química clic sobre la misma. Para ello, el grupo del Prof. Daniel B. Werz (Techniche 

Universität Braunschweig (Alemania)) nos ha proporcionado una colección de estos GSL 

incorporando un grupo azida. Estos GSLs están compuestos por un monosacárido y dos 

cadenas lipídicas. El monosacárido es una β-D-glucosa con un grupo azida o un grupo 

OH incorporado en el carbono 6 del anillo de glucosa. Gracias a esta estructura y que su 

tamaño se asemeje a otros lípidos utilizados en esta tesis como el DPPC 

(Dipalmitoilfosfatidilcolina), los convierte en excelentes candidatos para estudiar el 

comportamiento de los GSLs al ser mezclados con DPPC y colesterol a la hora de formar 

membranas lipídicas. Los dos GSLs empleados son el C48H93NO8 (GSL1) y el 

C48H92N4O7 (GSL3) (Figura 4). 
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Figura 4. Estructura de los glicoesfincolípidos (GSLs). La diferencia entre ambos es que el 

GSL1 (a) tiene un grupo OH en el carbohidrato C-6, en cambio el GSL3 (b) tiene un grupo 

azida N3. 

Para observar cómo se van formando las películas de GSL sobre la subfase, se 

empleó la microscopía de ángulo de Brewster (BAM) de los GSL1 y GSL3. Cuando se 

registran las isotermas π-A se puede hacer simultáneamente imágenes mediante 

Microscopía de ángulo de Brewster (BAM) dándonos información de los dominios que 

se van formando en la interfase aire-agua mientras la película de Langmuir se va 

comprimiendo. En las Figuras 5 y 6 se observa tanto la isoterma de presión superficial 

versus área por molécula del GSL correspondiente como las diferentes imágenes de BAM 

obtenidas a las presiones superficiales indicadas de 8, 15, 25, 35 y 50 mN · m-1. Tal como 

se puede observar, se forman monocapas que no presentan agregados tridimensionales  
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Figura 5. Isoterma presión superficial versus área por molécula e imágenes de microscopía de 

ángulo de Brewster (BAM) de la película GSL1 en agua a 20 ºC. Las imágenes BAM 

corresponden a presiones superficiales de 8, 15, 25, 35 y 50 mN · m-1 
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Figura 6. Isoterma presión superficial versus área por molécula e imágenes de microscopía de 

ángulo de Brewster (BAM) de la película GSL3 en agua a 20 ºC. Las imágenes BAM 

corresponden a presiones superficiales de 8, 15, 25, 35 y 50 mN · m-1 

Con objeto de caracterizar los grupos funcionales presentes en GSL1 y en GSL3, 

se procedió a realizar sus espectros RAMAN y ATR. La espectroscopía RAMAN se trata 

de una técnica fotónica de alta resolución que es capaz de utilizar la interacción de la luz 

con la materia proporcionando espectros característicos de las vibraciones específicas de 

una molécula, y por lo tanto permitiendo identificar los grupos funcionales que ésta 

presenta. Por otra parte, la espectroscopía de reflectancia total atenuada (ATR), utilizada 

como método de muestreo en espectrómetros de infrarrojos por transformada de Fourier 

(FTIR), permite la obtención de un espectro infrarrojo de absorción o emisión que 

proporciona un espectro de reflexión, por el cual es posible realizar una identificación del 

tipo de enlaces y grupos funcionales de los materiales presentes en la muestra. 
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En nuestro caso, ambos compuestos tienen una estructura base similar, con la 

salvedad que el glicoesfingolípido GSL1 posee un grupo hidroxilo (-OH) en el C6 del 

anillo piranósido, mientras que el glicoesfingolípido GSL3 posee un grupo azida (-N3). 

Tal y como se observa en las Figuras 7 se muestran los espectros de RAMAN de ambas 

moléculas y una comparativa del GSL1 y el GSL3. Era de esperar que la diferencia 

principal entre estos dos espectros estuviera en la aparición de una banda en el rango de 

los 2000 cm-1 correspondiente al grupo azida en el caso del GSL3.Tal como se marca en 

la Figura 7.c, esta banda no aparece. Una razón para que esta banda no aparezca en este 

tipo de espectroscopia, es que la molécula contenga un centro de inversión. En ese caso 

las bandas RAMAN y las bandas IR son mutuamente excluyentes, es decir, el enlace 

podrá ser activo en Raman o en IR, pero no en los dos casos. Por otro lado, aquellos 

grupos funcionales con cambios fuertes en sus dipolos, deberían de observarse más 

nítidamente mediante FTIR, mientras que aquellos que tienen cambios débiles o tienen 

mucha simetría, se verán mejor en Raman. 
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Figura 7.a) Espectro de RAMAN del GSL; b) Espectro de RAMAN del GSL3; c) 

Comparativa de los espectros RAMAN para el GSL1 y el GSL3. 

 

En cambio, tal y como se puede ver en la Figura 8 donde se muestras los espectros 

de ATR del GSL1 y GSL3, sí que se observa la banda característica del grupo azida para 

el GSL3 en torno a los 2000 cm-1, confirmándose de esta manera la presencia de este 

grupo funcional en dicha molécula. 

 

 

Figura 8. a) Espectro ATR del GSL1, b) Espectro ATR del GSL3, c) 

Comparativa del espectro ATR del GSL1 y GSL3. 

 

2.2 Estudio interacción GSL-Concanavalina A (ConA) y GSL-PPB (Fosfina-

PEG-Biotina) 

Con objeto de poder inmovilizar nanopartículas magnéticas mediante química 

bioortogonal sobre estas membranas, tal y como se ha comentado anteriormente, se ha 
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trabajado en la incorporación del GSL3, el cual incorpora un grupo azida en la posición 

C6 de anillo de piranosa. Para ello, este glicoesfingolípido se ha incorporado a la 

membrana mediante la fabricación de una monocapa de DPPC:Colesterol 1:1 sobre mica 

depositada por la técnica de Langmuir-Blodgett (35 mN·m-1) tal y como se ha indicado 

anteriormente (Capítulo 3- Preparación y caracterización de membranas celulares 

simuladas). A continuación, se llevó a cabo una transferencia de esta monocapa por la 

técnica de Langmuir-Schaefer a 8 mN · m -1 sobre la monocapa de DPPC: Colesterol 1:1 

(más información en el Capítulo 2. Materiales y métodos).  

Tal y como se puede ver en la Figura 9 en la cual se muestra una imagen 

topográfica de AFM para esta película, se observa la presencia de zonas más oscuras 

correspondientes a mica sin recubrir, alguna región recubierta solo por la capa de 

DPPC:COL, y regiones más externas correspondientes a las regiones recubiertas por el 

glicoesfingolípido. Tras evaluar el nivel de recubrimiento superficial obtenido, se observó 

que prácticamente toda la superficie está recubierta por DPPC:COL, obteniéndose un 

porcentaje de recubrimiento del 90%. Además, en torno al 68% de la superficie está 

recubierta con el GSL3, correspondiente a la zona más clara en la imagen de AFM. Si se 

hace una relación entre ambos porcentajes se obtiene que un 74% de la muestra contiene 

el GSL3 sobre la capa de DPPC:COL. En la Figura 9.c se muestran los diferentes valores 

de alturas obtenidas incluyendo su sección transversal correspondiente.  

 

140



                                                                                                                                                      Capítulo 5 
 

 

Figura 9. a) Imagen topográfica de AFM correspondiente a DPPC:COL 1:1 y el GSL3 

depositado por LS; b)Valores del recubrimiento del DPPC:COL y el GSL3, valores sacados de 

la imagen topográfica; c) sección transversal correspondiente; d) esquema donde se muestra 

las diferentes alturas obtenidas. 

 Con objeto de demostrar que las moléculas de glisoesfingolípido depositadas 

sobre estas capas son funcionales y el GSL3 queda expuesto de una manera adecuada, se 

ha optado por el uso de lectinas. Las lectinas son biomoléculas capaces de reconocer de 

manera específica y reversible determinados carbohidratos.17 

En este caso concreto se ha seleccionado la concanavalina A (ConA), originalmente 

extraída del frijol, Canavalia ensiformis. La ConA fue una de las primeras lectinas 

disponible comercialmente, y se usa ampliamente en biología y bioquímica para 

caracterizar glicoproteínas y otras moléculas que contienen grupos glicosídicos, en 

concreto residuos de glucosa y manosa. También se usa para purificar macromoléculas 
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glicosiladas mediante cromatografía de afinidad de lectina, así como para estudiar la 

regulación inmune por varias células inmunitarias.18,19 Como en la mayoría de las 

lectinas, la ConA está formada por 1, 2 o 4 subunidades dependiendo del pH del medio. 

Cada subunidad tiene un peso molecular de 26.5KDa, cuenta con 235 aminoácidos, es 

muy glicosilada y se une a un átomo metálico, generalmente Mn2+ y un Ca2+. A pH ≥ 7, 

la ConA está en forma de tetrámero,20,21 tal y como se ve en la Figura 10.  

 

 

Figura 10. Estructura de la ConA a pH ≥ 7 donde se observan las 4 subunidades que 

forman parte del tetrámero. Imagen obtenida con Pymol. 

 

Con objeto de identificar la presencia del GSL3 sobre las superficies modificadas, 

se va a emplear esta ConA aprovechando su alta afinidad por manosa y por glucosa.22 

Para ello se incubó la membrana previamente descrita con una disolución de ConA en 

PBS (pH 7,4) durante 5h. Se decidió trabajar a este pH para garantizar que la lectina se 

encontrara en forma tetramérica y de esta manera incrementar su tamaño. En presencia 
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del GSL3, y ya que integra una molécula de β-D glucosa del GSL, la ConA quedará unida 

a este azúcar de manera específica.  

En la Figura 11a se muestran los resultados obtenidos a través de una imagen 

topográfica de AFM. En ella se observa que se ha depositado más material en aquellas 

muestras que presentan GSL3, con un recubrimiento superficial entorno al 60%, 

correspondiendo bastante bien con el recubrimiento del 68% obtenido para la muestra 

con GSL3 (Figura 12b). Por otro lado, también se observa un aumento en la altura de la 

sección transversal, confirmando de esta manera la presencia del GSL3 en la membrana 

preparada. 

 

 

 

Figura 11. a) Imagen topográfica de AFM correspondiente a DPPC:COL 1:1 y GSL3 

depositado por LS incubado 5 horas con ConA en buffer de PBS, b)Valores del recubrimiento 
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de la ConA c) sección transversal correspondiente d) esquema donde se muestra las diferentes 

alturas obtenidas. 

 

Con objeto de poder cuantificar y monitorizar todo el proceso de funcionalización 

de los sustratos, se ha optado por realizar medidas a través de una microbalanza de cuarzo 

(QCM). La QCM nos permite observar cambios de masa con una alta sensibilidad. Esto 

es posible mediante la ecuación de Sauerbrey23 que nos relaciona el cambio de la 

frecuencia de piezoeléctrico, con un cambio en la masa. La microbalanza de cuarzo está 

construida con un disco de cuarzo con dos electrodos en ambas caras, por lo tanto, cuando 

se deposita una cierta cantidad de masa se genera un campo en una frecuencia de 

resonancia. (Para más información de la técnica se encuentra en el capítulo de materiales 

y métodos “Microbalanza de cuarzo”). Gracias a esta técnica podemos verificar si se 

cumple cuantitativamente lo mismo que se observa en las imágenes topográficas de AFM. 

Para ello se caracterizó la muestra del GSL3 con la QCM y se estudió el cambio de masa 

en cada una de las trasferencias.  

 

Tabla 1. Resultados de la diferencia de masa obtenida con la QCM 

 Diferencia de masa en 

µgramos/cm2 

Diferencia de moles/cm2 

Transferencia de 

DPPC:COL 1:1 por LB 

 

∆m = 0,4947 

 

∆m = 8.85 · 10-10 

LS del GSL (con el grupo 

azida) 

 

∆m = 0,2297 

 

∆m =   1,1863 · 10-9 
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ConA (5 h. + Ca 2+) ∆m = 0,5565 ∆m =   2,18 · 10-11 

 

Con estos resultados mostrados en la Tabla 1, se observa que por cada mol de 

GSL, se deposita 0,02 moles de ConA, lo que tiene consistencia con la diferencia en área 

que ocupan las diferentes moléculas, y además se corrobora con las imágenes obtenidas 

de recubrimiento de AFM antes mencionadas. 

Otra forma de demostrar la presencia del glicoesfingolípido 3 en la membrana 

preparada, sería a través del gupo azida que ésta presenta. Para ello se ha empleado la 

molécula fosfina-PEG3 biotina (PPB).  El grupo fosfina reacciona con los grupos azida a 

través de una reacción de Staudinger (Figura 12) mediante ataque nucleófilo del fósforo 

de la fosfina al nitrógeno terminal de la azida, dando lugar a un óxido de fosfina y una 

amina, con desprendimiento de nitrógeno gaseoso.12,24 Gracias a la presencia de biotina 

en el PPB, posteriormente esta biotina podría ser identificada mediante el empleo de 

estreptavidina,25 debido a la alta afinidad de unión que tiene esta con la biotina. En el caso 

particular de esta tesis doctoral, no se va a emplear la estreptavidina, ya que el interés 

radica solamente en la fosfina, el PPB se había utilizado con anterioridad en nuestro grupo 

de investigación.   
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Figura 12. Reacción de Staudinger que se da entre un compuesto que contiene grupo 

azida y la PPB. Imagen Adaptada de Greg T. Hermanson,25 in Bioconjugate Tecniques (Third 

Edition), 2013 

En la Figura 13 se muestran los resultados obtenidos tras la incubación de los 

sustratos de DPPC:COL:GSL1 y DPPC:COL:GSL3 tras su incubación con PPB durante 

30 minutos. Tal y como se muestra en el esquema (Figura 13 c y d), el PPB debería 

reaccionar sólo en el caso del GSL3 a través del grupo azida ahí presente. En el caso del 

GSL1, ya que carece de este grupo, no se debería de dar reacción de ningún tipo. En las 

imágenes topográficas de AFM se puede observar como en la Figura 13.b más estructuras 

tridimensionales sobre las áreas recubiertas por GSL. 
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Figura 13. a) Imagen topográfica de AFM correspondiente a GSL1 incubado en PPB b) Imagen 

topográfica de AFM correspondiente a GSL3 incubado en PPB c) esquema que representa el 

proceso que tiene lugar con el GSL1, el que tiene el OH d) esquema que representa el proceso 

que tiene lugar con el GSL3, el que tiene la azida y que sí que tendría que unirse a la PPB. 

2.3  Incorporación de las MNPs en las películas DPPC:COL + GSL3 con y 

sin alquino.  

Como se ha mencionado anteriormente el objetivo final de este capítulo es anclar 

las MNPs funcionalizadas con alquino al grupo azida que contiene el glicoesfingolípido 

GSL3. Por lo tanto, una vez que hemos comprobado qué dominios de la película de 
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DPPC:COL + GSL3 corresponden al glicoesfingolípido mediante los estudios llevados a 

cabo con la ConA y el PPB, el siguiente paso es incorporar las MNPs a la película. 

Para ello se han seleccionado dos tipos de MNPs, unas derivatizadas con cadenas 

de polietilenglicol (PEG) y grupos ciclooctinos (MNP-alquino) y su control 

correspondiente a la que no se ha incorporado dicho grupo (MNP-control).26–28 (Estas 

nanopartículas han sido mostradas con más detalles en el Capítulo 2-Materiales y métodos 

“Síntesis de las MNPs”). Basándonos en estudios previos de nuestro grupo de 

investigación,29 se han seleccionado dos tiempos de incubación diferentes de las 

nanopartículas con las membranas, 1 y 24 horas. Previamente habíamos visto que la 

cinética de reacción entre el ciclooctino y moléculas derivatizadas con un grupo azida, 

tenía lugar en menos de una hora. Es de esperar, que en el caso de utilizar MNPs 

derivatizadas con ciclooctinos, esta cinética sea más lenta debido al impedimento estérico 

que puede provocar el PEG o que la concentración de los grupos alquino que rodea la 

MNP sea más baja de lo que se tiene en disolución. En la actualidad se está realizando un 

estudio más exhaustivo de esta cinética empleando MNPs y que es objeto de otra tesis 

doctoral.  

La incubación de las MNPs con la membrana de DPPC:COL 1:1 + GSL3  se llevó 

a cabo a una concentración 0.04 mg·mL-1 de Fe, se incubaron una hora o 24 horas en un 

vial, tal y como está descrito en materiales y métodos y después se lavó la muestra con 

abundante agua para quitar cualquier exceso de MNPs, se dejó secar toda la noche y al 

día siguiente se midió por AFM. 

Para poder realizar una comparativa de la incoporación de las MNPs, con y sin 

alquino en la membana de DPPC:COL 1:1 + GSL3, se han seleccionado imágenes de 

AFM de dimensiones 2 x 2 μm2. En la Figura 17.a se observa como las MNPs con alquino 

148



                                                                                                                                                      Capítulo 5 
 

sobre la película de DPPC:COL 1:1 + GSL3 se distribuyen de manera homogénea, sin 

formar agregados. 

 

Figura 17 a) MNPs con alquino incubadas en agua durante una hora sobre la película de 

DPPC:COL 1:1 + GSL3 b) MNPs con alquino incubadas en agua durante una hora sobre la 

película de DPPC:COL 1:1 + GSL3 

Si se compara el recubrimiento superficial de las MNPs incubadas una hora es 

muy diferente si se trata de las MNPs funcionalizadas con alquino o sin alquino. En la 

Figura 17a, la densidad superficial de las MNPs es de 13-14% frente al 0,8% de 

recubrimiento de las MNPs en la Figura 17.b. Hay que tener en cuenta a la hora de analizar 

estos datos que en la Figura 17.b, quizá no se puedan apreciar las MNPs porque tenemos 

una gran cantidad de GSL3 depositado sobre la superficie y nos dificulta el poder observar 

las MNPs. Aun así, si tenemos esto en consideración, una mayor cantidad de GSL3, 

implicaría mayor número de grupos azida en la superficie, por lo que nos llevaría a una 

mayor incorporación de las MNPs. Por lo tanto, se puede verificar que se han incorporado 

una mayor cantidad de MNPs cuando estas están funcionalizadas con el grupo alquino 

produciéndose la química clic bioortogonal.  
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Se realizaron dos pruebas más de control incubando las MNPs con alquino con el 

sustrato de mica y las MNPs incubadas con la monocapa del DPPC:COL 1:1 sin el GSL 

por el mismo procedimiento y tiempo, una hora, lavando con agua cualquier exceso y 

dejando secar a temperatura ambiente y no se observó la incorporación de las MNPs en 

la mica ni en la monocapa de DPPC:COL sin el GSL.  

Pero si aumentamos el tiempo de incubación de las MNPs a 24 horas, se produce 

una adsorción inespecífica de las MNPs sobre la película de DPPC:COL y GSL 3. En la 

Figura 18 se muestran los resultados obtenidos, Figura 18.a corresponde a las MNPs con 

alquino y la Figura 18.b a las MNPs sin alquino y se observa que se han unido MNPs 

inespecíficamente. Por lo tanto, esta reacción tiene que darse a tiempos más cortos, de 

una hora para no tener adsorciones inespecíficas.  

 

Figura 18 a) MNPs con alquino incubadas en agua durante 24 horas sobre la película 

de DPPC:COL 1:1 + GSL3 b) MNPs con alquino incubadas en agua durante 14 horas 

sobre la película de DPPC:COL 1:1 + GSL3 

Aunque sea necesaria una mayor optimización en la funcionalización de las MNPs 

y en la incorporación de estas en las membranas simuladas de DPPC:COL 1:1 + GSL3, 

estos resultados preliminares nos muestran que es posible realizar la química clic 
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bioortogonal en las membranas simuladas consiguiendo la incorporación de las MNPs en 

los grupos azida de la membrana celular.  

3. Conclusiones  

La ConA se ha depositado por afinidad al GSL y se ha identificado que dominios 

de la película corresponden al glicoefingolípido.  

La fosfina-PEG3-biotina (PPB) se ha unido al grupo azida del GSL3, por lo tanto, 

se corrobora que tenemos en la superficie grupos azida que van a poder interaccionar con 

el grupo alquino de las MNPs 

Para realizar el anclaje del grupo alquino de las MNPs con el grupo azida del 

glicoesfingolípido se necesita un tiempo de incubación de una hora, con tiempos de 

incubación mayores se produce una adsorción inespecífica de las MNPs.  

Con estos resultados preliminares se puede concluir que es posible realizar la 

química clic bioortogonal en las membranas simuladas consiguiendo la incorporación de 

las MNPs en los grupos azida de la membrana celular.  
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1. Introducción. Importancia de la curvatura. 

Las membranas biológicas son estructuras laminadas formadas principalmente 

por fosfolípidos, colesterol, glúcidos, proteínas. Son las responsables de conferir 

integridad a la célula y juegan un papel fundamental en muchos de los procesos celulares 

como señalización, ataque de patógenos, respuesta inflamatoria...,1,2 pero, además, 

existen muchos procesos celulares tales como el crecimiento, la división, la movilidad,3–

5 en los que los intermedios estructurales generan curvaturas y las membranas celulares 

experimentan cambios conformacionales. Así mismo en el interior de la célula existen 

estructuras que presentan cierta curvatura como en las membranas plegadas de muchos 

orgánulos, los cilios o las mitocondrias. Además, hay lípidos que están formando parte 

de la membrana celular que están más predispuestos a la curvatura, así como algunas 

proteínas.6  

Se ha demostrado previamente que las membranas celulares son capaces de 

modular sus curvaturas de una manera localizada dependiendo de la concentración de 

lípidos o proteínas que las componen.7,8 Por lo tanto, se pueden generar diferentes 

curvaturas como resultado de las redistribuciones espaciales y formación de dominios.3,4 

Comprender los mecanismos que hay detrás de todos esos procesos celulares y en 

particular el papel que juega la composición química y la distribución de los componentes 

de la membrana, así como el balance de las fuerzas que actúan entre estos componentes 

es esencial. Como resultado de este interés por comprender las fuerzas que operan a nivel 

molecular han surgido los modelos de membranas celulares, tal y como hemos descrito 

ya en capítulos anteriores, así como otras metodologías que incluyen el uso de vesículas 

o polímeros9 en los que es posible tener un mayor control de los procesos que tienen lugar. 
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Las ventajas de utilizar modelos de membrana celulares en lugar de utilizar vesículas 

libres, es la capacidad que tienen las primeras estar soportadas en un sustrato sólido lo 

que permite realizar estudios más exhaustivos de la superficie empleando técnicas 

microscopicas, entre las que se destaca la microscopia de fuerza atómica. Además, al estar 

soportadas en un sustrato, es posible generar defectos en éste mediante unas ondulaciones 

superficiales, con un radio de curvatura o una longitud de onda determina,5 permitiendo 

simular aquellos procesos celulares en los que se generan intermedios con curvaturas.   

