IF;

Investigacién
Innovacién
Ingenieria

46

Técnicas de medida para la capacitancia y resistencia
eléctrica de una membrana de bicapa lipidica

Technical measure for capacitance and resistance of a lipid

Recibido: 16/05/2014

Facultad de Ciencias e Ingenieria

bilayer membrane

CARLOS RAMIREZ-MARTIN

Fisico

MSc. Metalurgia y Ciencia de los Materiales
Grupo de Investigacion GIMAC

Universidad de Boyacd, Colombia

cramirezm@uniboyaca.edu.co

OSCAR DURAN-AVENDANO

Fisico

MSc. Instrumentacion Fisica

Universidad de Pedagogica y Tecnologica de Colombia, Colombia

oscar.duran@uptc.edu.co

Aceptado: 03/08/2014

Afio. 2 — No. 1 — Sept. 2014 — Feb. 2015



ABSTRACT

RESUMEN

Las membranas de bicapa lipidica plana (BLM) han sido utilizadas
en un variado namero de aplicaciones que van desde la biofisica,
la investigacion practica, el estudio de microchips y su desarrollo
como biosensores utilizando membranas de bicapa lipidicas sopor-
tadas. Se presenta una vision general sobre el origen del concepto de
bicapa lipidica, su asociaciéon con el comportamiento de un circuito
eléctrico RC en paralelo y sus propiedades eléctricas mas relevantes,
capacitancia y resistencia eléctrica. Se exploran las técnicas instru-
mentales utilizadas para cuantificar estas propiedades eléctricas y
que permiten caracterizar el desempeiio de BLM frente a su inte-
raccion con una diversidad de agentes fisicoquimicos externos.

Palabras clave: Membrana de bicapa lipidica (BLM), resistencia
eléctrica, capacitancia, fosfatidilcolina.

The planar lipid bilayer membranes (BLM) have been utilized in a number of different applications like
biophysics, practical research, study of microchips and their development as biosensors using suppor-
ted bilayer lipid membranes. An overview on the origin of the concept of lipid bilayer, its association
with the behavior of a parallel circuit RC and its most important electrical properties, capacitance
and electrical resistance is presented. The instrumental techniques used to quantify these electrical
properties that allow characterize the performance of BLM against its interaction with diversity of
external physical-chemical agents, are explored.

Keywords: Bilayer lipid membrane (BLM), electrical resistance, capacitance, phosphatidylcholine.
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INTRODUCCION

Los primeros estudios sobre la composicion basica de las membranas
celulares se iniciaron con la observacion de las tasas de acumulacion
intracelular de sustancias y su proporcionalidad con la solubilidad en
los lipidos (Overton, 1889). Danielli y Davson (1935), produjeron un
modelo de la membrana de la célula en la que una capa lipoidal se
intercala entre dos capas proteinicas. La primera medicion directa del
espesor obtenido a partir de electromiografias por Robertson (1959),
sugirié que la capa lipoide era probablemente so6lo tan gruesa como
dos moléculas comunes de lipidos biol6gicos.

Usando mediciones de impedancia eléctrica Fricke & Morse (1925) proporcionaron la primera esti-
macion del espesor de las membranas (2 nm a 3 nm), a partir de las mediciones de la impedancia
eléctrica de células en suspension. El concepto de la “unidad de membrana” se cerré cuando Mueller,
Rudin, Tien y Wescott (1962) produjeron la primera membrana de bicapa lipidica plana (BLM) in vitro
a partir de lipidos extraidos de cerebro bovino. Esta situacion generé muchos otros estudios y las
bicapas lipidicas se formaron a partir de una amplia variedad de lipidos extraidos de tejidos biol6gi-
cos, asi como de anfbfilos sintéticos (Mueller et al., 1962; Mueller et al., 1964; Tien et al., 1968; Tien
y Dianna 1967; Tien 1975; Goldup, 1970) y un estudio reciente realizado por (Tien & Ottova, 2001).