En el área de los biosensores y en biotecnología de células y tejidos se ha utilizado 

recientemente la combinación del concepto de membrana lipídica soportada con su 

deposición en sustratos modificados topográficamente.1 Así, la comprensión de la 

formación de los modelos de membrana SBLs (bicapas lipídicas soportadas) sobre 

superficies rugosas tales como sustratos sólidos porosos o sustratos recubiertos con una 

capa de nanopartículas,10 es relevante para avanzar en el diseño de biosensores basados 

en superficies nanoporosas. Otros muchos fenómenos pueden también ser analizados con 

esta metodología como, por ejemplo, estudiar de qué manera las NPs al ser inhaladas 

interaccionan con las capas pulmonares tensioactivas.11,12 Importante también en este 

contexto es la rugosidad del sustrato en la nanoescala, ya que dicha rugosidad aumenta la 

distancia media entre el sustrato y la bicapa y disminuye la energía de adhesión cuando 

las ondulaciones del sustrato son más bajas que la altura de la capa. Además, 

modificaciones en la rugosidad del sustrato también contribuyen a alterar otras 

propiedades físicas. Tradicionalmente, los sustratos se clasifican atendiendo a 3 rangos 

de rugosidad en función de la escala de irregularidades de la superficie del material 

atendiendo al tamaño de las ondulaciones que presenta la superficie: superficies macro-

rugosas (aquellas con ondulaciones desde 100 μm hasta unos pocos milímetros), micro-

rugosas (en el rango de 1 μm a 100 μm), y superficies nano-rugosas (valores por debajo 
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de los 100 nm).13 En nuestro caso, nos vamos a centrar en sustratos que tienen una 

superficie nano-rugosa, es decir, ondulaciones por debajo de los 100 nm.  

Existe un número limitado de antecedentes en este tipo de estudios, entre los que 

nos gustaría destacar las siguientes contribuciones: 

 Babak y colaboradores9  analizaron cómo se ensamblan los lípidos en 

superficies curvas y observaron como en la parte curva del sustrato hay 

una mayor densidad de lípidos, ya que se detectó una mayor intensidad en 

la fluorescencia. De este estudio se concluyó que la organización de los 

fosfolípidos autoensamblados en superficies curvas es función la curvatura 

del sustrato. 

 Swain y colaboradores14  sugierieron que pequeñas periodicidades de la 

superficie topográfica (menos de 31 nm) pueden disminuir 

considerablemente - más de un 10% - la energía de adhesión de la 

membrana en el sustrato. 

 Florence y colaboradores15 depositaron modelos de membranas sobre 

sustratos con ondulaciones nanométricas demostrando que hay una fuerte 

relación entre la curvatura de la membrana y su fluidez. Recuérdese que la 

fluidez, como se ha visto en el capítulo 4 (Efecto de la aplicación de 

campos magnéticos locales sobre nanopartículas magnéticas depositadas 

sobre sistemas modelo de membranas celulares), es una propiedad clave 

para muchas funciones de la membrana celulares, tales como adhesión o 

la señalización. Estos estudios, investigan la relación entre la topografía 

de la superficie y el coeficiente de difusión de los lípidos de las SBLs en 

dos tipos diferentes de superficies rugosas con una amplitud y longitud de 

onda típicas de 20 y 50 nm respectivamente, en vidrio y silicio y 

159



                                                                                                                                                     Capítulo 6 
 

observaron una disminución en el coeficiente de difusión (D) cuando los 

SBLs se depositaron en superficies con una rugosidad entre 0.15 y 0.25 

nm.  

 Florence y colaboradores también15 demostraron que una asimetría en el 

empaquetamiento de los lípidos de la doble capa lipídica puede inducir un 

aumento en los parámetros de orden local: coeficiente de difusión o rigidez 

en membranas con radio de curvatura entre 10 y 40 nm.  

 Tayabeti y colaboradores,16 han demostrado experimentalmente, como al 

aumentar la rugosidad de una superficie decrece el efecto de las fuerzas de 

adhesión y de fricción y por lo tanto los lípidos son menos propensos a 

colapsar cuando se ponen en contacto con el sustrato. 

1.1 La microscopia de fuerza atómica (AFM). Propiedades nanomecánicas y 

nanotribológicas. 

La aparición de nuevas técnicas microscópicas para la caracterización materiales 

y superficies, tales como el AFM han posibilitado un avance significativo en la 

comprensión de los procesos de fricción (o tribología) en la escala atómica 

(nanotribología). El AFM permite estudiar la interacción entre los niveles atómicos de 

dos superficies (fricción), desgaste, lubricación y adherencia.17 

El AFM también permite estudiar propiedades mecánicas y estructurales de los 

materiales en los sistemas biológicos.18–21 A través de AFM-FS (Espectroscopia de 

fuerzas, curvas de fuerza-indentación) se pueden determinar las propiedades mecánicas y 

elásticas de biomateriales  e incluso de células enteras.22,23 Esta técnica nos proporciona 

información útil en sistemas biológicos para poder conocer su comportamiento mecánico 

y como ya se ha visto en capítulos anteriores realizando curvas de fuerza también se puede 
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evaluar cómo es la dureza de un material y poder obtener el valor de su módulo elástico 

en el rango de la nanoescala. 

En capítulos previos de esta tesis doctoral se ha visto cómo se depositan las SBLs 

sobre sustratos de mica (hidrofílica). Para más información en el capítulo de materiales y 

métodos. A lo largo de este capítulo se van a estudiar las SBLs depositadas en sustratos 

planos de silicio, con una hidrofilicidad parecida a la mica, y en sustratos de silicio con 

ondulaciones en su superficie confiriendo nanorugosidad al sustrato. En la Figura 1 se 

puede observar la representación esquemática del estudio que se va a llevar a cabo en este 

capítulo comparando el comportamiento de la bicapa sobre un sustrato de silicio plano 

Figura1.a y sobre un sustrato de silicio nanorugoso (la rugosidad se consigue mediante 

bombardeo de iones con una ondulación de λ=24 nm), Figura 1.b. 

 

Figura 1. Representación esquemática de bicapa de DPPC:COL 1: 1 sobre un sustrato de 

silicio plano (a). Representación esquemática de bicapa de DPPC:COL 1: 1 sobre un sustrato 

de silicio nano-rugoso (b). 

Este último estudio, nos dará una idea más exacta del comportamiento de la 

membrana celular, ya que, por un lado, las superficies con las que interaccionan dichas 

membranas no van a ser planas y, además, las membranas lipídicas adoptan de forma 

natural determinadas curvaturas. Por lo tanto, es fundamental conocer el efecto que tiene 

el sustrato sobre el empaquetamiento de los lípidos y averiguar cómo crece la bicapa sobre 
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sustratos que presentan cierta rugosidad, u ondulaciones a escala nanométrica. Al utilizar 

moléculas anfiflicas se puede estudiar en detalle cómo se van reorganizando y conocer la 

capacidad que tienen los fosfolípidos para ensamblarse en diferentes sustratos, o bien 

planos o que presenten patrones con unas ondulaciones determinadas.  

La densidad de empaquetamiento de los lípidos sobre el sustrato va a depender 

tanto de su carácter hidrofóbico o hidrofílico como de su rugosidad.  

En este capítulo se va a analizar el impacto de la nano-rugosidad de los sustratos 

en los modelos de membrana, estudiando las propiedades nanomecánicas y 

nanotribológicas de los SLBs. Se estudiará también la evolución temporal de una 

monocapa homogénea hasta una bicapa completa cuando la primera se expone a un 

medio. Los sustratos nano-rugosos han sido preparados mediante bombardeo de iones de 

baja energía con una longitud de onda de λ=24 nm. Se siguió la metodología utilizada por 

el Dr. Adrian Keller24 donde se modifica la superficie de la oblea de Si (100) mediante 

bombardeo iónico. Estos sustratos nanorugosos presentan una diferencia de altura entre 

picos y valles, es decir, entre la parte más alta y más baja de la ondulación, de 2 nm. Este 

valor de altura estaría razonablemente cerca de la longitud teórica de las moléculas de 

DPPC (aprox. 2,4 nm).25 En relación a esta longitud del DPPC se considera que tiene una 

cadena larga frente a otros lípidos similares por ejemplo el DMPC, esto es importante a 

la hora de tener en cuenta los resultados, ya que cuanto más larga sea una cadena de 

lípidos puede permitir el desacoplamiento de la rugosidad y el efecto de la altura de la 

bicapa.  

En consecuencia, se espera que tanto la interacción de la cadena lateral 

intermolecular, las interacciones entre el sustrato y la membrana compuesta por 
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fosfolípidos y colesterol muestren diferencias con las interacciones reportadas para 

superficies atómicamente planas.  

Antes de comenzar con el apartado de resultados y discusión hay destacar que los 

sustratos fueron realizados por el grupo de Adrian Keller en Paderborn, Alemania. Las 

transferencias se realizaron en el Instituto de Nanociencia y Materiales de Aragón 

(INMA) y los resultados de AFM se han realizado durante mi estancia doctoral en 

Paderborn con el microscopio de fuerza atómica de alta velocidad (High-speed AFM), 

nombrado en el capítulo 1-materiales y métodos) 

2. Resultados y discusión  

2.1 Caracterización fisicoquímica de películas de DPPC:COL 1:1 sobre sustratos 

de Si 

Se transfirió una monocapa de DPPC:COL 1:1 mediante Langmuir-Blodgett a una 

presión superficial de 35 mN·m-1 sobre la superficie de una oblea de silicio (100) tratada 

con plasma de oxígeno para conseguir un sustrato limpio, hidrófilo y atómicamente plano. 

En este estudio se registraron imágenes AFM del sustrato antes (sustrato limpio) y 

después de transferir la monocapa, tal y como se muestra en la Figura 2.  

163



                                                                                                                                                     Capítulo 6 
 

 

Figura 2. Imágenes de AFM de 1,0 x 1,0 µm2 de una oblea de Si tratada con plasma de oxígeno 

(a) y después de la transferencia de una monocapa de DPPC:COL 1:1 por Langmuir-Blodgett 

a una presión de transferencia de 35 mN·m-1 (b). Sección transversal representativa para: el 

silicio (c) y la monocapa de DPPC:COL 1:1 (d)  

Como se puede observar en la Figura 2, se ha formado una monocapa de 

DPPC:COL 1:1 ordenada en la que no se observan ni huecos ni estructuras 

tridimensionales.  

La disposición de las moléculas de DPPC y colesterol ensambladas por LB sobre 

la superficie de silicio plana provocó un cierto aumento en la rugosidad (Tabla 1). Por el 

contrario, la presencia de la monocapa DPPC:COL disminuye notablemente la rugosidad 

registrada para los sustratos de Si nano-rugoso (λ = 24 nm). Este hecho puede explicarse 
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considerando la altura de las ondulaciones que permite que las moléculas de DPPC y COL 

se ensamblen en las ondulaciones, disminuyendo así las diferencias de altura. 

Tabla 1. Diferentes muestras estudiadas y su rugosidad RMS correspondiente. 

Muestra Rugosidad RMS (Rq)/ nm 

Silicio (plano) 0.22 ± 0.02 

Silicio (plano) + DPPC:COL 1:1 0.31 ± 0.04 

Silicio nanorugoso (λ = 24 nm) 0.76 ± 0.07 

 Silicio nanorugoso(λ = 24 nm) + DPPC:COL 1:1 0.48 ± 0.11 

 

En la Figura 2.b, se ha realizado una sección transversal de la muestra en la región 

en la que hay un defecto en la monocapa (una pequeña área sin cubrir), lo que permite 

calcular la altura de la capa sin necesidad de hacer un raspado con la punta de AFM 

(asumiendo que realmente esta zona es mica desnuda); el espesor así obtenido es de 

aproximadamente 2,1 nm. Este valor no se aleja de la longitud molecular obtenida en el 

capítulo 2- Preparación y caracterización de membranas celulares de 2,4 nm). Esta 

variación en la altura puede ser debida a la dificultad de la punta en llegar a tocar el 

sustrato en este pequeño defecto. Por lo tanto, se puede concluir que se ha depositado una 

monocapa de colesterol y DPPC, altamente empaquetada y libre de poros y defectos 

tridimensionales.  

Cuando sobre un sustrato de silicio nanorugoso se transfiere una monocapa de 

DPPC:COL 1: 1, Figura 3b, los dominios moleculares depositados parecen seguir la 

topografía de la superficie del sustrato, pero aumentando el grosor de las ondulaciones y 

disminuyendo la altura de pico a valle. Este último fenómeno puede explicarse mediante 

el esquema que se muestra en la Figura 1b de este capítulo. 
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Figura 3. Imágenes de AFM de 1,0 x 1,0 µm2 de una oblea de Si modificada por bombardeo 

iónico antes (a) y después de ser modificada con una monocapa de DPPC:COL 1:1 por 

Langmuir-Blodgett a una presión de transferencia de 35 mN·m-1 (b). Sección transversal 

representativa de una imagen AFM correspondiente a: un sustrato de silicio modificado por 

bombardeo i asquema que semonocapa de DPPC:COL 1:1 sobre el sustrato (d) donde se 

observa la rugosidad media y el espesor de la capa de fosfolípidos. 

Con el objetivo de obtener información sobre la orientación de las moléculas en 

la monocapa sobre las superficies de silicio se realizaron medidas de espectroscopia de 

absorción por reflexión infrarroja con modulación de polarización (PM-IRRAS). En 

particular, esta técnica se utiliza para determinar los ángulos de inclinación de las 

moléculas ensambladas con respecto a la normal a la superficie. La configuración del 

PM-IRRAS utilizado permite la detección simultánea de la suma y la diferencia de 

reflectividades de dos haces infrarrojos polarizados (mutuamente perpendiculares) en las 
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direcciones perpendicular (s) y paralela (p) a la normal a la superficie cuyas direcciones 

están definidas por el plano definido por la luz incidente y la reflejada, tal y como se 

describe en la Figura 5. Así, tras la reflexión en superficie, para la polarización s, los 

haces incidente y reflejado interactúan destructivamente en la superficie. Por el contrario, 

para la polarización p, aquellas moléculas activas en IR que están adsorbidas sobre una 

superficie metálica, los haces incidente y reflejado interactuarán constructivamente en 

superficie tras la reflexión, lo que resulta en un campo eléctrico de superficie exaltado 

que hace que la luz p-polarizada sea la adecuada para la detección de especies presentes 

sobre la superficie de interés. Mientras, las moléculas presentes en un entorno gaseoso (o 

líquido) isotrópico exhibirán interacciones constructivas frente a la luz IR polarizada p y 

s. Por lo tanto, es posible obtener un espectro de absorción IR específico de la superficie. 

 

Figura 5. Esquema con los principios básicos en los que se basa la técnica de PM-IRRAS. 

(Adaptado de Wikimedia Commons) 

En la Figura 6 se muestran los distintos modos vibracionales correspondientes a 

una molécula de DPPC debido a los grupos metilos y metilenos de las cadenas alquílicas, 

del grupo colina (sales cuaternarias de amonio que contienen el catión N,N,N- 

trimetiletanolamina) y del grupo fosfonato presentes en la misma.  
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Con vistas a la determinación de la orientación de las moléculas de DPPC frente 

a la normal a las superficies de Si por medio de PM-IRRAS, se tendrán fundamentalmente 

en cuenta las vibraciones de tensión de los grupos metilo y metileno de acuerdo con la 

metodología publicada por Thissen y colaboradores.26 Este valor corresponde al 

promedio de las orientaciones del conjunto de moléculas que se miden por medio de PM-

IRRAS. 

 

Figura 6. Esquema con las diferentes vibraciones tensión C-C y C-H de una molécula de DPPC 

inmovilizada sobre un soporte sólido. Esta imagen ha sido adaptada de 26 y la figura 3D del 

DPPC, de Avanti Polar Lipids.  

En la Figura 7 se muestran los espectros PM-IRRAS correspondientes a la 

monocapa DPPC:COL 1:1 en Si (100) y Si nanorugoso (λ = 24 nm), obtenidos al aire.  
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Figura 7. Espectros PM-IRRAS correspondientes a una oblea de Si tratada con plasma de 

oxígeno (a) y una oblea de Si modificada por bombardeo iónico con λ=24 nm (b) después de 

haber sido modificada con una monocapa LB de DPPC:COL 1: 1 transferida 35 mN·m-1. El 

ángulo de inclinación estimado para las moléculas de DPPC se muestra en el gráfico 

correspondiente.  

En la Figura 7 se indican las asignaciones de las bandas de vibración de tensión 

asimétricas y simétricas de -CH2 y -CH3. Los espectros muestran cuatro bandas 

prominentes identificadas en la literatura como los modos de estiramiento del metileno 

(CH2) y del metilo terminal (CH3). Los modos de estiramiento asimétrico y simétrico del 

–CH3 aparecen en la región de 2960 y 2870 cm-1, respectivamente. Los modos de 

estiramiento simétrico y antisimétrico del –CH2 aparecen en las regiones de 2850 y 2920 

cm-1, respectivamente.  

Teniendo en cuenta las relaciones de intensidad de CH2 y CH3 se puede cuantificar 

el ángulo de inclinación (θ) frente a la normal a la superficie estimado para las moléculas 

de DPPC en la monocapa de acuerdo al procedimiento seguido por Thissen y 

colaboradores.26 Estos ángulos se muestran dentro de las gráficas en la Figura 7. La 

cuantificación de estos ángulos se obtiene mediante cálculos geométricos considerando 

la interacción del vector campo eléctrico con el vector momento dipolar de transición 
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correspondiente a la vibración considerada. Concretamente, se utiliza la relación entre la 

intensidad máxima del grupo CH3 y CH2 mediante esta fórmula:  

                           (Ec 1) 

Donde I corresponde a la intensidad de las bandas de vibración CHx 

correspondientes, n es el número de grupos metilenos en la cadena de alquilo y α es el 

ángulo entre el eje de la cadena del alquilo y la normal a la superficie. 

Los ángulos de inclinación de la cadena alquílica respecto a la normal a la 

superficie estimados a partir de los espectros de PM-IRRAS son notablemente más altos 

para la superficie de silicio nano-rugoso frente al silicio plano. Este hecho puede 

atribuirse a la superficie curva de las ondas que evita que las moléculas de colesterol y 

DPPC se empaqueten de la misma forma que en el sustrato plano.  

2.2. Evolución de la monocapa DPPC:COL 1:1 cuando se expone a un medio líquido.  

En el capítulo 1 se ha estudiado en detalle cómo se comporta el DPPC:COL 1:1 

cuando se pone en contacto con un medio líquido, bien sea agua o una disolución tampón 

y se observa como el sistema va evolucionando de una monocapa a una bicapa con un 

recubrimiento de las islas de bicapa de aproximadamente 50%.25 Los distintos estados 

intermedios de la transición de monocapa a bicapa se identificaron midiendo la altura de 

los dominios conforme se iban formando. Este capítulo retomamos este tema de 

transición monocapa a bicapa cuando la primera es expuesta a un medio líquido, pero 

analizando el proceso en un sustrato de silicio plano y de silicio nanorugoso. La Figura 8 

muestra una secuencia de imágenes AFM representativas registradas para la monocapa 

DPPC:COL 1:1 transferido sobre una superficie de silicio plano para diferentes tiempos 

de inmersión. Estas imágenes fueron tomadas con un AFM de alta velocidad en la 
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Universidad de Paderborn, por lo que se pudo observar a tiempo real, como se iba 

formando la monocapa a bicapa. Para ver en tiempo real como se va formando la bicapa, 

puede escanearse el código QR con la cámara del móvil o Tablet y así enlazar con el 

vídeo* 

*Los pasos son: Paso1: Abra la cámara desde la pantalla de bloqueo o tocando 

el icono correspondiente en la pantalla de inicio en el móvil o tablet. Paso 2. Enfoque el 

código QR y sujete el dispositivo durante dos o tres segundos sin moverlo. Paso 3 Haga 

clic en la notificación para acceder al contenido del código QR. 
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Figura 8. Imágenes AFM de 5,0 x 5,0 µm2 de una oblea de silicio plano modificado con una 

monocapa LB de DPPC:COL 1: 1 transferida a 35 mN·m-1 después de la exposición a HEPES 

10 mM para diferentes tiempos de inmersión: 1 min (línea negra), 10 min (rojo), 20 min (azul), 

40 min (morado) y 60 min (verde). Se muestran debajo de cada imágen las correspondientes 

secciones transversales para mostrar el espesor de la película.  

Después de un solo minuto, ya se detectan defectos en la monocapa. El sistema 

evoluciona de forma similar a la observada para una monocapa DPPC:COL en mica, 

explicada en detalle en el capítulo 1, y donde vimos que la monocapa se reconvierte a 
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bicapa. La altura creciente de estos parches bicapa observados en los perfiles de sección 

transversal de las películas sobre silicio plano (Figura 8) confirman un sustrato similar al 

observado en mica. 

Para poder confirmar que las moléculas de DPPC y colesterol sobre la superficie 

del sustrato van incorporándose progresivamente en una segunda capa cuando la muestra 

está inmersa en un medio líquido, se ha llevado a cabo un estudio de recubrimiento 

superficial. Para ello se ha utilizado la herramienta de análisis superficial denominada 

Bearing Analysis, dentro del software del programa de tratamiento de datos del AFM, 

fijando el umbral de altura entre el máximo valor teórico posible para la monocapa y el 

medido experimentalmente para la bicapa. Aunque dichos resultados no pueden ser 

extrapolados directamente (para ello se debería trabajar con imágenes de menor 

magnificación y mayor estadística), sí que permiten ilustrar el modelo propuesto para la 

evolución de monocapa a bicapa observado cuando las moléculas de DPPC y colesterol 

se ponen en contacto en un medio líquido, o bien agua o una disolución tampón 10 mM 

en HEPES (pH 7,4). Estos estudios de recubrimiento se ilustran en la Figura 9. Se obtuvo, 

después de una hora de inmersión, un recubrimiento del 34%. En las imágenes de AFM 

el área coloreada en azul equivale al sustrato desnudo tras la reorganización de la 

monocapa, es decir, a las regiones no recubiertas por el DPPC y colesterol. Los 

porcentajes indicados en la figura corresponden al porcentaje del sustrato recubierto por 

la película.  
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Figura 9. Imágenes AFM de 5,0 x 5,0 µm2 de una oblea de Si tratada con plasma de oxígeno 

con una monocapa LB de DPPC:COL 1:1 transferida a de 35 mN·m-1 después de la incubación 

a HEPES 10 mM para diferentes tiempos de inmersión: 1 min, 10 min, 20 min, 40 min y 60 min. 

Los valores de recubrimiento de la superficie correspondiente se representan en % en cada 

imagen AFM. El fondo sombreado en azul representa las regiones no cubiertas por el DPPC y 

el colesterol.  

Se ha realizado el mismo experimento, pero esta vez usando un sustrato de silicio 

nanorugoso. Las imágenes topográficas de AFM se muestran en la Figura 10 y 11. 
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Figura 10. Imagen de AFM de 1.0 x 1.0 µm2 de una monocapa LB de DPPC:COL 1:1 

transferida sobre un sustrato de silicio nanorugoso (λ=24 nm) por LB a una presión de 

transferencia de 35 mN·m-1 después de la exposición a HEPES 10 mM para un tiempo de 

inmersión de 20 min. Con sus correspondientes secciones transversales en tres zonas diferentes 

de la muestra para mostrar la rugosidad media y el espesor de la capa de fosfolípidos.  
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Figura 11. Imágenes de una monocapa LB de DPPC:COL 1:1 transferida sobre un sustrato de 

silicio nanorugoso (λ=24 nm) transferida a 35 mN·m-1 después de la exposición a HEPES 10 

mM para diferentes tiempos de inmersión: 20 min, 40 min y 60 min. Con sus correspondientes 

secciones transversales en tres zonas diferentes de la muestra para mostrar la rugosidad media 

y el espesor de la capa de fosfolípidos  

 

Tal y como se puede observar en la Figura 10 y 11, se produce cierta desorción de 

las moléculas del DPPC y colesterol de la superficie de silicio nanorugosa cuando la 

monocapa se expone a la disolución tampón. Se han realizado diferentes perfiles de 

sección transversal, representados en la Figura 10, la primera sección transversal, con la 

línea negra, nos sirve para mostrar que la longitud de onda de la superficie inferior se 

mantiene constante incluso después de la exposición al medio líquido  una vesícula de 

DPPC:COL cuyo tamaño y altura aumentan con el tiempo, atrapando moléculas de la 

interfase sólido-líquido (sección transversal 2, rojo) y, finalmente, una partícula de 

DPPC:COL que se disuelve para aumentar los tiempos de inmersión (sección transversal 

3, azul). Si nos fijamos en la partícula 2 (línea roja en la Figura 10) corresponde a la 

misma en la Figura 11 a tiempo 20 minutos. Se ha etiquetado de esta manera para poder 
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observar como varía esa vesícula a medida que el tiempo de incubación es mayor, se 

puede ver como las dimensiones van aumentando, alcanzando un valor estimado de 

aproximadamente 4 nm en el centro de la partícula después de 60 min. Esta cifra sería 

ligeramente inferior a los valores de altura que podrían registrarse para los dominios de 

bicapa en las muestras anteriores, con el sustrato de silicio plano. 

En este caso, debido a la mayor rugosidad del sustrato resulta imposible una 

estimación del grado de recubrimiento de la superficie, por lo que no se ha podido llevar 

a cabo para estas muestras. Pero observando las imágenes topográficas de AFM se puede 

confirmar que la rugosidad del sustrato parece jugar un papel importante en el mecanismo 

de autoensamblaje de las membranas lipídicas soportadas en la superficie. 

2.3 Propiedades nanomecánicas 

Para obtener las propiedades nanomecánicas se han registrado curvas de fuerza-

indentación en las áreas de bicapa obtenidas en las superficies de silicio plano y de silicio 

nanorugoso a través de la fuerza de ruptura o breakthrough force (Fb) (ya comentada en 

el capítulo 2-Preparación y caracterización de membranas celulares simuladas). Estas 

curvas de fuerza-indentación se obtienen cuando una punta AFM se pone en contacto con 

la superficie modificada inmersa en una disolución electrolítica.  

La hipótesis de trabajo inicial era que la ondulación de los sustratos nano-rugosos, 

llegue a ejercer una influencia notable en las interacciones intermoleculares de las 

cadenas laterales de los fosfolípidos alterando así su fuerza de rotura.27,28 

En la Figura 12 se presenta una curva característica de fuerza-distancia obtenida 

de la película DPPC:COL 1:1 expuesta a la disolución de HEPES 10 mM.  
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Figura 12. Curvas de fuerza-distancia representativas para las películas LB de DPPC:COL 1:1 

sobre silicio plano durante 60 min de inmersión en HEPES 10 mM. Los recuadros en color gris 

muestran rasgos característicos de las curvas de fuerza-distancia explicados con más detalle en 

el esquema realizado debajo de la curva. 

Se pueden distinguir tres rasgos característicos en las secciones de aproximación-

retracción de la curva fuerza-distancia: fuerza de aproximación, correspondiente a la línea 

negra, (i), interacción inespecífica de la punta (rojo) (ii) y fuerza de ruptura, y fuerza de 

ruptura debido al nanotubo generado con la bicapa (sombreado en gris) (iii). La fuerza de 

ruptura debido al nanotubo tiene lugar cuando la punta toca la membrana y se retrae, la 

punta arrastra la membrana consigo formando una estructura tubular, tal y como se 

observa gráficamente en el esquema de la Figura 12. Hasta ahora hay pocos estudios sobre 

la aparición de fuerzas debidas al nanotubo de equilibrio en el caso de moléculas 

adsorbidas reversible e inespecíficamente sobre la superficie. Sanz y colaboradores29 

atribuyeron estas fuerzas a la formación de nanotubos de dos capas cuando la punta se 

retrae de la superficie.  
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El área sombreada de la Figura 12 corresponde a la aproximación de la curva 

fuerza-distancia. En este punto se puede observar la fuerza de ruptura (Fb), que representa 

el valor máximo de fuerza que estas membranas son capaces de resistir antes de romperse 

por la punta del AFM.  

En consecuencia, Fb se ha asociado ampliamente con la magnitud de la fuerza de 

interacción lateral que surge entre moléculas vecinas, es decir, interacciones de van der 

Waals entre cadenas de alquilo, así como interacciones de grupos de cabeza zwiteriónicos 

de unión a moléculas de cationes y agua. En la Figura 13 se presentan curvas 

representativas de fuerza-distancia de aproximación que muestran el paso característico 

asociado a la indentación mecánica de la SBLs.  
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Figura 13. Curvas de carga fuerza-distancia representativas para las películas DPPC:COL 1:1 

sobre silicio plano (izquierda) y silicio nanorugoso (λ = 24 nm) (derecha) para los tiempos de 

inmersión indicados en las gráficas.  

No se pudieron deducir diferencias particulares entre el sustrato de silicio plano y 

el nanorugoso a partir de las curvas extraídas tanto en el centro como en el borde de los 

dominios de bicapa. En cambio, sí que se observa que los valores de fuerza de ruptura 

son más altos para el sustrato plano lo que se atribuye a un mejor empaquetamiento de la 
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película. Además, hay que destacar que se han obtenido valores de fuerza de ruptura más 

bajos para las superficies planas de silicio en comparación con los determinados para los 

sustratos de mica, (estos valores están recogidos en detalle en el capítulo 2-Preparacióm 

y caracterización de membranas celulares). Esto podría estar relacionado con una menor 

interacción de la molécula con el sustrato y con una peor interacción entre las cadenas 

lipídicas, es decir, peor empaquetamiento, en los dominios de la bicapa. 

3.  Conclusiones  

Se ha realizado un estudio para conocer cómo afecta el empaquetamiento del 

DPPC y Colesterol sobre un sustrato de silicio plano y otro sustrato de silicio nanorugoso, 

es decir, mismo material en ambos casos (silicio) pero presentando diferente rugosidad, 

el sustrato de silicio plano con una RMS prácticamente cero y un sustrato nanorugoso que 

presenta unas ondulaciones debidas a un bombardeo de iones con una λ= 24 nm. Se ha 

obtenido que la rugosidad del sustrato juega un papel importante en el mecanismo de 

autoensamblaje y estabilización de las membranas lipídicas. Todas estas imágenes se han 

hecho con AFM de alta velocidad por lo tanto se ha podido observar a tiempo real como 

se iban autoesamblando las moléculas de DPPC y Colesterol hacia dominios de bicapa, 

obteniéndose para sustratos de silicio planos, dominios tipo islas y para los sustratos de 

silicio nanorugoso, dominios tipo vesículas. 

Se ha observado mediante PM-IRRAS como iban variando las bandas del CH2 y 

del CH3 dentro de la cadena de fosfolípidos a tiempo real, por lo tanto, permite conocer 

como es el proceso de autoesamblaje.   

No se pudieron deducir diferencias particulares de las curvas extraídas tanto en el 

centro como en el borde de los dominios de bicapa, ni en el silicio plano ni en el silicio 
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nanorugoso. Sin embargo, se han obtenido valores más bajos para las superficies lisas de 

silicio en comparación con los que podrían medirse para superficies de mica. 

El AFM, se puede utilizar para proporcionar una visión más física de los 

mecanismos microscópicos involucrados en el descenso de la movilidad lipídica en 

superficies rugosas. El control de la rugosidad a la nanoescala nos abre un camino para el 

estudio de los lípidos y proteínas y la formación de sus dominios en los intermedios 

estructurales en los que se forman curvaturas.  
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1. Introducción. Mecanobiología  

En los últimos años ha aparecido con mucha fuerza una nueva disciplina en la 

literatura científica: la mecanobiología. Esta es una ciencia multidisciplinar que estudia 

el comportamiento de los sistemas biológicos cuando se someten a estímulos mecánicos, 

habiéndose erigido como una nueva línea de investigación en el ámbito de la 

nanotecnología y de la biología.1,2 

Comprender como los sistemas biológicos responden a los estímulos mecánicos 

es esencial para ser capaces de describir y comprender las bases de muchos procesos que 

tienen lugar en dichos sistemas, ya que no solo hay que considerar las señales bioquímicas 

sino también las señales físicas. En este contexto, el estudio de las propiedades mecánicas 

representa una herramienta esencial para conocer en profundidad los mecanismos que 

operan en la materia biológica blanda, como células, tejidos y membranas.3,4 En el caso 

concreto de las células, se ha establecido una relación entre su elasticidad y su estado 

fisiológico y patológico.5–7 Así, se ha demostrado que los estímulos mecánicos juegan un 

papel muy importante en la diferenciación y desarrollo celular, ya que la carga mecánica 

provoca cambios fisiológicos e incluso patológicos que afectan a la proliferación celular 

y a los genes de la matriz extracelular. Además, existen muchos tipos de enfermedades 

relacionadas con efectos mecánicos, por ejemplo, la aterosclerosis, la fibrosis o el 

cáncer.8–11 

Se ha observado que las células de los tejidos biológicos están continuamente 

sometidas a estímulos físicos, entre los que se destaca la compresión. La importancia de 

estos estímulos mecánicos en el comportamiento de las células es un campo de estudio 

muy prometedor. Se ha comprobado que la naturaleza de estas fuerzas varía en función 

del estado de la célula, y así por ejemplo células cancerígenas responden a estos estímulos 
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de manera diferente a células sanas. Además, una célula es capaz de reaccionar frente a 

ese estímulo mecánico de diversos modos tales como cambiando su forma o apariencia.10 

Asimismo, hay estudios que han observado que determinadas células madre tienden a 

diferenciarse en diferentes tipos celulares en función de la rigidez de su entorno. La 

apoptosis, o la muerte celular programada, y la división celular son funciones básicas del 

mantenimiento de los tejidos y se ha demostrado que también se ven afectadas por señales 

físicas.12 

El interés por entender los procesos biológicos y el comportamiento mecánico de 

las células ha ido en relación con el creciente auge de fabricación de modelos más simples 

que simulen una membrana biológica, en vez de la utilización de sistemas reales, los 

cuales son mucho más complejos de estudiar. Atendiendo a los objetivos de esta tesis 

doctoral, en este capítulo. nos vamos a centrar en membranas lipídicas soportadas, ya que 

son sistemas más sencillos que permiten estudiar las interacciones entre los componentes 

que forman la membrana y las interacciones de éstos con otros agentes externos como 

fármacos o nanopartículas.13–15 Además, se pueden caracterizar de una manera más 

sencilla mediante diferentes técnicas de superficie16 como la microscopía de fuerza 

atómica (AFM).  

1.1 La microscopia de fuerza atómica (AFM) y el módulo de Young 

La microscopía de fuerza atómica (AFM) se ha convertido en una técnica de 

caracterización de superficies muy útil para este tipo de modelos debido a la alta 

resolución que se puede alcanzar, especialmente en entornos líquidos con temperaturas 

controladas.17,18 Las imágenes de AFM de películas blandas pueden mostrar desde 

morfologías homogéneas hasta separación de fases entre los componentes,19–21 y pueden 

aportar información sobre las interacciones moleculares que tienen lugar entre los 
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componentes de la membrana.22–24 Además, es posible obtener imágenes de AFM con 

resolución molecular y sub-molecular de membranas lipídicas.25–27 También, con el modo 

dinámico de AFM de amplitud modulada (AM-AFM) se han podido estudiar las capas de 

hidratación que existen en la interfaz agua-lípido.28 Mediante AFM es posible obtener 

propiedades nano-mecánicas de los materiales en la escala nanométrica.29–33 Así, 

mediante espectroscopia de fuerza AFM (AFM-FS) se determina la fuerza necesaria para 

romper la membrana, estando esta fuerza directamente relacionada con la interacción 

lateral entre las moléculas de lípidos;34 por tanto, aporta información sobre la estabilidad 

mecánica de un modelo de membrana en un entorno líquido específico.35 Además, se 

pueden extraer otros parámetros físicos relevantes como el módulo de Young de la 

muestra y la fuerza de adhesión.36 

En este capítulo nos vamos a centrar en el módulo de Young, que es un parámetro 

que caracteriza las propiedades de los materiales elásticos y depende de la dirección de la 

fuerza aplicada. Para entender mejor el concepto de módulo de Young, recordemos que, 

dado que la materia no es rígida, la fuerza por unidad de superficie sobre un sólido es la 

denominada tensión o esfuerzo, σ, (cuantificada en unidades de presión, por ejemplo, en 

Pascales o N·m-2) y la distorsión unitaria que resulta en el sólido se denomina 

deformación, ε, que es adimensional, ya que corresponde al cambio de longitud con 

respecto a la longitud inicial. Cuando se somete un sólido a un esfuerzo, dicho sólido 

sufre una deformación y si el sistema deformado recupera su forma inicial al desaparecer 

el esfuerzo, entonces se dice que estamos en la zona de comportamiento elástico del 

material. Si además la deformación producida es proporcional al esfuerzo aplicado, se 

dice que el comportamiento del material es elástico lineal. En este caso, la ley que 

relaciona el esfuerzo con la deformación producida se conoce como ley de Hooke.37 El 

cociente entre la tensión y la deformación es el denominado el módulo de Young, E: 
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𝐸 =  
𝛿σ

𝛿ε
                                                        (1) 

El módulo de Young es específico del material y no depende del número de capas que 

tenga el mismo. Cuanto mayor es el módulo de Young mayor es la rigidez del material. En 

la Figura 1, se ilustra la definición gráfica del concepto de módulo de Young.  

 

Figura 1. Definición gráfica del concepto de módulo de Young. Curva Tensión (σ) – 

Deformación (ε), para un material sometido a una carga de tracción. 

Para comprender las propiedades mecánicas de un material, además de esta 

deformación axial o módulo de Young, hay que tener en cuenta la deformación 

transversal o el coeficiente de Poisson (ν) que es una constante elástica que corresponde 

al cociente entre el acortamiento de una longitud situada en un plano perpendicular a la 

dirección de la carga aplicada, trans, y el alargamiento longitudinal producido, long:
37  

     ν = −
εtrans

εlong
                                                          (2) 

 Mediante AFM pueden realizarse los denominados estudios de espectroscopía de 

fuerzas o AFM-FS, que como se ha comentado en capítulos previos se basan en la 

adquisición de un conjunto de curvas de fuerza-indentación que constituyen una matriz 
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de curvas de deflexión - desplazamiento de la muestra; estas matrices se analizan 

individualmente para permitir la reconstrucción espacial del mapa topográfico. Hemos de 

matizar aquí que el término indentación no está admitido todavía por la Real Academia 

Española (RAE) pero es un anglicismo frecuentemente utilizado en español, equivalente 

a términos castellanos como hendidura o incisión; no obstante, dada la extensión de esta 

terminología en la literatura científica en español se va a utilizar en este capítulo. Estos 

experimentos se interpretan mediante un modelo de mecánica de contacto apropiado para 

obtener el parámetro de módulo de Young efectivo de la muestra. Existen varios modelos 

teóricos disponibles en la literatura, aunque el de Hertz40 o su versión más general de 

Sneddon,38,39 son los más utilizados en este contexto específico. Mientras que la teoría de 

Sneddon aborda el problema general de cualquier geometría de punta axisimétrica 

(esférica, paraboloidal, cónica…), la teoría de Hertz es más restringida, considerando solo 

el caso de una forma de punta paraboloidal. Sorprendentemente, el enfoque de Hertz 

puede considerarse una muy buena aproximación de una punta esférica en caso de que se 

realicen pequeñas indentaciones.41 Ambos modelos se basan en tres supuestos 

principales:41 1) una muestra continua, 2) linealidad entre tensores y tensores de 

deformación y 3) un espesor de muestra infinito. Si bien la primera hipótesis significa que 

la naturaleza discreta real de la muestra no afecta las propiedades nanomecánicas, la 

segunda es crucial para relacionar las curvas de fuerza frente a la indentación solo con la 

propiedad elástica de la muestra, descartando cualquier contribución cuadrática. El tercer 

supuesto, en cambio, considera que el sustrato rígido sobre el que se deposita la muestra 

está demasiado lejos de la región de indentación como para afectar las propiedades 

nanomecánicas de la muestra. Si se revisa la literatura, encontramos que Dimitriadis y 

coautores42 han demostrado teóricamente que la contribución del sustrato al módulo de 

Young no es despreciable. Cuando la muestra se indenta con la punta del AFM, la fuerza 
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aplicada se propaga a través del espesor finito de la muestra hasta el sustrato rígido y 

rebota modificando la desviación de la punta, tal y como se muestra en la Figura 2. Si no 

se corrige, esto implica un artefacto en el valor del módulo de Young obtenido para la 

muestra sobreestimando el valor real. A este efecto se conoce como artefacto debido al 

sustrato o en inglés “bottom effect”.43,44 Recientemente, García y coautores44 analizaron 

con detalle la teoría del efecto debido al sustrato, proporcionando una descripción general 

y aportando simulaciones del método de elementos finitos (FEM). Los mismos autores 

también publicaron una extensión de este fenómeno de muestras elásticas a 

viscoelásticas.45 A pesar de que hay varias contribuciones teóricas38-40 las pruebas 

experimentales que muestran el efecto debido al sustrato y de la validez del enfoque de 

García son muy escasas en la literatura,46–48 y por ello en esta tesis hemos aportado una 

demostración experimental a la existencia de este efecto y a sus correcciones para obtener 

un valor correcto del módulo de Young en muestras blandas, en concreto, en un modelo 

de membrana celular.49 
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Figura 2. Esquema que muestra los pasos llevados a cabo en un experimento AFM-FS.  

El objetivo de este capítulo es estudiar cómo influye la rigidez de un sustrato en 

la determinación del módulo de Young mediante curvas de fuerzas obtenidas con un 

microscopio de fuerza atómica. Para ello se van a investigar las propiedades 

nanomecánicas de películas blandas compuestas por un glicoesfingolípido sintético 

(GSL), que muestra dos regiones de diferente espesor.  

Se van a comparar dos modelos, el modelo de mecánica estándar, Sneddon, y la 

corrección de artefactos de García. Con el primer modelo se obtienen dos módulos de 

Young diferentes (lo que no tiene sentido físico) mientras que, con la corrección del 

sustrato acorde al modelo de García, se obtiene un único valor. Por lo tanto, se demuestra 

experimentalmente la existencia del artefacto debido al sustrato y se confirma la validez 

de la teoría de García para determinar el módulo de Young de la muestra de una manera 

correcta, sin la influencia del sustrato. 
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Finalmente, se proporcionan simulaciones FEM que muestran una buena 

concordancia con las curvas de fuerza-indentación experimentales, lo que confirma una 

vez más la solidez de la teoría del efecto del sustrato de García. 

2. Resultados y discusión 

Para poder poner en práctica la simulación de García y poder compararla con 

Sneddon, es necesario utilizar una película “blanda” para ello se va a emplear uno de los 

gliconesfingolípidos (GSL) sintéticos previamente descritos. En este caso se seleccionó 

el β-D glucopiranósido sin modificar en posición 6 (Figura 3). Se eligió este GSL dado 

que resulta de forma espontánea en películas de Langmuir-Schaefer con regiones de 

diferente espesor por lo que es un ejemplo idóneo para que, aplicando las correcciones 

oportunas, se obtenga el mismo módulo de Young, independientemente del espesor de la 

película.   

 

Figura 3. Estructura química de la molécula de GSL utilizada en este capítulo. 

Como se puede observar en la estructura del GSL estudiado en este capítulo e 

ilustrado en la Figura 3, éste contiene dos cadenas hidrocarbonadas de diferente longitud 

que le confieren insolubilidad en agua y favorecen las interacciones laterales de van der 

Waals entre moléculas vecinas, estabilizando la película de Langmuir y ulteriormente, las 

películas de Langmuir-Schaefer. Para conocer el número de capas en la película LB es 

necesario conocer la longitud de la molécula de GSL; para ello, se realizó un cálculo 
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teórico utilizando el programa Spartan®08 V 1.0.0 y asumiendo una configuración trans 

zig-zag de las cadenas alquílicas, lo que resulta en una longitud de 3,3 nm, tal y como se 

observa en la Figura 4. 

 

Figura 4. Cálculo teórico de la altura de una molécula de GSL utilizando el programa 

Spartan®08 V 1.0.0 

Las películas de Langmuir-Schaefer (LS) del GSL estudiado se obtuvieron 

transfiriendo la película de Langmuir sobre un sustrato dispuesto de forma horizontal 

(paralelo a la superficie del agua) a una presión superficial de 8 mN·m-1. El sustrato 

empleado fue mica previamente exfoliada (para más información sobre el proceso de 

fabricación consultar el capítulo de materiales y métodos). 

Los estudios de AFM de una película LS del GSL (Figura 5.a) revelan la presencia 

de regiones de la película de diferente espesor, como se aprecia en la Figura 5.b y c. que 

muestran la topografía obtenida y la correspondiente sección transversal de la película.  
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Figura 5. a) Esquema del experimento de AFM llevado a cabo en medio líquido donde se 

pueden distinguir las dos regiones de GSL formadas por 2 capas y 4 capas. b) Imagen AFM 

representativa de una región de 2 µm x 2 µm de GSL en HEPES 10 mM, NaCl 300 mM, MgCl2 

20 mM (pH = 7,4), sobre un sustrato de mica. c) Sección transversal donde se aprecian tres 

regiones de diferentes alturas de aproximadamente 7 nm, 11 nm y 14 nm de altura, 

correspondientes a regiones de 2 capas, 3 capas y 4 capas, respectivamente. 

Para averiguar si las cabezas polares de las moléculas de GSL están orientadas 

hacia afuera, es decir, expuestas al medio líquido, se midió el ángulo de contacto de la 

muestra obteniéndose un valor inferior a 10°, tal y como se muestra en la Figura 6, 

confirmando que la parte hidrofílica es la que está expuesta al exterior. 
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Figura 6. Imagen óptica representativa del ángulo de contacto en la parte superior del GSL. La 

medición del ángulo de contacto proporcionó un valor inferior a 10°. 

La Figura 5.b muestra una imagen de AFM del GSL obtenida en HEPES 10 mM, 

NaCl 300 mM y MgCl2 20 mM (pH = 7,4). Este tampón se eligió para simular un pH 

fisiológico y para exponer la muestra a una fuerza iónica alta, con el fin de reducir la 

extensión de las interacciones electrostáticas que tiene lugar entre la punta y la muestra. 