La caracterizacion de las BLM desde el punto de vista eléctrico y su asociacién con un circuito eléc-
trico RC en paralelo, ha llevado a profundizar en el comportamiento de estas unidades estructurales
frente a diferentes agentes externos que entran en contacto. Por tal motivo conocer las variaciones
de la capacitancia y la resistencia eléctrica permitiran dar respuesta a diferentes inquietudes de orden
fisiologico y farmacolégico. En este trabajo se presenta una revision sobre la evolucion del concepto
de unidad estructural de la membrana y sus propiedades eléctricas, al igual que se incluye una ex-
ploracion de las técnicas instrumentales mas utilizadas que permiten cuantificar la capacitancia y la
resistencia eléctricas de las BLM.

ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA

La membrana biol6gica es uno de los componentes estructurales mas importantes y funcionales de la
célula; cumple con una serie de funciones importantes de orden: estructural, de contacto, de recep-
cién y de transporte (Sim, 1982; Alberts et al., 1998; Cevc & Marsh 1987; Jain, 1988). La estructura de
la biomembrana tiene varias caracteristicas comunes como se observa en la Figura 1; su base es una
bicapa lipidica compuesta de moléculas de lipidos en los cuales se incorporan proteinas integrales y
periféricas. Las proteinas son apoyadas o cubiertas por proteinas estructurales, como por ejemplo la
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espectrina neta en los eritrocitos (Alberts et al., 1998) o la proteina S bacteriana (Pum y Sleytr, 1999).
La parte exterior de las membranas bacterianas y vegetales también esta cubierta por polisacaridos
(Alberts et al., 1998). La matriz de lipidos proporciona la integridad de la membrana, el aislamiento
eléctrico y las proteinas determinan el cumplimiento de las funciones especificas de la membrana.

Extracellular side Polysaccharide

proteins \Phospholipid

Integral
protein (Cytoplasmic side)

Figura 1. Modelo estructural de una biomembrana.

Fuente: Hianik, 2006.

En condiciones fisiol6gicas normales, la bicapa lipidica se encuentra en estado cristalino-liquido;
desde el punto de vista fisico la biomembrana representan un cristal liquido de tipo esméctico (Nagle
& Tristram-Nagle, 2000). El espesor de las biomembranas varia entre 5 nm a 10 nm y es considera-
blemente menor que la dimension de las células. Las variaciones de espesor de una biomembrana
se deben principalmente a las proteinas integral, periférica y estructural, asi como a la presencia de
lipopolisacaridos y glycopolysacaridos (Alberts et al., 1998).

El progreso en la comprension de las particularidades de la estructura y las propiedades de la membra-
na, se conecta directamente con el progreso de la fisica. La aparicion del microscopio y el considerable
progreso en la fabricacion de lentes o6pticas en el siglo XVII permiti6 realizar la primera observacion de
la estructura celular por Hooke en 1662. Sin embargo, el mayor avance era muy lento y sélo en 1831,
Brown mostro la existencia de un ntcleo en la célula (Roland, 1974). Entonces la teoria celular, uno
de los conceptos fundamentales de la biologia, fue formulada por el botdnico Schleiden y el zodlogo
Schwann (Alberts et al., 1998). La existencia de la membrana que rodea la célula fue propuesta en 1855
por Negeli, quien observé que células en buen estado puede cambiar el volumen con los cambios de
la presion osmotica del ambiente que la rodea. Estos experimentos fueron continuados por Overton
(Sim, 1982), quien demostr6 que moléculas no polares penetran mas facil a través de la membrana
celular, que las moléculas polares. Los resultados de estos experimentos le permitieron plantear la
hipotesis de que la estructura de la membrana tiene una naturaleza lipidica.

Técnicas de medida para la capacitancia y resistencia eléctrica de
una membrana de bicapa lipidica
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Un mayor desarrollo del concepto de la estructura de la membrana se logré gracias al trabajo de Gor-
tel y Grendel (1925), en el primer tercio del siglo XX. Esta época se caracterizo por un excelente avance
en el estudio de las capas monomoleculares en la interfaz aire-agua que es debida al trabajo de
Langmuir y compaiieros de trabajo (Langmuir, 1933; Langmuir & Waugh, 1938). Se extrajeron lipidos a
partir de eritrocitos y se mostré que el area de la capa monomolecular formada por los lipidos en una
interfaz aire-agua es el doble de la superficie de las células de eritrocitos. Esto dio como resultado el
concepto sobre la composicién de la biomembrana con dos capas de lipidos monomoleculares como
se observa en la Figura 2a.