En la imagen de AFM se distinguen tres regiones principales con alturas de 

aproximadamente 7, 11 y 14 nm. Teniendo en cuenta la altura de la molécula de GSL 

estimada por el programa Spartan®08 V 1.0.0 (3,3 nm), las alturas obtenidas de 7, 11 y 

14 nm son consistentes con un espesor correspondiente a películas de 2 capas, 3 capas y 

4 capas, respectivamente. La pequeña diferencia, aproximadamente medio nanómetro, 

entre el doble teórico de la longitud de la molécula (6,6 nm) y el grosor de la bicapa 

(aproximadamente 7 nm) podría deberse a la presencia de una fina capa líquida en la 

interfaz de mica,50–52 o a las interacciones electrostáticas con la punta.53 A continuación, 

solo se estudiarán las regiones de 2 y 4 capas (Figura 5.a), ya que son las más relevantes 

para la comprobación de que el espesor de la capa no influye en el valor obtenido de 

módulo de Young, ya que este parámetro como se ha comentado en la introducción es 

una propiedad intrínseca de cada material y no debe depender del número de capas o del 

espesor del mismo cuando se encuentra inmovilizado en una superficie. 

Para estudiar las propiedades nanomecánicas del GSL, se realizó un experimento 

AFM-FS cuyo procedimiento se ilustra en la Figura 7.a.  
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Figura 7. a) Representación del experimento de espectroscopia de fuerza mediante AFM donde 

se conforma una matriz de curvas de fuerza frente a distancia acercando y retirando la punta 

sobre la muestra. b) Curva representativa de fuerza-distancia, realizada en el GSL sobre mica 

en un medio líquido. Se destacan los cuatro puntos principales, de A a D: el punto A es el punto 

de contacto, el punto B proporciona la fuerza de ruptura, el punto C el salto y finalmente el 

punto D representa el contacto final con el sustrato de mica. c) Gráfica que muestra el 

promedio de curvas de fuerza-indentación obtenidas a partir de los datos experimentales. Los 

datos representados en azul corresponden a indentaciones en regiones de 2 capas (aprox. 7 nm) 

mientras que los datos representados en rojo corresponden a regiones de 4 capas (aprox. 14 

nm). 

Después de la inmersión de la muestra en el medio líquido, se registró una imagen 

AFM de 2 x 2 µm2. Se realizaron curvas de fuerza sobre la película, acercando y retirando 

la punta a la muestra tal como se explica en la Figura 7.a. y así poder obtener sus 

propiedades nanomecánicas. En la Figura 7.b se proporciona una curva representativa de 

fuerza (eje y) frente a la distancia (eje x), de AFM obtenida en una región de bicapa en 
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medio líquido. La línea negra es el conjunto de datos que muestran todo el proceso. 

Algunos puntos son especialmente relevantes en esta curva. Empezando desde el punto 

más alejado del eje x de la figura 7.b, Z (piezo)≃120 nm, correspondiente a una región 

sin interacción punta-muestra, con una fuerza insignificante operando entre la punta y la 

muestra. En Z (piezo)≃65 nm, se alcanza el punto de contacto (punto A en la imagen), en 

ese momento, la punta de AFM comienza a indentar en la muestra, produciéndose un 

aumento en la fuerza registrada. Este aumento dura hasta que ocurre el evento de ruptura 

de la capa (punto B), donde se observa un salto en la curva fuerza-distancia; esto 

corresponde a la ruptura de la capa superior de las cabezas polares GSL en la interfaz 

sólido-líquido y la consecuente caída de la punta a través de las cadenas blandas de 

hidrocarburos del GSL hasta alcanzar las últimas cabezas polares en contacto con la mica 

(puntos BC). A continuación, se produce la indentación final hasta que la punta toca la 

mica y se puede distinguir el inicio del régimen de contacto de la mica, con indentación 

cero, (punto D). En particular, la distancia Z (piezo) entre el punto A y el punto D no es 

igual al espesor de la bicapa, aproximadamente 7 nm, lo que se debe a la desviación de la 

punta durante la indentación.54  

Una vez que se registraron las curvas de fuerza-distancia, se utilizó un código 

Python de nanomecánica adaptado a estas medidas realizado por el Dr. Stefano Chiodini 

del grupo de investigación Platón para poder extraer el módulo de Young de la muestra 

de las curvas experimentales de fuerza-indentación (se proporciona una descripción 

completa de este código en la sección materiales y métodos: código Pynthon de 

nanomecánica). En este código, se debe seleccionar un modelo específico de mecánica 

de contacto, junto con una elección adecuada del punto de contacto.55 Como primera 

aproximación, se aplicó el modelo de Sneddon para una geometría de punta paraboloidal: 

200



                                                                                                                                                       Capítulo 7 
 

 

𝐹SNEDDON =
4

3
𝐸𝑒𝑓𝑓√𝑅𝛿3/2

        (3) 

donde Eeff, R y δ corresponden con el módulo de Young efectivo, el radio de la punta y la 

indentación, respectivamente. En particular, el módulo de Young efectivo, Eeff, se 

describe como: 

1

𝐸𝑒𝑓𝑓
=

(1−𝜐𝑡
2)

𝐸𝑡
+

(1−𝜐𝑠
2)

𝐸𝑠
        (4) 

donde νt, νs, Et y Es corresponden al coeficiente de Poisson de la punta (νt = 0,3), el 

coeficiente de Poisson de la muestra (νs = 0,5),29 el módulo de Young de la punta (Et = 

170 GPa) y el módulo de Young de la muestra (Es), respectivamente. 

Para poder aplicar el modelo de Sneddon, la ecuación (3) se basa en dos supuestos 

adicionales: i) no hay adherencia entre la punta de AFM y la muestra y ii) la punta tiene 

una geometría paraboloidal. 

En el caso de nuestros experimentos, primero hay que comprobar que no hay 

adherencia entre la punta de AFM y la muestra. Así, en la Figura 8, donde se muestra una 

curva de deflexión frente al desplazamiento del piezoeléctrico, no se puede apreciar 

ninguna adherencia entre la punta y la muestra. 
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Figura 8. Curva de deflexión frente al desplazamiento Z del piezoeléctrico donde se muestra la 

aproximación (línea roja) y retirada (línea negra) observándose un desplazamiento de la 

región de no interacción en aproximadamente - 2V. 

Con respecto al segundo supuesto, inicialmente se supuso una geometría esférica 

para la punta debido a que su radio nominal se encontraba entre 2 y 12 nm (para más 

información del cálculo del radio inicial y final de la punta puede consultarse el capítulo 

de materiales y métodos, sección- código Pynthon de nanomecánica). En particular, en el 

caso de indentaciones que sean más pequeñas que el radio de la punta, la geometría de la 

punta esférica se puede aproximar mediante una paraboloidal; este tipo de geometría de 

la punta es la que se considerará a lo largo de este capítulo.  

Dado que el modelo de Sneddon no corrige el artefacto debido al sustrato, cabe 

esperar que el valor del módulo de Young obtenido usando este modelo sea distinto para 

los dos diferentes espesores obtenidos en las películas de GSL, a pesar de que el material 

es el mismo. Para evitar este resultado obviamente incorrecto, el grupo de Ricardo 

García44 propuso una corrección completa del artefacto debido al sustrato que, para la 
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misma geometría de la punta paraboloidal, genera la siguiente expresión de la mecánica 

de contacto fuerza-indentación: 

𝐹GARCIA = 𝐹SNEDDON [1 +
1.133√𝛿R

ℎ
+

1.497𝛿R

ℎ2
+

1.469𝛿R√𝛿R

ℎ3
+

0.755(𝛿R)2

ℎ4
]   (5) 

Como puede observarse, esta ecuación proporciona una corrección a la fórmula de 

Sneddon, compuesta por cuatro términos. Es importante subrayar que estos términos son 

una función de la relación entre el radio de contacto, (δ·R)1/2, y el espesor, h, de la película 

blanda objeto de estudio. 

En la Figura 7.c, se muestra el promedio de las curvas de fuerza frente a la 

indentación realizadas en las regiones de 2 y 4 capas, es decir, capas con una altura de 7 

nm (curva azul) y 14 nm (curva roja), respectivamente. Ambas curvas se cortaron a 1 nm 

de indentación máxima para acomodar los datos al supuesto de punta con geometría 

paraboloidal y, al mismo tiempo, para evitar cualquier tipo de no linealidad (entre tensión 

y deformación) relacionada con el evento de ruptura que tiene lugar al aplicar suficiente 

fuerza sobre la membrana. A esta incisión máxima le corresponde una deformación 

máxima (incisión / espesor de la muestra) de aprox. 14%, por lo tanto, por debajo de lo 

que se considera el límite para una muestra puramente elástica, que es de un 20%.3 A 

pesar de que el material es el mismo, las dos curvas siguen comportamientos diferentes, 

presentando la curva azul (correspondiente a regiones de 2 capas) valores de fuerza más 

altos, para la misma indentación, con respecto a la curva roja (correspondiente a regiones 

de 4 capas). Se puede afirmar que esta observación evidencia el artefacto debido al 

sustrato, que es más pronunciado en la membrana de 7 nm de espesor debido a que existe 

una distancia más corta con el sustrato. Así, la presencia de regiones de diferente espesor 

del mismo material condiciona la magnitud del artefacto debido al sustrato al cambiar la 
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longitud de propagación de la fuerza de la punta aplicada, desde el punto de contacto 

(Figura 7.b, punto A), al sustrato de mica (Figura 7.b, punto D). 

En la Figura 9 se proporciona un análisis más completo del efecto que tiene el 

sustrato en la determinación del módulo de Young para el sistema que se ha estado 

estudiando (Figura 9.a). El análisis de las curvas fuerza-indentación con el fin de 

determinar el módulo de Young de la muestra, se efectuó mediante el código Python de 

Nanomecánica (ver materiales y método-medida del radio de la punta, donde se asume 

una geometría de punta paraboloidal). La Figura 9.b muestra los histogramas de módulo 

de Young de la muestra correspondientes a las curvas de indentación de fuerza realizadas 

en regiones de 2 capas (datos azules) y regiones de 4 capas de espesor (datos rojos). 

 

Figura 9.a) Representación del sistema estudiado compuesto por regiones de 2 capas 

(altura h≃ 7 nm) y regiones de 4 capas de GSL (altura h ≃14 nm). b) Histograma del módulo 
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de Young obtenido por curvas de fuerza-distancia realizadas en regiones de 2 capas (datos 

azules) y 4 capas (datos rojos) utilizando la fórmula de Sneddon, Ecuación (3). c) Histograma 

de módulo de Young obtenido mediante la fórmula de corrección de primer orden de García, 

Ecuación (3). d) Histograma de módulo de Young obtenido con la fórmula de corrección de 

cuarto orden de García, Ecuación (5). En la Figura 9b-cd, las líneas azul y roja son ajustes 

gaussianos de los histogramas de 2 y 4 capas, respectivamente, mientras que las estrellas 

amarillas indican los valores medios de los histogramas. 

Al ajustar las curvas fuerza frente a la indentación con la teoría de Sneddon, 

Ecuación (3), se obtienen dos módulos de Young claramente diferentes ya que con esta 

teoría no se corrige el efecto del sustrato, lo que manifiesta con claridad que la presencia 

del sustrato rígido no es despreciable en sistemas como el que aquí estamos abordando. 

La diferencia en el valor del módulo de Young para las regiones de 2 y 4 capas es de 131 

± 16 MPa, a pesar de que se trata del mismo material. Además, el módulo de Young 

obtenido para regiones de 7 nm de espesor es más alto que el módulo de Young para un 

área de 14 nm de espesor, lo que indica que el efecto del sustrato es más pronunciado en 

el caso de regiones más delgadas. Por el contrario, el ajuste con la fórmula completa de 

García, con la corrección de cuarto orden, Ecuación (5), proporciona el mismo valor de 

módulo de Young, con un valor medio de 130 MPa para las regiones de 2 capas y 4 capas 

(Figura 9.d). Este resultado está de acuerdo con la definición del módulo de Young como 

una propiedad intrínseca del material, por lo tanto, este parámetro es independiente del 

espesor de la muestra y se observa explícitamente que el artefacto debido al sustrato está 

completamente compensado por una corrección de cuarto orden dentro de la fórmula de 

García. 

Para corroborar estos resultados y conclusiones, este análisis nanomecánico se 

realizó también para regiones de la película compatibles con tricapas de GSL, es decir, 
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para alturas de 11 nm de espesor, habiéndose obtenido resultados plenamente consistentes 

con las principales tendencias mostradas en la Figura 9. Hay que remarcar que solo las 

alturas correspondientes a 2 y 4 capas pueden considerarse equivalentes desde el punto 

de vista elástico, ya que exponen a la punta en el momento de la indentación la misma 

región molecular, es decir, las cabezas polares. En el caso de zonas de la película 

correspondientes a la presencia de 3 capas, la parte hidrofóbica es la que está expuesta al 

medio líquido. En la Tabla 1, se muestra un resumen de los valores del módulo de Young 

obtenidos para cada espesor y modelo de mecánica de contacto. Para el modelo de 

Sneddon, los datos de 3 capas siguen la misma tendencia que las regiones de 2 y 4 capas 

de espesor, es decir, cuanta más altura tiene la capa, menos relevante es el artefacto debido 

al sustrato y, por lo tanto, menor es el valor del módulo elástico. En particular, para la 

corrección de cuarto orden de García, se observa un cambio de esta tendencia, al menos 

en el valor medio del módulo de Young con regiones de 3 capas que muestran el módulo 

elástico más bajo. Esto podría deberse a que la región en contacto con la punta es 

ligeramente más suave, ya que está formada por cadenas hidrocarbonadas y no por 

cabezas polares. 

Tabla 1. Valores de módulos de Young para regiones de 2 capas, 3 capas y 4 capas de espesor. 

La segunda columna muestra los módulos de Young obtenidos con el modelo de mecánica de 

contacto de Sneddon donde no se considera la corrección debido al sustrato. La tercera columna 

muestra los módulos elásticos obtenidos con la fórmula de García (Ecuación 5) con una 

corrección de primer orden y, por último, la cuarta columna muestra los módulos de Young 

obtenidos con la fórmula de García (Ecuación 5) con una corrección de cuarto orden. 
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SNEDDON 

[MPa] 

GARCÍA, 

1º. ORDEN 

[MPa] 

GARCÍA, 

4º. ORDEN 

[MPa] 

2 capas 360 ± 11 214 ± 7 134 ± 5 

3 capas 239 ± 11 154 ± 7 123 ± 10 

4 capas 229 ± 11 156 ± 8 125 ± 7 

  

 El valor del módulo de Young obtenido para el GSL (Figura 9.b) está en 

concordancia con los valores mostrados en la literatura para las moléculas de fosfolípidos 

que van desde 30 MPa a 300 MPa,26,29,32,56 con algunas discrepancias atribuibles a 

diferencias en la estructura química del material biológico y a la presencia de sales en el 

tampón utilizado.26,56 

También se realizó el análisis estadístico del módulo de Young de la muestra 

ajustando todas las curvas fuerza-indentación con la fórmula de García (Ecuación (5)) 

pero utilizando solo la corrección de 1er orden. Como se muestra en la Figura 9.c, la 

corrección del artefacto debido al sustrato con la corrección de 1er orden, produce dos 

valores más cercanos al módulo de Young con respecto al enfoque de Sneddon, con una 

diferencia de 58 MPa, pero aún no compensa completamente la rigidez que aporta el 

sustrato a la muestra en el cálculo relativo del módulo de Young. Para las correcciones 

de 2º y 3º orden de García se obtienen diferencias de 17 MPa y 15 MPa, confirmando una 

corrección progresiva proveniente de los cuatro términos de la Ecuación (5). 

Todos estos resultados experimentales confirman que el uso de la corrección de 

artefactos por el sustrato rígido introducida por García, es necesaria para una correcta 
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determinación del módulo de Young para películas blandas que están soportadas sobre 

un sustrato rígido, de lo contrario los valores obtenidos para el módulo de Young pueden 

ser cuestionables. 

 Para verificar los resultados de la Figura 9, se realizaron simulaciones del método 

de elementos finitos (FEM) a través de una colaboración con el Dr. Pablo García del 

Instituto de Ciencia de Materiales de Madrid (ICMM-CSIC). Estas simulaciones de FEM 

proporcionan el correcto comportamiento nanomecánico del material investigado y se 

corrobora que están de acuerdo con la teoría de García.44 La Figura 10.a muestra la 

interfaz entre la punta de AFM y una región elástica finita de 2 capas (espesor de 7 nm) 

y el soporte rígido. Para una indentación máxima simulada de 1 nm, las tensiones de Von 

Misses57 se extienden por todo el espesor de la capa elástica, debido a que el radio de 

contacto de la punta es relativamente amplio. Esta propagación de la tensión es la causa 

del artefacto debido al sustrato, ya que se conecta mecánicamente la punta con el sustrato. 

En la Figura 10.b, se comparan los datos de las curvas de fuerza-indentación obtenidos 

por simulaciones FEM (representados en la gráfica con símbolos) con los datos 

experimentales medios (línea continua en la gráfica) obteniendo una buena concordancia 

y demostrando la consistencia de dos de las hipótesis discutidas en la sección de 

introducción: la naturaleza continua y la linealidad de la muestra. Estos dos supuestos se 

incluyen explícitamente en el modelo FEM, pero no necesariamente se aplican a todos 

los materiales que se estudien. Sin embargo, la concordancia entre las simulaciones y los 

resultados experimentales que se muestran en la Figura 10.b respalda la validez del 

método de García.  
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Figura 10.a) Sección transversal de una simulación FEM de la punta de AFM indentando 

una región de 2 capas (7 nm). El mapa de color representa la tensión de Von Misses simulada 

dentro de la muestra (rojo: tensión alta, azul: tensión pequeña), debido a la fuerza vertical 

aplicada por la punta esférica. b) Comparación de curvas de fuerza-indentación entre 

simulaciones FEM (símbolos) y datos experimentales medios (líneas continuas), para los dos 

espesores de capa diferentes (2 capas: datos azules, 4 capas: datos rojos). 

Como se observa en la Figura 10.b existe una pequeña discrepancia entre los datos 

experimentales y los obtenidos con FEM principalmente en el caso de 4 capas (en rojo). 

Esta discrepancia podría deberse a varias razones: i) las simulaciones FEM no tienen en 

cuenta la viscosidad de la muestra, ya que solo se consideran propiedades elásticas, 

aunque se sabe que los fosfolípidos muestran comportamientos viscoelásticos32,58 por lo 

tanto, se necesitaría una descripción mecánica más completa, ii) las simulaciones FEM 

se basan en la elasticidad lineal que, además, podría ser solo una descripción de primer 

orden, descuidando las contribuciones no lineales, iii) la curva experimental de 4 capas 

(línea continua en color rojo) corresponde al promedio de 60 curvas de indentación, es 

decir, probablemente se necesitaría realizar una estadística mayor. Esto también podría 

ser en parte una razón para un peor ajuste, en el caso de 4 capas con respecto a una curva 

experimental de 2 capas, ya que de esta última se realizó una estadística más alta, de 180 
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curvas (debido a que el recubrimiento de las regiones de 4 capas es menor que las áreas 

de la muestra que están recubiertas por 2 capas).  

Finalmente, siguiendo la Ecuación (5), conviene hacer hincapié en que la relación 

entre el radio de contacto, (δ∙R)1/2, y el espesor de la muestra h, es el parámetro clave para 

la evaluación de la relevancia del artefacto debido al sustrato para las propiedades 

nanomecánicas de AFM de una muestra soportada en un sustrato. En el ejemplo estudiado 

en este capítulo, debido a una indentación máxima de 1 nm y un radio de punta de 17 nm 

(ver capítulo materiales y métodos: cálculo de radio de la punta de AFM), la relación 

entre el radio de contacto y el espesor de la muestra es de aproximadamente 0,5, lo que 

se traducen un artefacto significativo debido al sustrato rígido. Esta conclusión también 

está respaldada por la simulación proporcionada en la Figura10.a, donde la dimensión 

vertical de la región roja (zona de alta tensión) está en el mismo orden de magnitud que 

el radio de contacto, y las tensiones se pueden considerar como una relación mecánica 

entre la punta y la muestra planteando un artefacto importante debido al sustrato. Por lo 

tanto, estos resultados indican que la regla aceptada, de que una indentación máxima 

inferior al 10-20% del espesor de la muestra es suficiente para no considerar un artefacto 

el efecto producido por el sustrato no se puede aplicar para todas las muestras. 

3. Conclusiones 

En este capítulo se ha estudiado cómo influye la rigidez de un sustrato en la 

determinación del módulo de Young de una película blanda depositada sobre el mismo. 

Para ello, mediante la técnica de Langmuir-Schaefer se han obtenido películas de GSL 

que mostraban regiones de diferentes espesores sobre un sustrato de mica rígida y se 

analizaron sus propiedades mecánicas. 
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La aplicación de un modelo de mecánica de contacto estándar, como la teoría de 

Sneddon, produce un valor de módulo de Young dependiente del espesor debido al efecto 

del sustrato, lo que indica que esta hipótesis de trabajo no es válida ya que el valor del 

módulo de Young es característico del material y no de su espesor. 

Se ha demostrado que la aplicación del modelo de García, con una corrección de 

4º orden, resulta en un único valor de módulo de Young para la muestra, independiente 

del espesor de la película. 

Además, estas observaciones se han validado mediante simulaciones del método 

de elementos finitos (FEM). 

También se ha probado que si la indentación es del 10-20% del espesor de la 

muestra (en este caso aproximadamente 1 nm), no puede asegurarse que la contribución 

nanomecánica del sustrato sea despreciable. De hecho, el parámetro crucial para 

determinar la magnitud y relevancia del artefacto debido al sustrato es la relación entre el 

radio de contacto (y no sólo la indentación) y el espesor de la muestra. 

 La estructura química anfifílica del material estudiado en este capítulo es 

representativa de varios tipos de materiales biológicos, lo que abre el camino para futuras 

determinaciones de un valor correcto del módulo de Young tanto en membranas lipídicas 

soportadas como en otros tipos de muestras blandas.  
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Abreviaturas 

AFM: microscopio de fuerzas atómicas 

AM-AFM: AFM de amplitud modulada 

FS-AFM: AFM de Espectroscopia de fuerzas 

AMF: campo magnético alterno 

Ac4ManNAz: N-azidoacetylmannosamine-tetraacetylated 

DPPC: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina 

CA: Ángulo de contacto 

CO: Ciclooctino 

COL: Colesterol  

π-A: Presión superficial versus área por molécula 

FEM: Método de elementos finitos 

GSL: Glicoesfingolípido 

LB: Langmuir-Blodgett 

LS: Langmuir-Schaefer 

MNP: nanopartícula magnética 

PBS: Buffer fosfato salino 

PEG: Polietinilglicol  

PMAO: Poly (maleic anhydride-alt-1-octadecene) 
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QCM: Microbalanza de cuarzo. 

SAR: tasa de absorción específica 

SPAAC: Cicloadición azida-alquino promovida por tensión anular. 
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ABSTRACT: Mixed monolayer Langmuir−Blodgett (LB) films
of 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) and
cholesterol (Chol) in the 1:1 ratio have been prepared onto
solid mica substrates. Upon immersion in water or in an aqueous
HEPES solution (pH 7.4) the monolayer LB films were
spontaneously converted into well-organized bilayers leaving
free mica areas. The process has been demonstrated to be
reversible upon removal of the aqueous solution, resulting in
remarkably free of defects monolayers that are homogeneously
distributed onto the mica. In addition, the nanomechanical
properties exhibited by the as-formed bilayers have been
determined by means of AFM breakthrough force studies. The
bilayers formed by immersion of the monolayer in an aqueous
media exhibit nanomechanical properties and stability under compression analogous to those of DPPC:Chol supported bilayers
obtained by other methods previously described in the literature. Consequently, the hydration of a monolayer LB film has been
revealed as an easy method to produce well-ordered bilayers that mimic the cell membrane and that could be used as model cell
membranes.

■ INTRODUCTION

Biological membranes play an essential role in cellular processes
(e.g., biosynthesis, detoxification, metabolism, signaling, sorting,
cell−cell interactions, motility, pathogen attack, trafficking of
lymphocytes, inflammatory response, etc.). Thus, cells are
known to naturally perform their function under the effect of a
complex combination of forces acting on the biomembrane.1

Understanding the chemical composition and distribution of
the membrane components as well as the forces acting between
these membrane constituents is of vital importance to
understand the mechanisms behind the above-mentioned
processes. However, investigating the membrane in vivo is
difficult since the membrane is a rather complex system.2 In an
attempt to obtain a better understanding of the structural
organization, mechanical properties, and the functions of
biomembranes,3−7 model cell membrane systems including
liposomes and vesicles,8−10 insoluble Langmuir mono-
layers,11−14 and supported lipid bilayers5,15−18 have been
widely studied, which has additionally been boosted by the
emergence of a multitude of surface characterization
techniques.19−22 Among these techniques, Atomic Force
Microscopy (AFM)23−26 is of particular importance in this

field since AFM enables the study of the morphological
structure, physical properties as adhesion, or biomolecular
interactions. Also significant is the AFM-based Force Spectros-
copy (AFM-FS),27,28 which allows to study the local properties
of the mimic membranes in a quantitative way with the
possibility of controlling the environmental conditions.
In this contribution, we have chosen a mixture of a

phospholipid, namely, 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-
choline, or DPPC, and cholesterol in a 1:1 molar ratio. On
the one hand, DPPC is a fundamental constituent of cell
membranes, it represents the major component in lung
surfactants and is often used as the main phospholipid to
prepare liposomes for a wide range of applications, due to its
neutral charge and inertness.29 On the other hand, cholesterol
(hence, forward abbreviated as Chol) plays an important role in
the cell membrane30 since it is an active component in the
modulation of the fluidity of the cell membrane31 and in the
phase transition of lipid bilayers;27 Chol also increases the
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structural order of phospholipid chains in the fluid-phase32,33

having an opposite effect on phospholipids in the gel
phase;34−36 additionally, Chol regulates the mechanism that
controls the membrane phospholipid asymmetry.37 In this
contribution, the DPPC/Chol 1:1 mixture has been assembled
into a Langmuir film and subsequently transferred onto a mica
solid support as a monolayer film. The advantage of a
monolayer, particularly when compared to a bilayer, lies in its
controllability. Thus, the monolayer packing and arrangement
can be carefully manipulated, allowing the ability to define
molecular density by varying the area per molecule by means of
a Langmuir film balance. In contrast, the deposition of the
second layer by the Langmuir−Blodgett (LB) or Langmuir−
Schaefer (LS) techniques often results, particularly in DPPC
films, in local collapses and inhomogeneities of the bilayer
structure,38 which makes it inappropriate for its use as a model
cell membrane. It is also known that fully hydrated, supported
lipid bilayers fabricated from phospholipid vesicles are stable;
however, these systems are quickly destroyed upon exposure to
air39−41 and several attempts have been made in order to tether
the phospholipids onto the solid support such as the inclusion
of short organic linkers42,43 or polymers.44−46 However, for
certain applications, these procedures introduce an additional
degree of uncertainty in the behavior of these systems
compared to the cell membrane. Thus, the presence of linkers
could have a significant effect on the lateral mobility of the
constituent phospholipids in the mimic membrane.47 In this
paper, we report the reversible formation of a bilayer membrane
by immersion of a monolayer LB film into an aqueous solution.
The as-obtained bilayers are very homogeneous and their
morphological and nanomechanical behavior is comprehen-
sively studied in this contribution. Monolayers regenerated after
drying the bilayers are remarkably free of defects and show the
same surface density as the original monolayer. These systems
could be used as model cell membranes to study the effect of
viruses,48 drugs,49 nanoparticles,14,22 cytotoxicity,50 and so on
on the cell membrane.

■ EXPERIMENTAL SECTION
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC, 99.9%), and
cholesterol (Chol, 99.9%) were purchased from Sigma-Aldrich, and
no further treatment was carried out. A KSV trough with dimensions
580 × 145 mm2, which was housed in a constant temperature (20 ± 1
°C) clean room, was employed to prepare the Langmuir films and,
subsequently, the Langmuir−Blodgett films. A Wilhelmy paper plate
pressure sensor was used to measure the surface pressure (π) of the
monolayers. The subphase was pure water (Millipore Milli-Q,
resistivity 18.2 MΩ·cm). 750 μL of a 10−4 M DPPC/Chol 1:1
solution in chloroform (purchased from LAB-SCAN analytical
sciences and used as received; purity HPLC grade >99%) were spread
onto the aqueous surface by using a Hamilton microsyringe. The
spreading solvent was allowed to completely evaporate over a period
of at least 15 min before compression of the monolayer commenced at
a constant sweeping speed of 1.93 × 10−2 nm2·molecule−1·min−1.
Under these experimental conditions, the isotherms were highly
reproducible. Langmuir films were transferred onto freshly cleaved
mica substrates at a surface pressure of 35 mN·m−1 by withdrawing a
freshly cleaved mica substrate from the aqueous subphase at a speed of
1 mm·min−1. The chosen surface pressure of transference mimics the
lateral pressure in biological membranes51 and is also in good
agreement with previous literature on these types of films.52,53 Contact
angle experiments were performed with a commercial optical
tensiometer Theta Lite from Attension.
Atomic Force Microscopy (AFM) imaging was carried out by

means of a Multimode 8 microscope equipped with a Nanoscope V

control unit from Bruker at a scan rate of 1.0−1.2 Hz, using Tapping
and Peak-Force modes. AFM data were collected using RFESP (75−
100 kHz and 1−5 N·m−1, from Bruker) and ScanAsyst-Air-HR (130−
160 kHz and 0.4−0.6 N·m−1, from Bruker) tips for the images
recorded in air. In the case of liquid measurements, SNL-C (40−75
kHz and 0.24 N·m−1, from Bruker) and ScanAsyst-Fluid (100−200
kHz and 0.7 N·m−1, from Bruker) tips were used. Images were
typically recorded with scan rates of 1 Hz·line−1, 512 lines, and force
range of 0.2−2 nN. The time required to complete a 512 × 512-line
AFM image is above 8 min. The immersion time when half the image
was recorded was the one reported through the paper for the indicated
immersion times. Differences in height for the as-prepared monolayer
and bilayer domains were determined by performing section analysis.
Images and force curves (Fz) carried out in liquid environment, that is,
in a 10 mM HEPES solution or in water, were acquired using V-
shaped Si3N4 cantilevers with a nominal spring constant of 0.24 and
0.58 N·m−1 and a tip radius in the 8−20 nm range. Individual spring
constants were calibrated using the equipartition theorem, thermal
noise procedure,54 while the tip radii were determined by
deconvoluting the tip shape after scanning a titanium roughness
standard (Bruker)55 using Nanoscope Analysis Software. In all the
experiments, the piezoelectric was extended and retracted along the z-
axis at a rate of 0.5 μm·s−1. These AFM measurements were conducted
in the 20−22 °C temperature range, which is below the main phase
transition temperature, that is, melting temperature (Tm), reported for
DPPC pure monolayers (48−51 °C)56 and bilayers (first transition at
44−52 °C and second transition at 52−59 °C),57 as well as for a
DPPC/Chol 1:1 bilayer (42−45 °C).27,58 After immersion of the LB
films either in HEPES 10 mM or in Milli-Q water for 60 min, the
samples were allowed to dry in air overnight and subsequently
measured to study the reformation of the monolayer. Fz curves were
carried out at different locations on the DPPC/Chol 1:1 domains in
order to avoid the influence of plastic deformations. Likewise, different
measurements with distinct cantilever-DPPC/Chol 1:1 surface
combinations were carried out to assess the reproducibility of the
as-obtained data. More than 150 Fz curves were recorded for each
immersion time in a 10 mM HEPES solution. Bearing and depth
statistical analysis was carried out by means of Nanoscope off-line v.
1.40 and Gwyddion v. 2.41 package softwares. AFM images were
reduced to binary images by thresholding with the depth value
corresponding to the highest point of the peaks detected in the depth
histograms. Thus, the bearing analysis tool allows obtaining the
percentage of projected area occupied by features exhibiting depth
values smaller than or equal to the threshold one.59,60

■ RESULTS AND DISCUSSION

DPPC/Chol 1:1 monolayer LB films were transferred at 35
mN·m−1 by withdrawing a mica substrate, which was initially
immersed in the water subphase. As a result, tightly packed,
highly homogeneous, free of pores or holes as well as free of
three-dimensional defects monolayers were obtained. Our
results are in excellent agreement with previous observations
on Langmuir and Langmuir−Blodgett films of DPPC and
Chol.52 Further details about the Langmuir isotherms and
characterization of the LB films of DPPC/Chol 1:1 as prepared
in this work can be found in the Supporting Information (SI).
Figure 1a1 shows a representative AFM image of a DPPC/

Chol 1:1 monolayer LB film onto a mica substrate that exhibits
a homogeneous surface. The thickness of the monolayer was
determined by scratching the film (Figure 1a2) with the AFM
tip applying a force of 100 nN.61 According to the obtained
results, the monolayer exhibits a thickness of (2.4 ± 0.1) nm
(Figure 1a3), which is in very good agreement with the
formation of a monolayer, as reported elsewhere,62 as well as
with theoretical molecular models (Spartan 08 V1.0.0 indicates
a length of 2.8 nm for DPPC) assuming a tilt angle of the
DPPC molecules of 30° from the surface normal.63 In addition,
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the contact angle of a drop of water onto a mica substrate is
lower than 10°, while the contact angle of a drop of water onto
a monolayer LB film of DPPC/Chol 1:1 deposited onto a mica
substrate is around 86° (Figure 1b2). This result is indicative of
a much less hydrophilic surface that results from the formation
of a monolayer in which the hydrophilic parts of the
phospholipid and cholesterol are in contact with the mica
substrate and the hydrophobic chains are oriented toward the
air, as shown in Figure 1b2. It is also worth mentioning that
DPPC/Chol 1:1 films exhibit a high degree of order in the alkyl
chains with a trans-zigzag conformation, as confirmed by FTIR
experiments (see SI).
The stability and integrity of the monolayer LB film in an

aqueous media was studied after its exposure to a liquid
environment. The study was performed both in pure water and
in a 10 mM HEPES buffer solution, whose pH (7.4, adjusted
with NaOH) and low ionic strength mimic the physiological
conditions in a cell membrane. In both cases it was observed
that the molecules in the tightly packed monolayer undergo a
self-assembly process to turn into a bilayer. Intermediate
organization levels were observed depending on the immersion
time in the liquid media. The results shown in the following
paragraphs refer to the HEPES buffer, although they are
analogous to those recorded in water.
The temporal sequence of AFM images for the DPPC/Chol

monolayer immersed in a HEPES buffer solution is shown in

Figure 2, where noticeable structural changes can be observed
and are more clearly detectable in the cross section profiles of
the sample. The different heights of the domains visible in the
AFM images (Figure 2) are in good agreement with a transition
from an initial monolayer, to the formation of a partial bilayer
(from an initial lying-down to an incomplete arising vertical
arrangement of the molecules in the upper layer), and finally a
complete bilayer, as shown in the bottom scheme in Figure 2.
In fact, the cross-section profile for an immersion time of 60
min accounts for the thickness of well-defined bilayer domains
surrounded by regions of bare mica. These results can be
interpreted as follows: in the DPPC/Chol 1:1 monolayer the
hydrophobic alkyl chains are pointing upward in contact with
air, while the zwitterionic headgroups are oriented toward the
negatively charged mica surface, Figure 1b2. When this
monolayer is immersed into an aqueous media, the hydro-
phobic tails will tend to avoid contact with the aqueous
environment by forming bilayer islands, creating thus an inner
hydrophobic core. A similar behavior was reported by Schwarz
et al.64 who observed that when a pure DPPC monolayer on
mica was in contact with pure Milli-Q water, a phospholipid
bilayer was formed. Interestingly, this phenomenon was not
observed when the monolayer was scanned in n-decane. These
observations further confirm that the instability generated at the
aqueous solution−hydrophobic tails interface results in a
driving force for the restructuration of the monolayer into a
bilayer.
The depth histograms obtained for DPPC/Chol 1:1 LB film

onto a mica substrate at different immersion times are shown in
Figure 3 to account for the height difference occurred during
the spontaneous transition from the monolayer to the bilayer.
By the very beginning of the experiment (black line in the
histogram) no significant changes in the morphology and
thickness of the film can be observed. Therefore, the height
value distribution for very short immersion times mainly
reflects the surface roughness of the highly homogeneous
monolayer. In contrast, the depth histogram for the immersion
time of 20 min (red graph in Figure 3) exhibits a large
dispersion of height data. This can be explained in terms of the
simultaneous concurrence of (i) bare mica areas; (ii)
monolayer regions; (iii) bilayer patches exhibiting a nearly
lying down configuration; (iv) and even the first steps of the
transition from a nearly lying down to a progressively increasing
standing up configuration in the arising upper leaflet.
Additionally, molecules located at the border of the larger
bilayer domains, and especially those taking part of smaller
islands, exhibit a differential molecule average coordination
number in comparison to those present in the core of the
membrane and also show more rounded geometric features
with the aim to expose their polar head-groups to the aqueous
solution.65 The combination of these multiple scenarios results
in a large dispersion of depth values as observed in Figure 3. On
the other hand, the DPPC/Chol domain coverage after 20 min
of immersion into the aqueous media renders an approximate
54% of the projected area (assessed by bearing analysis of
representative AFM images, Figure S3 in the SI). The depth
histogram corresponding to an immersion time of 45 min
clearly shows a maximum at 4.9 associated with an incomplete
lying-down molecule arrangement above the underlying
monolayer, which corresponds to the approximate 24% of the
projected area, as deduced from the bearing analysis depicted in
Figure S4 in the SI.59,60 The depth histogram for an immersion
time of 45 min also shows a maximum at 5.4 nm that

Figure 1. (a1) AFM image of a DPPC/Chol 1:1 monolayer LB film
transferred onto a mica substrate at a surface pressure of 35 mN·m−1.
(a2) AFM image in which the monolayer was scratched with the AFM
tip to determine the monolayer thickness. The height scale on the
right of a2 also applies to a1. (a3) Section profile exhibiting a
monolayer thickness of (2.4 ± 0.1) nm. (b1) Contact angle of a drop
of water onto a bare mica substrate and (b2) contact angle of a drop of
water onto a DPPC/Chol 1:1 monolayer LB film; the cartoon shows
the orientation of the polar groups of DPPC (blue) and Chol (red)
toward the mica surface and the alkyl chains toward the air (adapted
with permission from ref 52. Copyright 2013 ACS).
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corresponds to an arising vertical assembly of the upper layer
(ca. 25% of the projected area, Figure S4 in the SI),
respectively. The area percentage of the bilayer domains

registered for the DPPC/Chol 1:1 LB film for 45 min is very
close to 50% (Figure S4 in the SI). After longer exposure times
to the HEPES solution, namely, 60 min, the height of a
complete bilayer is observed, with a maximum in the depth
histogram at 5.4 nm (Figure 3). The percentage of surface area
registered for the DPPC/Chol 1:1 LB film is about 47% for an
incubation time of 60 min, after which no further changes are
observed (Figure S5 in the SI). These results indicate that as
the immersion time increases, the amount of DPPC/Chol
molecules which incorporates to the arising upper leaflet grows
continually until a bilayer is formed, maximizing thus the alkyl−
alkyl chain van der Waals interactions and evolving
progressively from a nearly lying-down, higher tilt angles, and
lower heights, to a tightly packed standing-up arrangement,
lower tilt angles and higher heights. The monolayer to bilayer
transition is schematized in Figure 2 (bottom cartoon). Such a
reorganization mechanism, in which the alkyl chains
interactions between neighbor molecules are maximized, is
well-known to occur for instance in self-assembled monolayers
of thiol derivatives,66 and also in biomaterials that tend to form
mono and bilayer fibrous aggregates.67,68 A similar effect, that
is, formation of a phospholipid monolayer from a supported
lipid bilayer, has already been reported for different
combinations of lipids and substrates.69−73 In general, this
phenomenon has been mainly attributed to the known
instability exhibited by supported phospholipid bilayers
exposed at the air interface, since air is expected to be more
hydrophobic than aqueous solutions. This instability originates
when the air reaches the bilayer giving rise to a disorganization

Figure 2. AFM 5.0 × 5.0 μm2 images and below their representative cross section analysis for a DPPC/Chol 1:1 monolayer immersed in 50 μL of a
10 mM HEPES solution (pH 7.4) showing the transition from a monolayer to a bilayer upon the indicated immersion times. The bottom scheme
exhibits, from left to right, a model for the transition from a monolayer to a bilayer. The scheme also includes intermediate steps in which the upper
layer shows a lying down configuration of the molecules at low immersion times (e.g., ti = 20 min) followed by a gradual tilt of the molecules in the
upper layer upon increasing immersion times (e.g., ti = 45 min) until an arising vertical assembly of the upper layer is achieved (ti = 60 min).

Figure 3. Depth histograms showing the distribution of height values
in a DPPC/Chol 1:1 monolayer in a 10 mM HEPES solution for the
indicated incubation times. These histograms were obtained from the
5.0 × 5.0 μm2 AFM images depicted in Figure 2 (the depth histograms
have been shifted in the x-axis for clarifying purposes). The average
heights for each case, ⟨h⟩, measured vs the depth value corresponding
to the unveiled bare mica, marked with dashed lines, are also indicated
in the inset labels.
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of the bilayer structure.70 Accordingly, an unstable hydro-
philic−hydrophobic interface is created as a consequence of the
contact between the zwitterionic phospholipid head-groups and
the air. Indeed, it is quite challenging to obtain stable supported
phospholipid bilayers in air. Recently, Gomila and co-
workers42,81 have succeeded in preparing air-stable dioleoyl-
phosphatidylcholine (DOPC)/Chol bilayers by using the spin
coating technique. Upon the slow evaporation of the solvent at
room temperature, the inner leaflet in the DPPC/Chol bilayer
is supposed to remain bound to the underlying mica surface
while the DPPC and Chol molecules present in the upper
leaflet progressively start to fulfill the surrounding bare mica
areas bringing about an upside-down DPPC/Chol monolayer.
Additionally, the topographic features of bilayers formed

from the immersion of monolayer LB films in an aqueous
solution (depicted in Figure 2) extend monotonously to the
whole sample, with the rare occurrence of multilayered
domains or large naked mica areas. In addition, the bilayer
domains are regularly distributed all over the substrate,
exhibiting a significant low density of defects and pinholes
(Figure 4). Consequently, the as-prepared DPPC/Chol 1:1
modified mica surfaces account for the direct patterning at
molecule length scale of hydrophilic surfaces with micrometer-
sized supported lipid/cholesterol bilayers in aqueous phases. In
this regard, recent reviews69,74 have extensively addressed both
the formation and characterization of patterned supported lipid
monolayers/bilayers as well as temporal membrane substruc-
tures, which may contribute to understand complex molecular
sorting processes and to localize selected membrane functions
of interest in biomedical applications.
Adhesion images recorded by means of an AFM illustrate the

adhesion effect caused by the interaction between the AFM tip
and the sample.28,75 In the monolayer LB films of DPPC/Chol
1:1 as prepared in this work, the tip is expected to interact with
the hydrophobic chains of the DPPC and cholesterol. In
contrast, in bilayers the tip is thought to interact with the
hydrophilic section of the DPPC and Chol. Thus, since the
tip−sample interaction has a different nature depending on
whether the tip contacts a monolayer, an incomplete upper
layer or a bilayer, a differential adhesion mapping associated
with the topographic image is expected. This phenomenon is
illustrated in the histograms shown in Figure 5, where the
distribution of the corresponding adhesion values can be

observed.75,76 Thus, the blue histogram is attributable to both
the monolayer and to an incomplete lying-down phospholipid
arrangement above the monolayer. This histogram reveals a
Gaussian distribution with a maximum value at 122 pN. In
contrast, the red histogram is mostly attributable to a bilayer
exhibiting a bimodal distribution with two maxima located at
122 and 166 pN, which correspond to the contributions of the
remaining monolayer/incomplete upper layer zones (dashed
deconvoluted line) and the bilayer regions (dotted deconvo-
luted line), respectively.
An identical study of the above-depicted experiments was

performed in Milli-Q water, obtaining exactly the same results.
In order to determine the reversibility of the monolayer−
bilayer formation upon the elimination of the aqueous media,
experiments were performed both in a 10 mM HEPES solution,
Figure S6 in the SI, and in pure Milli-Q water concluding the
reversibility of the process in both cases. However, the presence

Figure 4. Left: 20 × 20 μm2 AFM image of a monolayer LB film of DPPC/Chol 1:1 after immersion for 60 min in a 10 mM HEPES solution with
the mask in blue unveiling molecule-free mica areas (once the depth threshold corresponding to the height of the lipid bilayer was selected, all the
events/pixels in the image with lower heights than the one selected, that is, bare mica, are not masked and, consequently, unveiled). Right: depth
histogram showing the distribution of height data at different depths referred to a reference point, i.e., the highest pixel. The red line (bearing
analysis) indicates the relative projected area covered at each depth value depicted as a blue mask in the topographic image corresponding to the
white-dashed boxed area in the AFM image. The peak in the histogram marked with a black-dashed vertical line is attributed to the unveiled bare
mica substrate while the red arrow accounts for the selected height threshold corresponding to the average height of the measured bilayer domains.