A pesar de ciertos errores en su estudio, fundamentados en una subestimacion de la concentracion
de los lipidos y del area de los eritrocitos, asi como no tener en cuenta la presencia de proteinas, el
concepto de la estructura de bicapa de la biomembrana fue aceptado por gran parte de la comunidad
cientifica. Actualmente esta claro que si se fuera a realizar el experimento correctamente, la interpre-
tacion seria diferente. Se sabe ahora que la membrana del eritrocito esta compuesta por un 43% de
lipidos, el 49% de proteinas y un 8% de hidrocarburos.

La suposicion de la conexion de las proteinas con las membranas fue planteada 10 afos mas tarde por
Danielli y companeros de trabajo (Danielli y Dawson, 1935), debido a la necesidad de explicar sustan-
cialmente la baja tension superficial de las biomembranas, en comparacion con monocapas de lipidos
puros en la interfaz aire-agua. Por ejemplo, la tension superficial de la membrana de la célula de erizo
de mar es de aproximadamente 0.2 mNm', mientras que para las monocapas de acidos grasos en la
interfaz aire-agua se encuentra entre 10 mNm”a 15 mNm™ (De Robertis et al., 1970).

Otros estudios mostraron que la adicion de las proteinas en la subfase de agua causan una disminu-
cion en la tension superficial de las monocapas de lipidos, por tanto se ha propuesto que las proteinas
globulares estan conectados con ambas superficies de la bicapa lipidica como se aprecia en la Figura
2b. La comprobacion directa de la existencia de la biomembrana ha sido posible al descubrimiento
del microscopio electrénico y su aplicacion en la biologia. La primera micrografia realizada con
un microscopio electronico, mostré que la célula esta rodeada por una delgada membrana con un
espesor de aproximadamente 610 nm. Esta membrana esta compuesta por tres capas; dos capas de
alta densidad electronica con un espesor de aproximadamente 2 nm separadas por una capa de baja
densidad electrénica con un espesor de 3.5 nm (Zetterquist, 1956). Se ha propuesto que las capas de
electrones de alta densidad corresponden a la region de grupos de cabeza polares de la capa de fos-
folipidos cubiertos por las proteinas, mientras que la capa de baja densidad electréonica corresponde
a la parte hidrofoba de la bicapa lipidica.

De acuerdo con este modelo, la bicapa lipidica esta cubierta por una capa de proteinas en una confor-
macion 3, que son adyacentes a la parte polar de la membrana debida a interacciones electrostaticas.
La asimetria se debe al hecho de que la monocapa exterior esta cubierta por glicoproteinas, segtin
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se observa en la Figura 2c. En la figura 2d se muestra el modelo de membrana compuesto de micelas
cubiertas por proteinas, propuesto por Lucy (De Robertis et al., 1970). Sin embargo, este modelo no
puede explicar la pequefa conductividad de las BLM determinado por (Mueller et al., 1962), este y
estudios posteriores demostraron que la conductancia especifica de las BLM esta comprendida en el
rango de 10° Q'cm' a 10 Q'cm™ (Tien, 1974; Ivkov & Berestovsky, 1981).

et TR T s
il s M

(a) (b) (0) (d)

Figura 2. Resumen historico esquemadtico de los modelos de biomembranas. a) Bicapa lipidica de Gortel y Grendel. Fuente: Gortel &
Grendel, 1925. b) Modelo de Danielli y Dawson. Fuente: Danielli & Dawson, 1935. ¢) Modelo unitario de biomebrana por Robetson.
Fuente: Zetterquist, 1956. d) Modelo micelar propuesto por Lucy.

Fuente: Robetson, 1959.

La alta resolucion de la microscopia electrénica, asi como los métodos mejorados para la preparacion
de muestras ultra delgadas permitié obtener micrografias de las membranas celulares con detalles
estructurales adicionales. El andlisis de estos resultados permitid proponer el llamado modelo del
mosaico fluido de biomembranas (Singer & Nicolson, 1972; Finean et al., 1978). Segtin este modelo
representado en la Figura 1, la membrana esta compuesta por una bicapa de lipidos con proteinas
incorporadas. El modelo permitié explicar la dependencia de la actividad de proteinas de membrana
en el estado fisico de la membrana, asi como la existencia de la viscosidad de la membrana.

Actualmente varias modificaciones al modelo del mosaico fluido se utilizan para la descripcion de la
estructura de las biomembranas. Sin embargo, estudios de las propiedades fisicas de las biomembra-
nas y bicapas lipidicas revelaron que la movilidad de algunas proteinas de la membrana esta fuerte-
mente restringida (Danielli, & Dawson, 1935; Rogers et al., 1980). Estudios tedricos y experimentales
realizados recientemente han demostrado que la estructura lateral de la bicapa lipidica es dinamica,
heterogénea y se caracteriza por la formacion de dominios de lipidos con diferente movilidad de los
lipidos y de las proteinas (Sim, 1982 & Alberts et al., 1998)

Técnicas de medida para la capacitancia y resistencia eléctrica de
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PROPIEDADES ELECTRICAS

Las bicapas lipidicas tienen una capa central, no polar, que es de unos 2 nm a 3 nm de espesor, que
es determinada por la energia de Born requerida para mover un ién del medio acuoso donde la cons-
tante dieléctrica es €_78 al interior de la bicapa (Tien, 1966; Fettiplace et al., 1971; Coster & Smith,
1974; Hanai et al., 1964, Huang & Levitt 1977). La energia de Born para las particiones al interior de la
bicapa lipidica de un medio acuoso esta dada por la ecuacion 1(Neumcke & Liuger, 1969).

(Ec. 1)

R es el radio del ion; e es la carga del electron; z es la valencia del ion; €  es la constante dieléctrica
del interior de la membrana; € es la constante dieléctrica del aguay € es la permitividad del espacio.

Para un ion Potasio, por ejemplo, esta energia de particion de Born (Coster, 1999) es del orden de 3
eV. La conductancia eléctrica de la BLM es muy baja ya que las concentraciones de iones en la mem-
brana son extremadamente bajas, incluso si las movilidades de los iones en la membrana fueran altas.
La baja conductividad de este fluido flexible y la estructura de membrana, es de importancia en las
propiedades funcionales de la membrana celular. La baja conductancia de las membranas lipidicas
son, sin embargo, varias decenas de 6rdenes de magnitud mayor que el esperado a partir de la con-
centracion de portadores en el lipido de la membrana; la explicacion de ello radica en la formacion
de los “defectos” de poro.

Circuito equivalente de membrana

Fricke, & Morse (1925), llevaron a cabo el siguiente experimento; dispusieron de glébulos rojos (RBC)
que se suspendieron en una solucién salina isotonica y a continuacion dos electrodos de Pt se coloca-
ron en la suspension y se conectaron a un brazo de un puente de Wheatstone; la conductividad y la
capacitancia de la suspension RBC, se midié como funcién de la frecuencia.

A bajas frecuencias la impedancia de la suspensién de RBC es muy alta, mientras que a altas frecuen-
cias la impedancia disminuye a un valor bajo. Para explicar los hallazgos, Fricke propuso un modelo
donde los RBC estaban rodeados por una delgada capa de material dieléctrico, eléctricamente equi-
valente a una resistencia (R ) y un condensador (C ) en paralelo. El circuito eléctrico que se ajusta
a las condiciones anteriormente descritas se representa en la Figura 3 y se conoce como circuito
equivalente de membrana. Asi, las lineas de corriente fluian alrededor de los glébulos rojos a bajas
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frecuencias. A muy altas frecuencias, la resistencia se vuelve muy baja debido a que toda la corriente
se desvia a través del condensador.

C BLM

Tl
e

Il
l
f

| —|
—d

R BLM

Figura 3. Circuito equivalente de BLM.
Fuente: Kramack, et al., 2007

Hober (1910), encontré que las suspensiones de glébulos rojos tienen una alta resistencia eléctrica,
mientras que el citoplasma tiene una conductividad similar a la solucion fisiologica salina. A partir de
este hecho, Hober concluy6 que la membrana celular tiene una resistencia eléctrica alta. Utilizando
la formula para un condensador de placas paralelas, Fricke determiné que la capacitancia (C ) de los
globulos rojos era de 0.81 mFem™. Para un condensador de placas paralelas, la capacitancia estd des-
crita por la ecuacion 2

_ €
4nt, (Ec. 2)

m

Donde:

C_ es la capacitancia de la membrana, € la constante dieléctrica de la membranay t_ el espesor de la
membrana.