Figure 5. AFM 5.0 × 5.0 μm2 adhesion images of a DPPC/Chol 1:1 in
50 μL of 10 mM HEPES solution (pH 7.4) for the indicated
immersion times: ti = 20 min and ti = 45 min. The adhesion
histograms exhibit a Gaussian distribution corresponding mainly to the
monolayer (blue line) and a bimodal distribution in the case of the
bilayer (red line). The latter can be deconvoluted in two different
contributions at 122 (dashed line) and 166 pN (dotted line).
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of remaining salt crystals caused by the evaporation of the
buffer HEPES generally does not result in clean AFM
topographic images. Thus, for clarity reasons, Figure 6 shows
the AFM image of a monolayer recorded after the evaporation
of Milli-Q water at room temperature and it is compared with
that of a pristine monolayer and a bilayer. As described above,
after immersion of the monolayer LB film in water, the
reassembly of the initial monolayer into bilayer domains occurs,
which also results in uncovered mica areas. Interestingly, the
average height registered for the bilayer domains in Milli-Q
water rises to 6 nm, i.e. slightly higher than that obtained by
immersion in a 10 mM HEPES solution, namely 5.4 nm
(Figures 2 and 3). This effect has already been observed by
Garcia-Manyes et al.77,78 for pure lipid bilayers and also studied
by Monte Carlo simulations.79 These experimental and
theoretical studies concluded that the presence of salts and
also an increase in the ionic strength result in lower repulsive
electrostatic interactions (and cation bridging) between the
zwitterionic polar heads of the phospholipid as well as
enhanced van der Waals interactions between hydrophobic
chains. As a consequence these two effects result in a tighter
packing of the phospholipid molecules which may be also
related to a thinning of the bilayer.80 Most importantly, after
the drying process of the bilayer, the initial characteristic
topographic features corresponding to the monolayer are
restored. Monolayers resulting from the drying process of
bilayers immersed in pure water are remarkably free of defects
and cover the whole mica substrate exhibiting the same surface
density as the pristine monolayer. The RMS (root-mean-
square) roughness value for the pristine monolayer (0.07 ±
0.01 nm) and the RMS roughness value for the restored
monolayer from Milli-Q water (0.12 ± 0.02 nm) are similar and
only a slight increase in the film roughness is observed after the
restoration of the monolayer. In contrast to the homogeneous
surface observed for the restored monolayer from Milli-Q water
(Figure 6), the reformed monolayer obtained after immersion
in HEPES 10 mM exhibits remaining salt crystals and some
additional defects and pinholes as can be observed in Figure S6.
These defects would correspond to limits between DPPC/Chol

domains, previously dissolved and then precipitated phospho-
lipid molecules, buffer impurities, and maybe, to scarcely locally
distributed phase segregation patches. The RMS roughness of
the monolayers restored from HEPES is also higher (0.21 ±
0.04 nm, excluding remaining salt crystals from the RMS
analysis) than that observed form monolayers restored from
pure Milli-Q water.
The nanomechanical properties exhibited by the initial

monolayers and the as-formed bilayers in physiological
conditions have been determined by means of AFM break-
through force, which has been used before41,57,58 to characterize
the mechanical response of phospholipids membranes under
compression. Briefly, the breakthrough force (Fb) accounts for
the maximum force value that these membranes are capable to
resist before being ruptured by the AFM tip. Consequently, Fb
has been widely associated with the magnitude of the lateral
interaction force arising between neighboring molecules, that is,
van der Waals interactions between alkyl chains as well as
cation and water molecule-binding zwitterionic head-groups
interactions. This AFM-FS approach, aimed at quantifying the
elastic/plastic properties exhibited by biomimetic phospholipid
monolayers and bilayers, was primarily stated by Schneider et
al.81 Later, AFM-FS was extensively explored by Garcia-Manyes
et al.57 and Asakawa and Fukuma82 as a representative
fingerprint of the mechanical resistance and stability shown
by phospholipid membranes. The Fb values are noticeably
dependent on pH, temperature, ionic strength, cation nature,
and membrane composition. In particular, it has been reported
that increasing contents of cholesterol molecules in phospho-
lipid-based membranes are translated into higher Fb, both in the
ordered gel/liquid and in the disordered liquid phases.27,58 In
this regard, significant contributions addressing the character-
istic features exhibited by AFM force−distance curves
registered for supported phospholipid-based bilayers under
different experimental conditions have been published
previously.78,83 Force-curve graphs versus the piezoelectric
displacement for DPPC/Chol 1:1 LB films were performed at
increasing times of immersion for which the bilayer is partially
or totally formed. These results are illustrated in Figure 7. In

Figure 6. AFM topographic images corresponding to a pristine DPPC/Chol 1:1 monolayer LB film; the bilayer formed after 60 min of immersion of
the monolayer into pure water; and regeneration of a monolayer after water was dried from the bilayer. Additionally, the cross-section figures are
included.
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this figure it can be seen that the cantilever tip approaches the
bilayer up to set a maximum loading force (blue line).
Subsequently, the piezoelectric is retracted (red line). The lipid
layers are elastically deformed by the AFM probe until its sharp
conical tip ruptures dramatically the lipid layer getting into
contact with the underlying rigid mica substrate. This is
translated into a significant jump in the repulsive force-curve
slope, that is, the aforementioned breakthrough force, which
resembles unambiguously the onset of the plastic regime.57

Additionally, the width of this jump in the corrected loading
force−indentation (δ) curves resembles the thickness of the
layer.77,81,84 For immersion times below 5 min, the jump
(purple arrow in Figure 7) observed in the force curve graph
illustrates the penetration through the mixed monolayer. In
contrast, for immersion times above 5 min, the resulting force
curves exhibit a discontinuous jump at higher loading forces,
which can be attributed to the successive rupture of the upper
leaflet and the subsequent underlying monolayer. Fb values
result in higher figures as immersion time increases as a
consequence of the progressive self-assembly of the phospho-
lipid and cholesterol molecules in a more dense and compact
arrangement in the upper layer. Accordingly, the registered
increase in the Fb values accounts for a significant rise in the
strength of the lateral forces existing between adjacent
molecules. This fact is unambiguously a consequence of the
gradual incorporation of a growing amount of DPPC and Chol
molecules to the arising upper leaflet. In turn, this effect results
in a progressively denser and more tightly packed structure in
the bilayer patches as immersion time is increased. Then, the
loading force required to indent the bilayer patches is higher for
larger immersion times up to a certain threshold corresponding
to the completed transition from monolayer to bilayer.
Representative loading force-piezoelectric displacement curves
for different immersion times are depicted in Figure S7 in the
SI. The assessment of the nanomechanical properties exhibited
by the DPPC/Chol monolayer before and after being exposed
to aqueous solutions are currently ongoing with the aim to

unveil possible differences in its elastic behavior related to
different levels of molecule packing density.
These results are summarized in Figure 8 and Table I, and

are in very good agreement with those previously reported

elsewhere by Sanz and co-workers27,58 and also by Asakawa and
Fukuma.82 Therefore, it can be concluded that for long

Figure 7. Top: 2.0 × 2.0 μm2 AFM images corresponding to a DPPC/Chol 1:1 LB film for the indicated immersion times in 50 μL of 10 mM
HEPES (pH 7.4) at different immersion times. Bottom: representative loading force vs separation curves for the films as indicated in the AFM
images above. Purple arrows indicate the detected Fb at every immersion time.

Figure 8. Histograms showing the breakthrough force (Fb) value
distribution for t = 5 min (black line), t = 20 min (red), and t = 60 min
(blue). Gaussian fits of the data provide an average Fb of 7.2 ± 1.9 nN
for t = 5 min, 19.3 ± 2.4 nN for t = 20 min, and 26.1 ± 2.6 nN for t =
60 min.

Table I. Mean Breakthrough Force for a DPPC/Chol 1:1 LB
Film on Mica at the Indicated Immersion Times in a HEPES
Buffer Solution

immersion time of a DPPC/Chol 1:1 LB film in
HEPES solution

breakthrough force
(nN)

ti = 5 min 7.2 ± 1.9
ti = 20 min 19.3 ± 2.4
ti = 60 min 26.1 ± 2.6
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immersion times, the DPPC/Chol bilayer domains formed in a
10 mM HEPES buffer solution (pH 7.4) from the monolayer
exhibit nanomechanical properties and stability under com-
pression, which are analogue to those of DPPC/Chol
supported bilayers obtained by other different fabrication
methods.27,57,58,82

■ CONCLUSIONS
This paper reports the spontaneous arrangement of a
monolayer Langmuir−Blodgett film when it is immersed into
an aqueous media to form bilayer-domain structures leaving
free mica areas in between. In addition, it has been
demonstrated that this process is fully reversible after drying
the film resulting in the observation of well-ordered
monolayers. This reversible interfacial phenomenon, which
involves the formation of ordered bilayers from monolayers
could be used in model cell membranes, with these
observations providing a framework for understanding the
stability and predominant forces in immobilized mono and
bilayer model cell membranes. In addition, hydration of well-
ordered monolayer LB films has been revealed as an easy
method to produce also well-ordered bilayers, free of three-
dimensional defects, that mimic the cell membrane and that
could be used as model cell membranes to study the interaction
of the membrane with drugs, nanoparticles, and so on. Further
investigations of the reported monobilayer transition are being
carried out in our laboratories using buffer solutions containing
several important ions in biological systems as well as
employing other major phospholipids in biological membranes.
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Cea, P. Proton sponge and fatty acid interactions at the air-water
interface. Thermodynamic, spectroscopic, and microscopic study.
Langmuir 2005, 21, 2796−2803.
(61) Anariba, F.; DuVall, S. H.; McCreery, R. L. Mono- and
multilayer formation by diazonium reduction on carbon surfaces
monitored with atomic force microscopy “scratching. Anal. Chem.
2003, 75, 3837−3844.
(62) Hane, F.; Moores, B.; Amrein, M.; Leonenko, Z. Effect of SP-C
on surface potential distribution in pulmonary surfactant: Atomic force
microscopy and Kelvin probe force microscopy study. Ultramicroscopy
2009, 109, 968−973.
(63) Yang, X. M.; Xiao, D.; Xiao, S. J.; Wei, Y. Domain structures of
phospholipid monolayer Langmuir-Blodgett films determined by
atomic force microscopy. Appl. Phys. A: Solids Surf. 1994, 59, 139−143.
(64) Ebeling, D.; Hölscher, H.; Fuchs, H.; Anczykowski, B.; Schwarz,
U. D. Imaging of biomaterials in liquids: a comparison between
conventional and Q-controlled amplitude modulation(‘tapping mode’)
atomic force microscopy. Nanotechnology 2006, 17, S221−S226.
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A B S T R A C T

Isolated iron oxide magnetic nanoparticles (MNPs), 12 nm in diameter, coated with oleic acid molecules as
capping agents have been deposited by the Langmuir-Blodgett (LB) method onto a model cell membrane in-
corporating 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) and Cholesterol (Chol) in the 1:1 ratio, which
was also fabricated by the LB technique. Atomic Force Microscopy (AFM) experiments showed that the appli-
cation of an alternating magnetic field results in the embedding of the MNPs through the phospholipidic layer.
These experimental results reveal that the heating of individual MNPs may induce a local increase in the fluidity
of the film with a large control of the spatial and temporal specificity.

1. Introduction

Magnetic nanoparticles (MNPs), and in particular those composed
by ferrimagnetic iron oxides (mainly magnetite and maghemite) are
relevant materials for the development of biomedical applications
[1,2]. One of the most interesting features of MNPs is their ability to
dissipate heat when exposed to an alternating magnetic field (AMF),
which has been extensively investigated in terms of heating mechan-
isms and heat generation efficiency [3–6]. Small monodomain MNPs
can transform the energy absorbed from an AMF into heat based on two
main mechanisms: (i) Néel relaxation, related to the change in the di-
rection of the magnetic moments of the crystal lattice, and (ii) Brown
relaxation, caused by the rotation of the whole particle and frictional
losses with the surrounding medium. The heating efficiency of the
MNPs in suspension is measured in terms of the specific absorption rate
(SAR = the magnetic energy transformed into heat per unit of time and
mass). SAR values depend not only on the properties of the AMF (field
amplitude, frequency) and the intrinsic properties of the MNPs (size,
crystallinity, anisotropy) but also on their environment (viscosity of the
medium, MNP aggregation state, etc.). Thus, heat generation should be
different in suspension and in biological scenarios in which the particles
cannot move freely, for instance when they are immobilized on the cell
membrane. In this case, heat generation will be due mainly to Néel

relaxation since Brownian relaxation will be minimized or even sup-
pressed [7,8]. We are particularly interested in studying the effect of
the heat generated by MNPs immobilized on cell membranes. We hy-
pothesize that immobilized MNPs could act as “nanoheaters” and in-
duce a localized heating that could modify the fluidity of the membrane
in the vicinity of the MNPs, which in turn could be used as a tool for
fundamental membrane biophysics studies. In this contribution, we
report the effect of the localized heating of a model cell membrane
using 12-nm iron oxide MNPs, which are known to display prevalence
for the Néel relaxation mechanism [3,9,10] and therefore should still be
able to generate a very controlled and localized heating when im-
mobilized on the cell membrane.

Cell membrane models (liposomes and vesicles [11–13], insoluble
Langmuir monolayers [14–17], and supported lipid bilayers [18–22])
are known to correctly model biological membranes to a great extent,
simplifying the intrinsic complexity of natural membranes so that the
relation between features of individual components, on one hand, and
membrane organization and processes, on the other, can be in-
vestigated. Moreover, immobilization of these models onto different
surfaces (e.g. flat mica for detailed surface characterization, porous
silicon substrates for the membrane permeability studies, etc.) allows
following reactions and changes on the surface of the model membrane
with molecular resolution by means of atomic force microscopy, AFM
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[23–28]. This technique can probe the local properties of thin solid
films with the possibility of controlling the environmental conditions
(liquid environment, temperature variations, etc.) providing high spa-
tial [29], force and time resolution [30]. AFM imaging of soft multi-
layered films has provided a comprehensive understanding of mole-
cular interactions among the film components [22,31–34]. For these
reasons, in this contribution layers mimicking the cell membrane
composed of 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) and
Cholesterol (Chol) in the 1:1 ratio have been fabricated using the
Langmuir-Blodgett technique (LB). On the one hand, the choice of
DPPC is motivated by the abundance of phosphatidylcholines in the
eukaryote membrane composition and their widespread use in mem-
brane mimetics [16,35–40]. In particular, DPPC has been employed as a
model lipid for erythrocyte membranes [41]. It is also known that in the
human erythrocyte membrane phosphatidylcholine is predominantly
found in the outer leaflet of bilayer membranes with a proportion in
this leaflet as high as 76–78% [42]. On the other hand, Chol plays a
fundamental role in the cell membrane [43] given that Chol is mod-
ulates the fluidity of the cell membrane [44] and the phase transition of
lipid bilayers [27]; Chol also increases the structural order of phos-
pholipid chains in the fluid-phase [45,46], having an opposite effect on
phospholipids in the gel phase [47–49]. Importantly, previous work in
our laboratory demonstrated that a monolayer incorporating
DPPC:Chol in the 1:1 ratio results in very homogeneous and flat films,
exhibiting a very low roughness (root mean square roughness of
0.07±0.01 nm) [22]. This homogeneous and flat surface makes the
DPPC:Chol 1:1 film an ideal system to detect by AFM any change on the
surface topography of the membrane [50] induced by external agents.
For these reasons, MNPs were subsequently deposited on top of this
model cell membrane by the LB method, which results in an unaltered
DPPC:Chol monolayer exhibiting a rather low coverage of isolated na-
noparticles onto the DPPC:Chol layer. In this paper, it is shown that the
application of an alternating magnetic field results in penetration of the
MNPs through the layer, which has been interpreted in terms of a
change of the fluidity of the lipid layer in the surroundings of the MNPs.

Fig. 1 shows a graphical scheme that summarizes the key steps of
the fabrication and characterization of a model cell membrane of
DPPC:Chol 1:1, the deposition of the MNPs on the model cell membrane
and the effect of an alternating magnetic field onto the mica/
DPPC:Chol/MNPs system.

2. Materials and methods

2.1. Preparation of MNPs coated with oleic acid

Iron(III) acetylacetonate, 1,2-hexadecanediol, oleic acid, oleyla-
mine, benzyl ether, Tiron (1,2-dihidroxybenzen-3,5-disulfonic acid),
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC, 99.9%), and cho-
lesterol (Chol, 99.9%) were purchased from Sigma-Aldrich. Chloroform
stabilized with ethanol (Reag. Ph. Eur.), absolute ethanol (99.8% vol.),
nitric acid and hydrochloric acid were acquired from Panreac. Iron
standard solution was purchased from Acros. All commercially avail-
able reagents were used as supplied.

Iron oxide magnetic nanoparticles of 12 nm in diameter were syn-
thesised by thermal decomposition of iron acetylacetonate, as pre-
viously reported in our group [51,52] We followed the so-called “seed-
mediated” growth protocol in which 6-nm iron oxide MNPs were used
as “seeds” to promote the growth of 12-nm MNPs. Briefly, Fe(acac)3
(0.71 g, 2.01 mmol), 1,2-hexadecanediol (2.58 g, 9.98 mmol), oleic
acid (2 mL, 5.65 mmol) and oleylamine (2 mL, 4.22 mmol) were so-
lubilized in benzyl ether (40 mL) in a three-neck glass flask equipped
with mechanical stirring, temperature probe and water condenser. The
mixture was degassed and flushed three times with nitrogen and then
heated to 200 °C (at a speed of 3 °C min−1) and maintained at this
temperature for 2 h to promote nucleation. The temperature was fur-
ther increased to 305 °C at a heating rate of 10 °C min−1 and

maintained for 2 h. The mixture was then allowed to cool down to room
temperature, and then the nanoparticles were precipitated with
ethanol, collected with a magnet and redispersed in hexane; this pro-
cedure was repeated three times and then the nanoparticles were re-
dispersed in a mixture of hexane, oleic acid and oleylamine. To obtain
12 nm nanoparticles, 40 mg of the 6 nm seeds in hexane were added to
a mixture containing Fe(acac)3 (1.42 g, 4.02 mmol), 1,2-hex-
adecanediol (5.16 g, 19.97 mmol), oleic acid (1 mL, 3.12 mmol),
oleylamine (1 mL, 3.06 mmol), and 40 mL of benzyl ether. The mixture
was heated to 100 °C (3 °C min−1) and maintained for 30 min to eva-
porate the hexane, then heated to 200 °C (3 °C min−1) and kept at this
temperature for 1 h. The temperature was further increased to 305 °C at
a heating rate of 10 °C min−1 and maintained for 1 h. The mixture was
then allowed to cool down to room temperature, and the nanoparticles
were washed as indicated above and stored at 4 °C in a mixture of
hexane, oleic acid and oleylamine.

The iron concentrations of the nanoparticle dispersions were cal-
culated using a spectrophotometric method. Samples were prepared by
dilution of 5 or 10 μL of the nanoparticle dispersion in hexane to a final
volume of 50 μL. Samples were incubated with 100 μL of aqua regia
solution (HCl:HNO3 3:1) at 60 °C for 15 min in order to remove the
organic coating. Subsequently, 350 μL of Milli-Q water were added and
50 μL of the final total volume of each solution were transferred to a
well plate. 100 μL of 0.2 M Na3PO4 (pH = 9.7) and 60 μL of a solution
consisting of 50 μL of a 4 M KOH and a 10 μL of 0.25 M Tiron (1,2-
dihidroxybenzen-3,5-disulfonic acid) mixture were added. The samples
were maintained at room temperature for 15−20 min. Finally, sample
absorbance was measured at 480 nm on a Multiskan Go spectro-
photometer (Thermo Scientific). A similar protocol was followed using
six standard solutions of well-known iron(III) concentrations (0, 100,
200, 400, 600 and 800 μg mL−1) in order to obtain a calibration curve.
Each sample was analysed by triplicate. Standard solutions were fitted
to a calibration curve and the sample absorption value was interpolated
in order to determine the iron concentration.

2.2. Characterization of magnetic nanoparticles

Transmission electron microscopy (TEM) images were recorded by
means of a Tecnai T20 microscope (FEI) operating at 200 kV. A single
drop (10 μL) of a solution (0.1 mg Fe mL−1) of the different nano-
particles was placed onto a copper grid coated with a carbon film
(Electron Microscopy Sciences). The grid was left to dry in air for
several hours at room temperature. Particle size distribution was eval-
uated from several micrographs using an automatic image analyser
(ImageJ). A total of 200 particles were selected for analysis, which
resulted in a stable size distribution statistic. A thermal gravimetric
analysis (TGA) of the MNPs was performed using a TA STD 2960 si-
multaneous DTA-DTGA instrument in air at a heating rate of 10 °C
min−1. The TGA result shown in Figure S1 in the Supporting
Information (SI) evidences no loss of material for these MNPs for
temperatures below 200 °C.

The Specific Absorption Rate (SAR) of the MNPs transferred to
water was measured using a DM100 Series equipment from nB
nanoScale Biomagnetics at an iron concentration of 1 mg mL−1 and
using a field amplitude of H = 20.1 kA m−1, and a frequency of 836
kHz. Due to technical restrictions of our hyperthermia equipment (the
fiber optic temperature probe coating is not compatible with organic
solvents), the measurement of SAR values is only possible using aqu-
eous solvents. Therefore, the value herein reported corresponds to
MNPs having the same inorganic iron oxide core and the same oleic
acid surface ligand shell, but additionally coated with an amphiphilic
polymer, poly(maleic anhydride-alt-1-octadecene), PMAO, following
the protocol described in ref. [51].
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2.3. Films preparation

A KSV trough with dimensions 580 × 145 mm2 was employed to
fabricate the Langmuir monolayers and, subsequently, the
Langmuir–Blodgett films. The surface pressure (π) of the monolayers
was determined using a Wilhelmy paper plate pressure sensor. The
subphase was pure water (Millipore Milli-Q, resistivity 18.2 MΩ cm).
The trough was housed in a constant temperature clean room (20± 1
°C). 10−4 M solutions of DPPC and Chol in chloroform were mixed in a
1:1 ratio; 750 μL of this mixed solution were spread drop by drop onto
the aqueous surface by means of a Hamilton microsyringe. The
spreading solvent was allowed to completely evaporate (over a period
of at least 15 min). Afterwards, the compression of the monolayer
started at a constant sweeping speed of 1.93 × 10−2 nm2 molecule−1

min−1. Langmuir films were transferred onto 1 × 1 cm2 freshly cleaved
mica substrates (for the subsequent AFM analysis) at a surface pressure
of 35 mN m−1 by withdrawing a freshly cleaved mica substrate from
the aqueous subphase; the withdrawing speed was 1 mmmin−1 and the
films were transferred by using the vertical dipping method. These have

been probed recently as optimal conditions to obtain homogeneous LB
monolayers of DPPC and Chol [22]. A Langmuir-Blodgett film in-
corporating MNPs was deposited onto the DPPC:Chol 1:1 LB monolayer.
Prior to the deposition, the MNPs prepared as described above were
washed three times with ethanol to remove the excess of oleic acid and
oleylamine. After the last washing step, the MNPs were dispersed in
hexane at a concentration of 0.04 mgFe mL-1. 1200 μL of this MNPs
dispersion were spread drop by drop onto the aqueous surface by using
a Hamilton microsyringe. The spreading solvent was allowed to com-
pletely evaporate over a period of at least 40 min before compression of
the monolayer at a constant sweeping speed of 6 mm min−1. Langmuir
films were transferred onto the DPPC:Chol 1:1–modified mica sub-
strates at a surface pressure of 15 mN m−1 and an immersion speed of
the substrate of 1 mm min−1 by using the vertical dipping method.
After immersion of the substrate the water surface was carefully
cleaned and the substrate was withdrawn. The time and conditions
required for the transference of the MNPs from the air-water interface
to the DPPC:Chol 1:1 monolayer do not result in any observable re-
arrangement of the underlying monolayer. The transfer ratio of the

Fig. 1. Cartoon showing the steps followed in the present work to analyze the effect of an alternating magnetic field on model cell membranes. DPPC: 1,2-
dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; Chol: cholesterol; MNPs: magnetic nanoparticles; AMF: alternating magnetic field.
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MNPs is rather low (< 0.1) and this results in a low surface density of
MNPs on the model membrane, which allows a comprehensive analysis
of each particle as shown in the results and discussion section.