Fricke determiné que el espesor de la membrana de los glébulos rojos era de 3.3 nm y 11 nm, asu-
miendo €=3y £€=10, respectivamente (Fricke & Morse 1925). De hecho, modernas mediciones en
membranas de bicapa de lipidos artificiales y biomembranas confirman plenamente la estimacion
de Fricke.

Técnicas de medida para la capacitancia y resistencia eléctrica de
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METODOS PARA DETERMINAR LA RESISTENCIA Y LA CAPACITANCIA DE LAS BLM
CAPACITANCIA

La capacitancia, es el parametro considerado la mejor herramienta para determinar la estabilidad y la
integridad de las BLM y por esta raz6n se mide para todas las bicapas, incluso cuando otras propieda-
des son el centro principal de las mediciones. Existen tres métodos principales para la determinacion
de la capacitancia de la bicapa lipidica plana: método de la descarga, método de conversiéon de la
capacitancia a periodo y método de conversion de capacitancia a voltaje. Para la comparacion entre
diferentes estudios, los valores medidos de la capacitancia deben ser normalizados al tamaiio de la
superficie, la capacitancia especifica de la bicapa lipidica plana, es decir, la capacitancia por unidad
de drea.

Método de la descarga

El método mas simple y comtin para la medicion de la capacitancia de una bicapa lipidica plana es la
medicion de la constante de tiempo del voltaje de descarga (Troiano et al 1988, Benz & Janko 1976,
Kramar et al 2007, Wilhelm et al 1993, Diederich et al 1998, Meier et al 2000, Sharma et al 1996,
Kramar,et al 2009, Vargas et al 2000). Para su implementacion se necesitan un generador de voltaje,
un interruptor y un osciloscopio. Para realizar la medicion, una bicapa lipidica plana se carga prime-
ro por un pulso de voltaje; al final del pulso, la bicapa de lipido cargada se descarga a través de una
resistencia conocida y el proceso de descarga se monitorea con un osciloscopio, presentando un
comportamiento como el observado en la Figura 4.

03} Jesac
— V()
— I (mA)

V@) =Vye =

0 100 200 300 400
t(us)

Figura 4. Medida de la capacitancia de BLM por el método de la descarga

Fuente: Kramack, et al., 2010.
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El voltaje V,en la bicapa lipidica plana disminuye exponencialmente y es descrito a través de la
ecuacion 3

t

V(@) =Vye * (Ec. 3)
Donde:
V, es la amplitud del pulso y t es la constante de tiempo.

La constante de tiempo descrita por la ecuacion 4, depende de la capacitancia Cy la resistencia R que
proceden de la bicapa lipidica plana y el circuito electrénico

7=RC (Ec. 4)

La resistencia del circuito electronico es generalmente conocida y es muy inferior a la resistencia
de la bicapa lipidica plana =108 Q, por lo tanto, la capacitancia de la bicapa lipidica plana se puede
determinar en dos etapas. En primer lugar, la capacitancia del sistema electronico C, se mide sin la
bicapa lipidica plana. A continuacion, se determina la capacitancia del sistema electrénico con la bicapa
lipidica plana y una solucion salina Cg, . La capacitancia de la bicapa lipidica plana C ,, se obtiene

como la diferencia entre C, y C ,,, expresada por la ecuacion 5

Corar = Csys — Copru (EC' 5)
Método de conversion de capacitancia a periodo

Los parametros eléctricos de la bicapa lipidica plana también se puede medir por medio de una senal
de voltaje alterno, que ofrece la ventaja de eliminar el posible efecto del electrodo de polarizacion.
Kalinowski & Figaszewski (1992) construyeron el instrumento esquematizado en la Figura 5, que
convierte la capacitancia de una bicapa lipidica plana en un tren de pulsos rectangulares. Durante la
medicion, la bicapa lipidica plana se carga y se descarga con una corriente constante. La duracion del
ciclo de carga-descarga es proporcional a la capacitancia de la membrana. En el circuito de la Figura
5, la capacitancia de la bicapa lipidica plana es representada por el condensador C ;.