2.4. Characterization of the films

Atomic Force Microscopy (AFM) images of the samples were re-
corded by using a Multimode 8 microscope which is equipped with a
Nanoscope V control unit from Bruker (Tapping™ and Peak‐Force
Tapping™ modes). RFESP (75–100 kHz, and 1–5 N∙m‐1, from Bruker)
and ScanAsyst‐Air‐HR (130‐160 kHz, and 0.4‐0.6 N∙m‐1, from Bruker)
tips were used to record the AFM images. These images were registered
in air with scan rates of 1 Hz line−1, 512 lines, and force ranging 0.2‐2
nN. Patterned mica substrates were used in order to explore exactly the
same area of the film before and after the application of a magnetic field
(see details below and in Figure S2). Differences in height for the as-
prepared monolayer and MNPs before and after hyperthermia were
determined by performing a section analysis. The as-measured heights
of more than 150 MNPs were recorded for statistical purposes. Bearing
and depth statistical analysis were carried out by means of Nanoscope
off-line v. 1.40 and Gwyddion v. 2.41 package softwares. AFM images
were reduced to binary images by thresholding with the depth value
corresponding to the highest point of the peaks detected in the depth
histograms. The bearing analysis tool allows the determination of the
percentage of the projected area occupied by features exhibiting depth
values smaller than or equal to the threshold one. Thus, the histogram
for the estimation of the MNP surface coverage (ratio of sample area
occupied by particles to total sample area) has been obtained from the
data acquired by using the masking application included in the
Gwyddeon v.2.47 software which allows to precisely estimate the sur-
face area percentage over a certain height threshold (phospholipid
layer) [53]. This has been made for a whole set of representative 1.0 ×
1.0 μm2 AFM images corresponding to different areas belonging to
distinct samples prepared in an analogue way for statistical purposes.

Hyperthermia experiments of the LB films incorporating the MNPs
were performed using a DM100 Series equipment from nB nanoScale
Biomagnetics. In order to carry out the hyperthermia experiments,
samples were placed in a test tube in air media (see Figure S3).
Experiments were carried out at 836 kHz with an applied magnetic field
of 20.1 kA m−1 for 90 min.

3. Results and discusion

The synthesis of iron oxide magnetic nanoparticles coated with oleic
acid molecules as capping agents has been addressed following a pre-
viously established methodology [51,52]. Briefly, monodisperse sphe-
rical iron oxide nanoparticles, with an average diameter of 12 nm as

determined from transmission electron microscopy (TEM) images
(Fig. 2.a), were synthesised using a “seed-mediated” growth method
(see Materials and Methods section). The amount of oleic acid coating
the MNPs was estimated from the thermogravimetric analysis (TGA) of
the samples, resulting in approximately 1170 oleic acid molecules per
MNP (Figure S1). The specific absorption rate (SAR) of the MNPs was
found to be of 500 W·gFe−1 (for more details, see Materials and Methods
section).

In a recent contribution, our group reported the formation of a
homogeneous Langmuir-Blodgett monolayer of DPPC:Chol 1:1 onto a
freshly cleaved mica surface, whose thickness was 2.4 nm [22]. In this
work, we used the same experimental conditions to deposit a mono-
layer of DPPC:Chol 1:1 onto mica. At this surface pressure of transfer-
ence the monolayer exhibits a Young modulus of Ks = 342 mN
m−1[22], i.e., it is in a liquid condensed state [54], and results in highly
homogeneous films [22] (adequate to evaluate the embedding of the
MNPs in the lipid membrane as reported here). Langmuir films of the
above described MNPs were also fabricated (see Figure S4 in the sup-
porting information where a surface pressure vs. area per molecule
isotherm is shown; the shape of such an isotherm is in good agreement
with other isotherms previously reported for similar nanoparticles [55]
(although the larger areas here obtained might be due to the presence
of residual surfactants from the synthesis of the NPs). The Langmuir
film containing the MNPs was transferred on top of a DPPC:Chol 1:1
monolayer that was previously deposited onto mica. The optimum
surface pressure of transference for the MNPs was 15 mN m-1 for which
the area per MNP is 709 nm2, larger than the theoretical value of∼ 211
nm2 estimated for a spherical MNP with a diameter of ∼16.4 nm (∼12
nm for the core and ∼4.4 nm more due to the shell - 2.2 nm per oleic
acid molecule). Importantly, at this surface pressure a homogeneous
distribution of individual MNPs on top of the model cell membrane is
obtained as shown in Fig. 2.b. The MNPs immobilized onto the mono-
layer result in a very low surface coverage (ca. 7% of the total area is
covered by the MNPs, Fig. 2.c), with randomly distributed MNPs which
are 6−30 nm in width and 2−6 nm in height. This low surface cov-
erage permits a detailed and individual study of the effect of the applied
magnetic field on each particle.

Fig. 3.a and Fig. 3.b show a representative 5 × 5 μm2 AFM image of
a mica/DPPC:Chol/MNPs surface before and after the application of an
AMF. For illustrative purposes Fig. 3.d and Fig. 3.e show representative
2 × 2 μm2 images of a mica/DPPC:Chol/MNPs surface before and after
the application of an AMF (836 kHz, 20.1 kA m−1 for 90 min). Figs. 3.a
and d exhibit the presence of the MNPs randomly distributed over the
DPPC:Chol monolayer. The formation of very homogeneous and es-
sentially raft, defect, and pinhole-free DPPC:Chol 1:1 monolayers has
been probed [22]. However, some partial dissolution of a very reduced
amount of DPPC and Chol molecules initially tightly packed in the LB

Fig. 2. (a) TEM image of MNPs as prepared. (b) 1.0 × 1.0 μm2 AFM image of mica/DPPC:Chol 1:1/MNPs with the mask in blue unveiling free-nanoparticle
DPPC:Chol areas. (c) Histogram showing the average percentage of MNPs-covered substrate area. (For interpretation of the references to color in this figure legend,
the reader is referred to the web version of this article.)
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film when the DPPC:Chol monolayer is exposed to the MNPs-containing
subphase has been observed. Thus, some nearly monomolecular-high
defects in the phospholipid layer can also be distinguished on the left
side in Fig. 3.a and top left of Fig. 3.d. The depth of the resulting defects
in the film (measured by carrying out cross section profiles through
them) is 2.1± 0.3 nm, which is very close to the value provided by Ruiz
et al. [22], i.e. 2.4 nm for the thickness of the monolayer. This value is
also in agreement with a model in which DPPC molecules are arranged
in a nearly standing-up configuration (tilt angle of ca. 19° versus the
surface normal). By taking cross section profiles of mica/DPPC:Chol/
MNPs systems, the height of the adsorbed MNPs with respect to the
DPPC:Chol 1:1 surface can be measured and recorded for statistical
purposes. An illustrative example is shown in Fig. 3.c (and the
equivalent for the 2 × 2 μ m2 image in Fig. 3.f), where the height of a
representative MNP has been labelled as HBH (height before application
of the alternating magnetic field)and identified with a blue circle in
Fig. 3.a. The lower height of the MNPs in the AFM images compared to
the size of the MNPs as determined from TEM images is attributable to
the well-known flattening effect of metal nanoparticles when they are
immobilized onto a solid support [56–58] due to the tendency of NPs to
minimize their surface energy by maximizing the contact with the
surface. [59] Fig. 3.b shows the same area for the mica/DPPC:Chol/
MNPs systems as the one presented in Fig. 3.a but after applying the
AMF. Significant differences in the AFM images before and after the
application of the magnetic field are observed. Thus, by taking cross
section profiles, it can be concluded that the height value exhibited by
the MNPs has significantly decreased after the application of the AMF.
This phenomenon can be clearly seen in Fig. 3.c and Fig. 3.f where
exactly the same profile lines, obtained from AFM images of the same
area recorded before and after applying the alternating magnetic field,
are plotted together. In particular, the height corresponding to exactly
the same individual MNP, labelled as HBH in Fig. 3.a, has been

identified in Fig. 3.b with a red circle and in Fig. 3.c as HAH (height after
application of the AMF). Accordingly, average values corresponding to
the height value distributions obtained for over 150 individual MNPs
shown as height histograms are depicted in Fig. 3.g. Importantly, the
difference between the average height of the MNPs (measured vs. the
DPPC:Chol 1:1 surface) before and after the magnetic hyperthermia
treatment is similar to the one measured for the height of the
DPPC:Chol monolayer (vs. the underlying MNPs-free mica substrate).
This result indicates that each of the individual MNPs distributed onto
the monolayer surface gets embedded into the DPPC:Chol 1:1 mono-
layer when the external AMF is applied. Indeed, the average root mean
square (RMS) roughness values measured for different areas before and
after the application of the magnetic field exhibit a significant drop:
from the initial value of 0.2 nm to the 0.1 nm obtained after applying
the AMF, see Figure S5. We tentatively attribute this embedding phe-
nomenon to a change in the DPPC:Chol monolayer packing induced by
the local annealing induced by the hyperthermia, with this embedding
of the MNPs resulting in a change of the rheological properties of the
monolayer, in agreement with previous observations in Langmuir films
composed by the ternary mixture of DPPC, Chol and silica nanoparticles
[60]. A graphical scheme showing the proposed model for the embed-
ding of the MNPs into the DPPC:Chol 1:1 monolayer and the evolution
of their height values after hyperthermia is depicted in the inset of
Figs. 3.a and 3.b.

Control experiments have been performed in order to undoubtedly
attribute the observed phenomenon to the localized heating induced by
magnetic hyperthermia. First, reference measurements - before and
after applying an alternating magnetic field - of the DPPC:Chol 1:1
monolayer without the MNPs have been performed (see Figure S6). No
change in the morphology of DPPC: Chol 1:1 monolayer due to the
application of the alternating magnetic field has been observed. This
experiment probes that the observations described in this contribution

Fig. 3. (a) Representative 5.0 × 5.0 μm2 AFM image of a pristine mica/DPPC: Chol 1:1/MNPs. (b) 5.0 × 5.0 μm2 AFM image of mica/DPPC: Chol 1:1/MNPs (same
area as (a)) after the application of an external alternating magnetic field with a frequency of 836 kHz and a magnetic field amplitude of 20.1 kA·m−1 for t =90 min.
(c) Cross section profiles corresponding to the blue line in (a) for the pristine system and the same cross section profile after the application of the alternating
magnetic field height (red line). (d) Representative 2.0 × 2.0 μm2 AFM image of a pristine mica/DPPC:Chol 1:1/MNPs. (e) 2.0 × 2.0 μm2 AFM image of the mica/
DPPC:Chol 1:1/MNPs (same area as d) after the application of an external alternating magnetic field with a frequency of 836 kHz and a magnetic field amplitude of
20.1 kA·m−1 for 90 min. (f) Cross section profiles corresponding to the blue line in (a) for the pristine system and the same cross section profile after the application
of the alternating magnetic field height (red line). (g) Height value histograms obtained from taking cross sections of the same MNPs before (blue) and after
hyperthermia (red) obtained from 5.0 × 5.0 μm2 images. The result of subtracting the average value of the MNPs height before and after hyperthermia is 2.3 nm (i.e.
HBH-HAH in the cartoon). An identical result is obtained from 2.0 × 2.0 μ m2 images. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)
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for the mica/DPPC:Chol 1:1 monolayer/MNPs after the application of
the magnetic field are attributable to the effect of the AMF on the MNPs
and not to any effect on the model cell membrane on its own. Secondly,
measurements of the height values exhibited by the MNPs deposited
onto the DPPC:Chol 1:1 monolayers have been carried out after a global
thermal annealing (without any AMF) at 40 and 60 °C (see Figure S7)
for which no embedding of the MNPs in the monolayer has been ob-
served. Therefore, the annealing of the entire membrane does result in a
global increase of the fluidity of the whole membrane that, in contrast
with a local heating, does not result in penetration of the MNPs. This
result is in excellent agreement with the contribution of Santhosh et al.
reporting the effect of iron oxide magnetic nanoparticles on the fluidity
and phase transition of liposomal membranes; this work revealed that
global heating does not significantly alter the lipid ordering and fluidity
of the membrane [61]. These experimental evidences further confirm
that the local heating of the MNPs resulting after the application of an
external alternating magnetic field is the responsible for the embedding
of the nanoparticles in the monolayer.

There are several literature reports showing that a localized heating
takes place in the close surroundings of the MNPs upon exposure to an
AMF, without giving rise to an increase of the global temperature of the
medium. For instance, using temperature-sensitive polymers modified
with fluorescent labels, Polo-Corrales and Rinaldi reported tempera-
tures in the vicinity of the MNPs 15 °C higher than the global tem-
perature of the medium [62]. Moreover, in other studies a direct cor-
relation between the local heating and the distance from the
nanoparticle surface could be established as discussed in the following
examples. Riedinger et al.[63] incorporated fluorescent dyes at dif-
ferent distances from the MNP surface via thermo-labile azo bonds
linked to poly(ethylene glycol) (PEG) spacers of different molecular
weights, thus enabling the measurement of the local temperature as a
function of the distance. These authors showed that the temperature
rise decreased exponentially with the increase in the molecular weight
of the PEG. Huang et al. [64] used MNPs functionalized with tem-
perature-sensitive fluorescent dyes to target the plasma membrane of
cells expressing TRPV1 (a temperature-sensitive ion channel that is
activated at 42 °C). An increase of approximately 5 °C in the tempera-
ture of the MNP surface was observed after the application of the AMF.
This localized heating was sufficient to trigger the activation of the
TRPV1 calcium channels in vitro. AMFs have also been used by these
authors [65] to heat superparamagnetic NPs located on neuronal
membranes probing the activation of neurons by a thermal effect. Re-
cently, a heater/thermometer nanoplatform was used to demonstrate a
quasi-instantaneous onset of temperature gradient from the nanoheater
to the medium [66]. We also described a molecular local thermal probe
based on the thermal denaturation of double-stranded DNA [52]. In
that contribution, 12 nm iron oxide MNPs similar to the ones described
in this work were coated with an amphiphilic polymer, poly(maleic
anhydride-alt-1-octadecene), PMAO, functionalized with DNA and hy-
bridized with complementary DNA strands of three different lengths
(thus “sensing” different temperatures), each bearing a different fluor-
ophore. Using this system, we simultaneously determined the local
temperature increase at three distances from the MNP surface. A clear
correlation was observed, showing a decrease in the local temperature
with the increase in the length of the DNA strand (for distances of 5, 5.3
and 5.6 nm from the MNP surface, the corresponding local temperature
increase values were of 8.3, 7.8 and 6.1 °C, respectively, for a global
temperature of the medium of 30 °C). Taking into account that the
melting temperature reported for a DPPC/Chol 1:1 bilayer is in the 39
− 47 °C range, [27,67] an increase (from the room temperature: ca. 27
°C) of ca. 12 °C in the vicinity of the MNP to reach the melting point of
the layer is required.Although the hydrophobic MNPs used in the pre-
sent study (having only a ca. 2-nm thick oleic acid coating) do not in-
corporate a reporter molecule that would enable a more accurate as-
sessment of the local temperature increase, by analogy with our
previous observations we estimate the temperature reached in the close

vicinity of the MNP surface to be higher compared to the one previously
reported for the DNA-functionalized MNPs. Such a local heating of in-
dividual MNPs may induce a local increase in the fluidity of the film
and promote the penetration of the MNPs in the membrane.

4. Conclusions

The set of experiments reported in this contribution indicate that
excitation-relaxation mechanisms related to the MNPs deposited onto
the model cell membrane give rise to a localized enhancement of the
temperature in the immediate environment of each individual MNP. As
a consequence, the incorporation/embedding of MNPs into the
DPPC:Chol 1:1 monolayer occurs probably due to an increase in the
membrane fluidity arising from the locally induced thermal rise. This
phenomenon is straightforwardly translated into a decrease in the
height values of the measured MNPs which is necessarily in the order of
the DPPC:Chol monolayer thickness.

To the best of our knowledge, there are no similar literature ob-
servations to date using MNPs immobilized on model cell membranes.
This contribution may serve as a proof of concept that demonstrates the
possibility of using an AMF to induce changes in the membrane fluidity,
promoted by the MNP “hotspot” effect. More studies are needed in
order to gain a deeper understanding of the effect of the localized
heating on model cell membranes. Such studies are of fundamental
importance for future applications concerning the remote control of the
cellular membrane using localized magnetic hyperthermia. Studies
concerning the immobilization of water-soluble MNPs both on model
cell membranes and on the membrane of living cells and the effect of
the application of an alternating magnetic field on the cell viability and
on the (model) cell membrane biophysical properties are currently
underway in our laboratory: “This contribution may serve as a proof of
concept that demonstrates the possibility of using an AMF to induce
changes in the membrane fluidity, promoted by the MNP “hotspot”
effect. More studies are needed in order to gain a deeper understanding
of the effect of the localized heating on model cell membranes. Such
studies are of fundamental importance for future applications con-
cerning the remote control of the cellular membrane using localized
magnetic hyperthermia. Studies concerning the immobilization of
water-soluble MNPs both on model cell membranes and on the mem-
brane of living cells and the effect of the application of an alternating
magnetic field on the cell viability and on the (model) cell membrane
biophysical properties are currently underway in our laboratory.
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Mechanobiology aims to understand how 
biological systems sense, transduce, and 
respond to mechanical cues and despite a 
century of history, represents today a cru-
cial research line in the interdisciplinary 
fields of nanoscience, nanotechnology, 
and life sciences.[1,2] In this context, 
mechanical properties have been recog-
nized as an essential tool for character-
izing soft biological matter, such as cells, 
tissues, and membranes.[3,4] In the case 
of cells, a relationship between their elas-
ticity and physiological and pathological 
state has been established.[5–7] Accordingly, 
extensive research has been carried out 
also on model cell membranes, e.g., sup-
ported lipid membranes (SLMs), as man-
ageable and relatively simple platforms 
that can be analyzed by different surface 
techniques.[8] SLMs are reasonably easy to 
obtain, present 2D order, lateral mobility 
and they are a relevant tool for the study 
of lipid lateral interactions, formation of 

rafts, interactions between the lipid membrane and proteins, 
drugs, nanoparticles, ions, etc.[9–11]

Atomic force microscopy (AFM) has become an invaluable 
surface characterization technique for SLMs due to its high 
spatial,[12] force and time[13] resolutions achievable even in 
liquid environments at controlled temperatures. AFM imaging 
of soft mono and multilayered films has revealed either homo-
geneous or phase-separated morphologies,[14–16] accompanied 
by a comprehensive understanding of molecular interactions 
among the film components.[17–19] Molecular and submolecular 
resolution AFM images of lipid membranes have been obtained 
by several authors[20–22] and hydration layers at the water–lipid 
interface have been investigated by frequency modulation 
AFM.[23] Remarkably, AFM allows to go beyond imaging, pro-
viding mechanical material properties at the nanoscale.[24–31] 
Regarding SLMs, for instance, their nanomechanical proper-
ties can be investigated by AFM force-spectroscopy (AFM-FS) 
“breakthrough experiments” where the (breakthrough) force 
required to rupture the membrane is measured. This force 
has been found to be directly related to the lateral interaction 
between lipid molecules,[32] hence it is regarded as the finger-
print of the mechanical stability of a SLM in a specific liquid 
environment.[33] Additionally, other relevant physical parame-
ters can be extracted from breakthrough experiments including 
the sample Young’s modulus and the adhesion force.[34]

AFM-FS nanomechanical experiments rely on the acquisition 
of an array of deflection–displacement curves on the sample to 
obtain, by means of the calibrated deflection sensitivity and 

In this work, the influence of the rigid substrate on the determination 
of the sample Young’s modulus, the so-called bottom-effect artifact, is 
demonstrated by an atomic force microscopy force-spectroscopy experiment. 
The nanomechanical properties of a one-component supported lipid 
membrane (SLM) exhibiting areas of two different thicknesses are studied: 
While a standard contact mechanics model (Sneddon) provides two different 
elastic moduli for these two morphologies, it is shown that Garcia’s bottom-
effect artifact correction yields a unique value, as expected for an intrinsic 
material property. Remarkably, it is demonstrated that the ratio between 
the contact radius (and not only the indentation) and the sample thickness 
is the key parameter addressing the relevance of the bottom-effect artifact. 
The experimental results are validated by finite element method simulations 
providing a solid support to Garcia’s theory. The amphiphilic nature of the 
investigated material is representative of several kinds of lipids, suggesting 
that the results have far reaching implications for determining the correct 
Young’s modulus of SLMs. The generality of Garcia’s bottom-effect artifact 
correction allows its application to every kind of supported soft film.
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cantilever spring constant, a set of force–indentation curves. 
These are typically fitted with an appropriate contact mechanics 
model to obtain the (effective) Young’s modulus of the sample 
as a best-fit parameter. Several models have been proposed 
and, among them, Sneddon[35,36] and Hertz[37] approaches are 
the most commonly used. While Sneddon’s theory tackles the 
general problem of any axisymmetric tip geometry (spherical, 
paraboloidal, conical, etc.), the Hertz’s theory is more restricted, 
considering only the case of a paraboloidal tip shape. Remark-
ably, Hertz’s approach can be considered a very good approxi-
mation of a spherical tip in case of small indentations.[38] These 
two models are based on three main assumptions:[38] 1) a con-
tinuum sample, 2) linearity between stress and strain tensors, 
and 3) an infinite sample thickness. While the first hypothesis 
means that the actual discrete (atomistic) nature of the sample 
does not affect the nanomechanical properties, the second one 
is crucial to relate the force–indentation curves only to the 
elastic property of the sample, ruling out any quadratic contri-
bution. The third assumption, instead, considers that the rigid 
substrate, on which the sample is deposited, is too far from the 
indentation region to affect the nanomechanical properties of 
the sample. However, Dimitriadis et  al.[39] have theoretically 
demonstrated that the contribution to the Young’s modulus of 
the underlying rigid substrate is in general not negligible. Fol-
lowing a naive description, when the sample is indented with 
the AFM tip, the applied force propagates through the finite 
sample thickness until the rigid substrate and bounces back 
modifying the cantilever deflection. This adds an artifact to the 
Young’s modulus of the sample, resulting in an overestimation 
of the real value. Such effect is usually called the bottom-effect 

artifact.[40,41] Recently, Garcia and Garcia[41] extended the bottom-
effect theory giving a more general description and providing 
finite element method (FEM) simulations. An extension of this 
phenomenon from elastic to viscoelastic samples was also pub-
lished by the same authors.[42] However, despite several theoret-
ical and numerical contributions,[39–44] direct experimental proofs 
of the bottom-effect artifact and of Garcia’s approach validity 
are still scarce in literature.[45]

In this contribution, the existence of the bottom-effect arti-
fact is experimentally demonstrated and the validity of Garcia’s 
theory to determine the correct sample Young’s modulus, free 
of the substrate influence, is confirmed by AFM-FS experiments 
performed on a synthetic glycosphingolipid (GSL) SLM on mica. 
The GSL was deposited onto mica by the Langmuir–Schaefer 
(LS) technique resulting in a SLM mainly composed of two-layer 
and four-layer regions. These two regions modulate in two dif-
ferent ways the bottom-effect artifact allowing to probe, by AFM, 
a change in the SLM nanomechanical properties. By fitting the 
force–indentation curves with Sneddon’s formula, indeed, two 
different Young’s moduli are obtained, depending on the indented 
film thickness. In contrast, when Garcia’s formula with a fourth-
order correction is used, a unique value for the sample Young’s 
modulus is obtained, restoring it as an intrinsic material property. 
Finally, FEM simulations are provided showing a good agreement 
with the experimental force–indentation curves, confirming once 
again the robustness of Garcia’s bottom-effect theory.

The chemical structure of the amphiphilic molecule used 
to prepare the SLM is shown in Figure  1a, while the corre-
sponding synthetic protocol is fully reported in Section S1 (Sup-
porting Information).

Figure 1. a) Chemical structure of the GSL molecule. b) Illustration of the AFM experiment in a liquid environment. The two main areas, two-layer and 
four-layer regions, of the GSL SLM can be distinguished. c) Representative AFM image of a 2 µm × 2 µm region of the GSL SLM in 10 × 10−3 m HEPES, 
300 × 10−3 m NaCl, and 20 × 10−3 m MgCl2 (pH = 7.4), on a mica substrate. d) Profile corresponding to the red line in (c). Three regions of ≈7, 11, and 
14 nm in height can be distinguished, which can be ascribed to two-layer, three-layer, and four-layer regions, respectively.
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This compound is a synthetic GSL with a β-d-glucose as a 
polar head group that favors the anchoring of the molecules 
on the water subphase by the LS method; additionally, this 
GLS contains two hydrocarbon chains of different length that 
provide insolubility in water and favor lateral van der Waals 
interactions between neighbor molecules that stabilize the 
Langmuir film. The length of this molecule, assuming a trans 
zig-zag configuration of the alkyl chains was calculated theo-
retically to be 3.3  nm using the program Spartan08  V 1.0.0. 
This GSL was selected among a large catalogue of synthetic 
biomaterials in our laboratory due to its ability to form ordered 
films with regions of different thicknesses on the substrate 
(Figure 1b–d).

The SLM was deposited onto a mica substrate by the LS tech-
nique, where the substrate is horizontally approached (and then 
immediately withdrawn) to the water surface in a Langmuir 
trough containing a GSL monolayer (for further details see  
Section S2, Supporting Information). As a result, a film exhib-
iting regions of different thickness was obtained (Figure 1b–d). 
In order to check that the polar heads of the GSL molecules 
are exposed to the liquid environment, the hydrophilicity of 
the film surface was tested by measurements of the contact 
angle of a drop of water. A value lower than 10° was obtained  
confirming a high hydrophilicity of the membrane surface (see 
Section S3, Supporting Information).

Figure 1c shows an AFM image of the GSL SLM obtained in 
10 × 10−3 m HEPES, 300 × 10−3 m NaCl, and 20 × 10−3 m MgCl2 
(pH = 7.4). This buffer was chosen on the one hand to mimic 
physiological conditions and on the other hand to expose 
the sample to a high ionic strength in order to reduce the 

extension of the tip–sample electrostatic interactions. From 
this image, three main regions with heights of ≈7, 11, and 
14 nm (Figure 1c,d) can be distinguished. Taking into account 
the GSL molecule maximum length (3.3 nm), the membrane 
regions whose thickness is ≈7, 11, and 14  nm are consistent 
with two-layer, three-layer, and four-layer patches, respectively. 
The small difference (about half a nanometer) between the 
theoretical double of the molecule length (6.6  nm) and the 
bilayer thickness (≈7  nm) could be due to the presence of a 
thin liquid layer at the mica interface, as reported in litera-
ture,[46–48] or eventually, to an apparent larger sample height 
caused by electrostatic interactions with the tip.[49] In the fol-
lowing, only two-layer and four-layer regions will be studied 
since these are the most relevant for a bottom-effect artifact 
proof based on different thickness morphologies of the same 
indented material (see later).

To study the nanomechanical properties of the described 
GSL SLM, an AFM-FS experiment was performed whose proce-
dure is illustrated in Figure 2a.

After immersion of the sample in the liquid media, a 
2 × 2 µm2 AFM image was recorded. An array of ≈20 × 20 force–
distance curves onto the sample was performed by approaching 
and then withdrawing the cantilever to/from the sample in 
order to analyze its nanomechanical properties. A representa-
tive AFM (approach) force–distance curve obtained on a bilayer 
region in liquid is provided in Figure 2b (ten additional curves 
are provided in Figure S15 (Supporting Information). All these 
curves show the same shape as the one in Figure 2b). The black 
line is the set of raw experimental data. Some points are espe-
cially noteworthy to describe the AFM-FS curve. Starting from 

Figure 2. a) Representation of the AFM force-spectroscopy experiment where an array of force–distance curves is performed by approaching and 
withdrawing the cantilever onto the sample. b) Representative force–distance curve performed on the GSL SLM on mica in a liquid medium. The four 
main points, from A to D, are highlighted: point A is the contact point, point B provides the breakthrough force, point C the jump, and point D the final 
contact with the mica substrate. c) Averaged force–indentation curves obtained from the raw experimental data. Blue data correspond to the average 
of ≈180 curves of indentations on two-layer regions (≈7 nm) while red data refer to ≈60 curves onto four-layer regions (≈14 nm).
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far, Z (piezo) ≈ 120  nm, a region of no interaction is clearly 
visible, which corresponds to a negligible tip–sample force. At 
Z (piezo) ≈ 65 nm, the contact point is reached (point A), and 
the tip starts to indent the sample resulting in an increase of 
the recorded force. This increase lasts until the rupture event 
(point B) occurs, where a jump is visible in the force–distance 
curve; this event corresponds to the rupture of the GSL polar 
heads top layer at the solid–liquid interface and the consequent 
fall of the tip through the soft GSL hydrocarbon chains until 
the last polar heads in contact with mica are reached (points 
B and C). Then, the final indentation takes place till the mica 
is touched by the tip and the onset of the mica contact regime 
(with zero indentation) can be distinguished (point D). Notably, 
the Z (piezo) distance between point A and point D is not equal 
to the bilayer thickness, ≈7  nm. This is due to the deflection 
of the cantilever during indentation. To restore the proper GSL 
bilayer thickness, indeed, a force–indentation plot should be 
considered.[50]

Once the force–distance curves were recorded, a custom-
ized Nanomechanics Python code (a full description of this 
code is provided in Section S5, Supporting Information) was 
used to extract the sample Young’s modulus from the experi-
mental force–indentation curves. In this code, a specific con-
tact mechanics model must be selected, together with a proper 
choice of the contact point (see Section S5c, Supporting Infor-
mation).[51] As a first approximation, Sneddon’s model for a 
paraboloidal tip geometry was applied

4

3
SNEDDON eff

3/2F E Rδ=
 

(1)

where Eeff, R, and δ are the effective Young’s modulus, the tip 
radius, and the indentation, respectively. More specifically, the 
effective Young’s modulus, Eeff, reads as
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with νt, νs, Et, and Es equal to the tip Poisson coefficient (νt = 
0.3), the sample Poisson coefficient (νs = 0.5),[24] the tip Young’s 
modulus (Et  = 170  GPa), and the sample Young’s modulus, 
respectively.

Equation  (1) relies on two additional assumptions: i) no 
adhesion between AFM tip and sample and ii) a paraboloidal 
tip geometry. For our experiments, the first hypothesis holds 
true, as can be seen in Figure S8 (Supporting Information). 
Regarding the second assumption, a spherical geometry was 
initially assumed due to a nominal tip radius between 2 and 
12 nm. Notably, in case of small indentations (smaller than the 
tip radius), the spherical tip geometry can be approximated 
by a paraboloidal one, a tip shape which will be considered 
throughout this contribution. Since Sneddon’s model does not 
correct the bottom-effect artifact, it is expected to be sensible 
to the two thicknesses exhibited by the GSL SLM (Figure  1b), 
therefore providing two different sample Young’s modulus 
values despite the material being the same.

Recently, Garcia and Garcia[41] have proposed a complete 
correction to the bottom-effect artifact which, for the same 

paraboloidal tip geometry, yields the following force–indenta-
tion contact mechanics expression
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As can be seen, this equation provides a correction to Sned-
don’s formula, made up of four terms. Remarkably, these terms 
are a function of the ratio between the contact radius, (δ∙R)1/2, 
and the thickness, h, of the indented membrane.

In Figure  2c, the averaged force–indentation curves con-
ducted on two-layer and four-layer regions are reported, i.e., 
7  nm (blue curve) and 14  nm (red curve) thick layers, respec-
tively. Both curves were truncated at ≈1  nm of maximum 
indentation in order to endorse the paraboloidal tip geometry 
assumption (as discussed previously) and, at the same time, 
to avoid any kind of nonlinearity (between stress and strain) 
related to the breakthrough force event (at ≈20 nN, Figure 2b, 
points B and C and Figure S9, Section S5b, Supporting Infor-
mation). To this maximum indentation corresponds a max-
imum strain (indentation/sample thickness) of ≈14%, there-
fore less than what is considered the limit for a purely elastic 
sample, i.e., 20%.[3] Despite the material being the same, the 
two curves follow different behaviors, with the blue curve 
(two-layer regions) presenting higher force values, at the same 
indentation, with respect to the red curve (four-layer regions). 
We claim that this observation represents the fingerprint of the 
bottom-effect artifact, which is more pronounced on the 7 nm 
thick membrane due to a shorter distance from the mica rigid 
substrate. Basically, the presence of two-layer and four-layer 
regions of the same GSL material determines the magnitude 
of the bottom-effect artifact by changing the propagation length 
of the applied tip force, from the contact point (Figure 2b, point 
A), to the underneath mica substrate (Figure 2b, point D).

In Figure 3 a more comprehensive analysis of the bottom-
effect artifact is provided for the system under investigation (see 
panel a). The analysis of the force–indentation curves in order 
to determine the sample Young’s modulus was performed by 
means of the previously described Nanomechanics Python code 
where a paraboloidal tip geometry is assumed. Figure 3b shows 
the sample Young’s modulus histograms corresponding to 
force–indentation curves performed on two-layer regions (blue 
data) and on four-layer thick regions (red data).

Fitting the force–indentation curves with Sneddon’s theory, 
Equation  (1), results in two clearly different Young’s moduli 
since the bottom effect is not considered, which clearly evi-
dences that the presence of the rigid substrate is not negli-
gible. The difference in the Young’s modulus value for the 
two-layer and four-layer regions is (131  ±  16) MPa despite 
the same nature of the indented sample. Remarkably, the 
Young’s modulus obtained for 7  nm thick regions is higher 
than the elastic modulus for a 14  nm thick area revealing the 
fingerprint of the bottom-effect artifact, more pronounced 
in the case of two-layer regions. In contrast, fitting with  
Garcia’s complete formula (at the fourth-order correction), 
Equation (3), provides the same Young’s modulus value (within 
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the error bars), ≈130 MPa (Figure 3d) for the two-layer and the 
four-layer regions (Figure 3d). This result is in agreement with 
the elastic modulus as an intrinsic material property (there-
fore independent from the sample thickness) and it explicitly 
shows that the bottom-effect artifact is fully compensated by a 
fourth-order correction of Garcia’s formula. Additionally, this 

nanomechanical analysis was performed on three-layer regions, 
i.e., ≈11 nm thick patches, showing results in agreement with 
Figure 3 main trends (Section S5e, Supporting Information).

The obtained Young’s modulus value for the GSL SLM 
(Figure  3b) is in good agreement with previously reported 
values for phospholipids molecules ranging from ≈30 to  
300 MPa[21,24,27,52] with eventual discrepancies attributable to 
differences in the chemical structure of the biological material 
under investigation and to the presence of salts in the buffer.[21,52]

The statistical analysis of the sample Young’s modulus was 
also performed fitting all the force–indentation curves with 
Garcia’s formula (Equation  (3)) but using only the first-order 
correction. As shown in Figure  3c, the bottom-effect artifact 
correction truncated at the first order yields two closer values of 
elastic modulus with respect to the simple approach of Sneddon 
(here the difference is only 58 MPa) but still does not fully com-
pensate the rigid substrate contribution to the sample Young’s 
modulus. For the second and third-order Garcia’s corrections 
differences of 17 and 15  MPa are obtained, confirming a pro-
gressive correction coming from the four terms of Equation (3).

All these experimental results confirm that the use of  
Garcia’s bottom-effect artifact correction is unavoidable for 
a correct determination of the elastic modulus of soft films 
supported on a rigid substrate, otherwise the accuracy of the 
Young’s modulus can be highly questionable.

To further test the validity of Figure 3 results, FEM simula-
tions were performed (more details in the Experimental Sec-
tion); FEM simulations are considered to provide the correct 
nanomechanical behavior of the material under investigation 
and have already been demonstrated to be in agreement with 
Garcia’s theory.[41] Figure  4a shows the interface between the 
vertical indenting AFM tip, not drawn for clarity, a finite elastic 
two-layer region (thickness of 7 nm) and the rigid support. For 
a simulated maximum indentation of 1 nm, the Von Misses[53] 
stresses extend through the full thickness of the elastic layer, 
due to the relative wide contact radius. This propagation of the 
stress is the cause of the bottom-effect artifact, since it connects 
mechanically the tip and the substrate. In Figure 4b, the force–
indentation curves data obtained by FEM simulations (sym-
bols) are compared with the averaged experimental data (solid 
line) obtaining a good agreement which also demonstrates 
the consistency of two of the physical hypotheses discussed in  
the Introduction: the continuous nature and the linearity of the 
sample. These two assumptions are explicitly included in the 
FEM model, but they do not necessarily hold for every material 
under study. However, the agreement between simulations and 
experimental results shown in Figure 4b strongly supports their 
validity.

Nonetheless, a small discrepancy between experimental and 
FEM data is still present in Figure 4b, mainly in the four-layer 
case (red data). This error could be due to several reasons:  
i) the FEM simulations do not take into account any viscosity 
of the sample since only elastic properties were considered. 
As already reported in literature, phospholipids do show vis-
coelastic behaviors[27,54] therefore addressing the necessity for 
a more complete mechanical description, ii) the FEM simula-
tions are based on linear elasticity which, as well, could be only 
a first-order description, neglecting nonlinear contributions,  
iii) the four-layer experimental curve (red solid line) corresponds 

Figure 3. a) Scheme of the system under investigation made up of two-
layer regions (height h  ≈ 7  nm) and four-layer regions of GSL (height  
h ≈ 14 nm). b) Young’s modulus histogram obtained by force–distance 
curves performed on two-layer (blue data) and four-layer (red data) regions 
using Sneddon’s formula, Equation (1). c) Young’s modulus histogram 
obtained by using Garcia’s first-order correction formula, Equation  (3). 
d) Young’s modulus histogram obtained with Garcia’s fourth-order cor-
rection formula, Equation (3). In (b)–(d) the solid blue and red lines are 
Gaussian fittings of the two-layer and four-layer histograms, respectively, 
while the yellow stars indicate the histograms mean values. Main param-
eters used in the simulation (for more information refer to the Sup-
porting Information or the AFM Imaging and Force-Spectroscopy in the 
Experimental Section): R = 17 nm, k = 0.6878 N m−1, deflection sensitivity  
S  = 14.46 nm V−1, χ2  = 10 (see Section S5f, Supporting Information), 
geometry of the tip: paraboloidal. N (blue data) = 180, N (red data) = 60.
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to the average of ≈60 force–indentation curves, i.e., a slightly 
poor statistics. This could also be a partial reason for a worse 
four-layer fitting with respect to a two-layer experimental curve 
which is related to a higher statistic, ≈180 curves. As can be 
appreciated in Figure  1c, indeed, the coverage of four-layer 
regions is smaller than the coverage of two-layer areas.

Finally, following Equation  (3), we stress that the ratio 
between the contact radius, (δ∙ R)1/2, and the sample thickness 
h, is the key parameter for the evaluation of the relevance of 
the bottom-effect artifact for the AFM nanomechanical proper-
ties of a supported sample. In the example studied here, due 
to a maximum indentation of 1 nm and a tip radius of 17 nm 
(see Section S6 and also Section S7, Supporting Information, 
with scanning electron microscopy (SEM) images of the tip), 
the ratio between the contact radius and the sample thickness 
is ≈0.5, which fully addresses a relevant bottom-effect artifact. 
This conclusion is also supported by the simulation provided in 
Figure 4a, where the vertical dimension of the red region (high-
stress zone) is in the same order of magnitude than the con-
tact radius. As the stresses are a kind of mechanical connection 
between the tip and the sample, also this observation addresses 
a relevant bottom-effect artifact. Hence, these results indicate 
that the accepted rule—of a maximum indentation less than 
10–20% of the sample thickness to be enough for a negligible 
bottom-effect artifact—cannot be generally applied.

This contribution provides an AFM force-spectroscopy 
experimental proof of the existence of the so-called bottom-
effect artifact for the elastic Young’s modulus determination 
of a supported lipid membrane. In particular, a glycosphin-
golipid sample exhibiting regions of different thicknesses onto 
a rigid mica substrate was obtained by the Langmuir–Schaefer 
technique and its mechanical properties analyzed. The appli-
cation of a standard contact mechanics model such as Sned-
don’s theory yields a thickness-dependent value for the Young’s 
modulus due to a modulation of the bottom-effect artifact by 
the varying thickness of the sample. Remarkably, the results 
here provided strongly support the validity of Garcia’s correc-
tion to the bottom-effect artifact, which is experimentally dem-
onstrated to be able to restore (at the fourth correction order) a 
sample Young’s modulus as an intrinsic material property, i.e., 

a Young’s modulus value independent from the thickness of 
the film and not perturbed by the presence of a rigid substrate. 
These observations are validated by FEM simulations.

Moreover, it is shown that indenting not more than 10–20% 
of the sample thickness (in this case ≈1  nm) does not ensure 
that the nanomechanical contribution of the rigid substrate is 
negligible. Indeed, the crucial parameter to determine whether 
the bottom-effect artifact is relevant, is the ratio between the 
contact radius (and not the pure indentation) and the sample 
thickness.

The amphiphilic chemical structure of the material investi-
gated here is representative of several kinds of biological mate-
rials, therefore paving the way for future determinations of the 
correct Young’s modulus of supported lipid membranes. Due 
to the generality of Garcia’s bottom-effect correction theory, we 
foresee applications to every kind of supported soft sample fields, 
from (ultra-) thin film technologies to mechanobiology, where 
the measured apparent elastic modulus of a cell can strongly 
depend on the location of the indentation. Nonetheless, we con-
sider our approach to the bottom-effect artifact/correction to be 
valid only inside the AFM community and not the whole nano-
mechanics field for which additional experiments are needed.

Experimental Section
AFM Imaging and Force-Spectroscopy: AFM measurements were 

performed at room temperature, about 25 °C, using a Multimode 8 
(Bruker) AFM microscope. SCANASYST FLUID+ (Bruker) cantilevers 
were used both for topography and nanomechanical measurements 
in a liquid environment, namely, 10  × 10−3 m HEPES, 300  × 10−3 m 
NaCl, and 20 × 10−3 m MgCl2 (pH = 7.4). The cantilevers were used as 
received for the AFM imaging and nanomechanical experiments. To 
avoid damaging the tip, the calibration procedures[55] were performed 
at the end of the AFM-FS experiment. The deflection sensitivity S was 
obtained by performing ten force–distance curves on mica (in the same 
liquid environment and without changing the laser spot position onto 
the cantilever) and calculating the average inverse slope of the contact 
region. The cantilevers spring constant (≈0.7 N m−1) was then obtained 
(in liquid as well) using the standard thermal tune method.[55]

The used cantilever has a nominal cantilever bending angle smaller 
than 2°, therefore no trigonometrical correction was applied to the force 

Figure 4. a) Cross section of a FEM simulation of the AFM tip indenting a two-layer region (7 nm). The color map represents the simulated Von 
Misses stress inside the sample (red: high stress, blue: small stress), due to the vertical force applied by the spherical tip (not shown for clarity).  
b) Force–indentation curves comparison between FEM simulations (symbols) and averaged experimental data (solid lines), for the two different layer 
thicknesses (two-layer: blue data (≈180 curves), four-layer: red data (≈60 curves)).
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calculations and to the FEM simulations where a vertical indenting tip 
was used.

The breakthrough force experiments were carried out following the 
AFM-FS method. After recording a 2  ×  2 µm2 topographical image, 
on the same scanned region, an array of 20 ×  20 points was selected, 
resulting in a distance between close pixels of 100  nm, much bigger 
than twice the measured tip radius (R = 17 nm) to avoid breakthrough 
holes overlapping. Force–distance curves were recorded by approaching 
and retracting the cantilever tip to the sample (for about 150  nm) at 
a constant speed (1 µm s−1), with 1024 pixels in the vertical direction 
and about 4  V as a deflection set-point. All the AFM images were 
obtained in tapping mode at about 1  Hz of scan rate. These were all 
equally postprocessed with Gwyddion[56] by means of a plane flattening, 
a second-order polynomial flattening in x and y, plus a median of 
difference rows alignment.

As described in Section S6 (Supporting Information), the tip radius 
R was measured before and after the official bottom-effect experiment, 
using a commercial polystyrene and polyolefin elastomer (ethylene-
octene copolymer) PS-LDPE test sample (Bruker) with a known Young’s 
modulus. The average result was R = (17 ± 2) nm.

FEM Simulations: The numerical simulations of the indentation were 
performed with commercial FEM software (COMSOL Multiphysics, 
COMSOL AB, Stockholm, Sweden). The indenter was a rigid sphere 
(R  = 17  nm), and the material model used for it was an elastic 
material (linear, isotropic, and homogeneous, E  = 170  GPa). The 
sample was also simulated as an elastic material (linear, isotropic, 
and homogeneous with a Young’s modulus E  = 130  MPa. This value 
was taken as the average between the two mean elastic modulus 
values present in Figure  3d, i.e., 134 and 125  MPa). The lateral size 
of the sample (100 nm) was large enough to prevent lateral boundary 
effects, and two different thickness were simulated (h1 = 7 nm and h2 = 
14 nm). The bottom of the sample was fixed to a rigid substrate. The 
tip was moved perpendicular to the sample surface, up to a maximum 
indentation of 1 nm.

The mesh parameters were refined until a convergence in the 
solutions was obtained. This final converged mesh was graded to be 
more refined close to the indenter and in the surroundings of the tip 
contact point (0.01  nm) and coarser at the edges of the sample (up 
to 0.1  nm). The simulations were performed assuming a frictionless 
contact between the tip and the sample.

Supporting Information
Supporting Information is available from the Wiley Online Library or 
from the author.
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