Técnicas de medida para la capacitancia y resistencia eléctrica de
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Figura 5. Diagrama esquemadtico de conversion de capacitancia a periodo
Fuente: Kalinowski, & Figaszewski, 1992.

El voltaje en el punto D se amplifica con un amplificador no inversor de ganancia K descrita por la
ecuacion 6

= RitR (Ec. 6)

La sefial amplificada es una de las entradas del circuito integrado NE555. Dos comparadores de vol-
taje se encuentran en el circuito integrado, ambos con una de sus entradas conectadas al voltaje de
la salida del amplificador (A) mientras la otra entrada esta conectada al voltaje del divisor de voltaje,
el cual es realizado por tres resistencias. Dependiendo de los niveles de voltaje en las entradas Ry S,
la salida (B) del circuito cambia de un estado bajo a un estado alto. El resultado es una sefal de onda
cuadrada, que tiene un periodo bien definido. A través de la Ecuacién 7 se puede calcular el voltaje a
través de la bicapa lipidica plana

2VR (Ec. 7)

S2 s
3 k 3(R+R,)

VBZM

La medida se divide en dos pasos. En primer lugar, el condensador esta cargado con la corriente que
pasa a través de las resistencias R , R, y el transistor T esta apagado. A continuacion, el condensador
se descarga debido a la corriente a través del transistor, que es una consecuencia de un cambio de
estado del flip-flop. La corriente fluye a través de la resistencia R, y el transistor T. La Ecuacion 8,
permite calcular el producto del voltaje y el tiempo en un periodo

TV =V (R +R)Cpppy + Vi B Crpy (Ec. 8)
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SiR<<R,yV v v yentonces el periodo se determina con la ecuacion 9

- 2V B Cory
14

T (Ec.9)

Método de conversion de capacitancia a voltaje

Cuando una seial alterna es aplicada a una bicapa lipidica plana, su impedancia eléctrica cobra impor-
tancia. Dado que los condensadores conducen corriente en proporcion a la tasa de cambio del voltaje,
ellos pasan mas corriente para cambios rapidos de voltaje, y menos corriente para cambios lentos de
voltajes. Por lo tanto, la parte capacitiva de la impedancia-capacitiva para cualquier condensador es
inversamente proporcional a la frecuencia de la corriente alterna. De acuerdo con esta teoria, la ca-
pacitancia de bicapa lipidica plana se mide utilizando un puente de Wheatstone de corriente alterna
como lo muestra la Figura 6, (Hanai et al 1964; Rosen & Sutton 1968; White 1970), que contiene una
resistencia variable en paralelo con un condensador variable en la rama conocida. Cuando el puente
estd equilibrado a una frecuencia dada, la configuracion de la rama conocida suministra la capacitan-
cia equivalente en paralelo y la resistencia del circuito es conectada a los terminales desconocidos.
Dado que la bicapa lipidica plana se sumerge en el electrolito, el puente de Wheatstone mide la im-
pedancia equivalente en paralelo del sistema membrana-electrolito.

La capacitancia paralelo equivalente puede ser representada por la capacitancia de la membrana, la
capacitancia pardsita asociada a los electrodos en serie con la resistencia del electrolito, por lo tanto,
el circuito equivalente apropiado y la transformacién de ecuaciones debe ser usada para relacionar la
capacitancia de la membrana con los elementos del puente de Wheatstone.
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Figura 6. Diagrama esquemadtico de conversion de capacitancia a voltaje
Fuente: Hanai et al 1964; Rosen & Sutton 1968; White 1970

Micelli et al., (2000) midieron la capacitancia de bicapas lipidicas planas con la aplicacién de un vol-
taje alterno sinusoidal con una amplitud de 2 mV y una frecuencia de 1 kHz. A esta alta frecuencia,
casi todos los cruces de corriente de la parte reactiva de las bicapas lipidicas planas y su resistencia
son despreciables. El voltaje rectificado es proporcional a la capacitancia de la bicapa lipidica plana.
Mediante el uso de un conjunto de valores de prueba para la capacitancia, que fueron incluidos uno
a uno en el sistema de medicién, parametrizaron la relacion entre voltaje medido y capacitancia y ob-

tuvieron una relacion hiperbdlica descrita por la ecuacion 10, con dos pardmetros conocidos a y p:

- Vi Ec. 10
Crin a—b—Vl;, ( )

RESISTENCIA

Las membranas de bicapa lipidica plana presentan una resistencia en el intervalo de pocos giga ohm.
La resistencia se calcula generalmente de acuerdo con la ley de Ohm como una relacién de voltaje
aplicado a la bicapa lipidica plana y la corriente que fluye a través de esta. Como se mencioné ante-
riormente, los pardmetros eléctricos de la bicapa lipidica plana también se puede medir por medio
de una corriente alterna. El continuo control de la capacitancia es util para conocer el espesor de la
membrana, mientras que el monitoreo continuo de la resistencia permite estudiar las interacciones
proteina-lipido y las fluctuaciones de la bicapa lipidica plana.
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Gallucci et al., (1996) presentaron un circuito eléctrico adecuado para el monitoreo continuo de la
capacitancia y resistencia de la bicapa lipidica plana simultaneamente. Un voltaje de entrada se com-
pone de dos sefales que varian sinusoidalmente: uno con amplitud variable de 0.1 Va 1.5 Vy con
frecuencia de 1 Hz y otro con una amplitud de 2 mV y frecuencia de 1 kHz. La bicapa lipidica planay
el dispositivo de medicion se muestran en los circuitos equivalentes del lado izquierdo de la Figura 7.

Vam Vi
ReLm(t) Ry

Cam(t) C oV
1 HZH»\1kHz e
%

S

Figura 7. Izquierda: Circuito equivalente de BLM y piezas de medida. Derecha: esquema vectorial de voltajes y corrientes.
Fuente: Gallucci et al., 1996; Micelli, et al., 2000 & Micelli, et al., 2002.

En el lado derecho de la Figura 7, se representa el grafico de vectores asociados a la corriente y volta-
je; la relacion entre el voltaje de la membrana, el voltaje de la fuente y el voltaje del circuito se puede
describir con ayuda de las ecuaciones 11 a 13

ViCos(p— ) + Vi Cos (Pypy — ) = Vs (Ec. 11)
ViSin(¢ - @) = Vipay Sin(Pprr — 9) (Ec. 12)
WCp 0 Vs =18inj (Ec. 13)

La corriente | enunciada por la ecuacion 14 es la suma vectorial de las corrientes que atraviesan la
resistencia R, y la capacitancia C, del instrumento de medida:

1=V, (wCl)2+(%) (Ec. 14)

1
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Si la capacitancia de la bicapa lipidica plana ya ha sido medida, asi como los angulos de fase @, ,, y @,
el voltaje V, ,, puede ser determinado. La resistencia de la bicapa lipidica plana se obtiene a partir de
la relacion enunciada por la ecuacion 15

R= Yot (Ec. 15)
1Cos¢

CONCLUSIONES

Se realiz6 una revision sobre la estructuracion del concepto de membrana, fundamentada en los tra-
bajos desarrollados a lo largo de varios afos y su aporte al concepto actual de bicapa lipidica plana
y su consolidaciéon como la mejor representacion para el estudio y caracterizacion de las membranas
biologicas.

Se analizaron las propiedades y caracteristicas que llevaron a plantear el comportamiento eléctrico
de la membrana como la de un circuito eléctrico en paralelo RC, donde la resistencia y la capacitancia
cobran un papel importante ya que permiten caracterizar el comportamiento de las membranas al
observar cambios en estos parametros, cuando son sometidas a interacciones con agentes fisicos o
quimicos externos.

Se enuncian las principales propiedades y caracteristicas de los métodos y técnicas utilizados, en la
cuantificacion de las propiedades eléctricas de las membranas de bicapa lipidica plana.

La exploracion de los parametros eléctricos de las BLM goza de interés en el plano cientifico, ya que
permite avanzar en la evaluacion y desempeno de una diversidad de agentes fisicoquimicos de interés
en el area médica y farmacolodgica.
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