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RESUMEN

Las monocapas de Langmuir representan un modelo util para comprender el
comportamiento fisicoquimico de las moléculas anfifilicas en la interfaz aire-agua. En
este estudio, investigamos la formacion de micelas y vesiculas en monocapas de acido
heneicosanoico (C21) y su correlacidén con las oscilaciones localizadas (LO). Mediante
experimentos con monocapas de Langmuir, microscopia de angulo de Brewster (BAM)
y microscopia de fuerza atomica (AFM), analizamos los cambios estructurales en las
monocapas de C21 bajo diferentes condiciones de temperatura y compresion.
Nuestros resultados muestran que las LO aparecen exclusivamente en las fases
cristalinas L'2 y CS a temperaturas entre 5.4 y 6.4°C. Las imagenes obtenidas por
BAM revelaron la presencia de defectos localizados y expulsion de material, mientras
que el AFM confirmé la formacién de vesiculas unilamelares pequenas (SUVs) y
estructuras micelares. Estos hallazgos sugieren que las LO estan asociadas con un
proceso de autoensamblaje inducido por la compresiéon de la monocapa, lo que da
lugar a la formacion de micelas y vesiculas. Ademas, el estudio del acido
heneicosanoico y su capacidad para formar vesiculas podria estar relacionado con
procesos que ocurren en las membranas neuronales, proporcionando una nueva
perspectiva sobre su dinamica estructural y posibles implicaciones en aplicaciones

biomédicas.

Palabras clave: monocapas de Langmuir, acido heneicosanoico, oscilaciones

localizadas, formacion de vesiculas



ABSTRACT

Langmuir monolayers provide a useful model for understanding the physicochemical
behavior of amphiphilic molecules at the air-water interface. In this study, we
investigate the formation of micelles and vesicles in heneicosanoic acid (C21)
monolayers and their correlation with localized oscillations (LO). Using Langmuir
mbonolayer experiments, Brewster Angle Microscopy (BAM), and Atomic Force
Microscopy (AFM), we analyzed the structural changes occurring in C21 monolayers
under different temperature and compression conditions. Our results show that LO
appear exclusively in the crystalline phases L’2 and CS at temperatures between 5.4
and 6.4°C. BAM imaging revealed the presence of localized defects and material
expulsion, while AFM confirmed the formation of small unilamellar vesicles (SUVs) and
micellar structures. These findings suggest that LO are associated with a self-assembly
process driven by monolayer compression, leading to micelle and vesicle formation.
Furthermore, the study of heneicosanoic acid and its vesicle formation may be related
to processes occurring in neuronal membranes, providing new insights into their

structural dynamics and potential implications for biomedical applications.

Keywords: Langmuir monolayers, heneicosanoic acid, localized oscillations, vesicle

formation
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Los lipidos desempefian un papel fundamental en la estructura y funciéon de las
membranas celulares, ya que son responsables de regular diversos procesos
bioquimicos dentro de las células [1]. Los lipidos, son moléculas anfifilicas, tiene una
estructura dual, poseen una parte hidrofilica es decir que es soluble en agua y una
parte hidrofébica, que es insoluble en agua. Ademas, los lipidos son los componentes
basicos de otros lipidos complejos como, acidos grasos, fosfolipidos y esfingolipidos,

que constituyen la estructura de la membrana celular [2,3].

Los lipidos son esenciales para la estructura y funcion del cerebro, representando
aproximadamente el 50% de su peso seco [4]. En este contexto, los acidos grasos,
que pueden ser saturados o insaturados segun el numero de enlaces en su cadena
hidrocarbonada, desempefian un papel crucial en las funciones cerebrales [5]. En
particular, los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), como el acido araquiddnico (AA,
20:4n-6) y el acido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3), son fundamentales para el
sistema nervioso central. Estos acidos grasos desempefian roles clave en la regulacion
de la fluidez de las membranas, la comunicacion neuronal mediante vesiculas
sinapticas, el crecimiento axonal, la memoria y la respuesta antiinflamatoria en
diversas enfermedades [6-8]. Por otro lado, se sabe que los acidos grasos saturados
(AGS) disminuyen la elasticidad de las células nerviosas [9]. Estos se han vinculado
con enfermedades cardiovasculares, trastornos inflamatorios y la enfermedad de
Alzheimer [10-13]. Sin embargo, recientemente, los acidos grasos saturados de
cadena impar (AGSCI) han adquirido mayor relevancia en la investigacién, ya que

varios estudios han evidenciado que la ingesta dietética de ASGCI tiene efectos



beneficiosos, tales como la reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares,

diabetes tipo 2, enfermedades mentales, anemia, entre otras [14,15].

Los productos derivados de rumiantes son la principal fuente de ASGCI en la dieta
humana [16]. Diversos estudios han demostrado que el perfil lipidico de la leche
depende directamente de la alimentacion de los animales rumiantes; por ejemplo, la
inclusion de aceites de pescado y microalgas en su dieta incrementa las
concentraciones de AGCI en la leche de vaca [17]. Por otro lado, en un estudio llevado
a cabo por Wei et al. [18], se reportd por primera vez la presencia de diversos AGCI,
tales como los acidos tridecanoico, pentadecanoico, heptadecanoico, tricosanoico y
heneicosanoico en semillas de coix. Estas semillas son ampliamente utilizadas en la
medicina tradicional asiatica debido a sus efectos terapéuticos en tratamientos clinicos

contra el cancer [19,20].

Este proyecto se centra en el analisis del acido heneicosanoico (C21), un acido graso
de cadena impar (ACGI) presente en la leche materna [21], ciertos tipos de pescado
[22], semillas [18] y en los cerebrésidos, un tipo de glicoesfingolipido que forma parte
de las membranas celulares del sistema nervioso [23]. El estudio de C21 es clave para
comprender diversos procesos celulares, dado que tiene la capacidad de formar
micelas y vesiculas bajo condiciones especificas. Ademas, se sabe que la
neurotransmisiéon quimica es mediada por la exocitosis de neurotransmisores

almacenados en vesiculas sinapticas [24].

El C21 ha sido previamente reconocido por su comportamiento peculiar,
especificamente en la manifestacion de oscilaciones localizadas (LO, por sus siglas
en inglés) en las fases cristalinas L'’2 y CS de las monocapas de Langmuir, segun los
estudios de Galvan et al. [25] y Ramos y Castillo [26]. Los investigadores sugieren que
estas oscilaciones podrian estar relacionadas con un proceso de expulsion de materia
o con la formacién de granulos, aunque el origen exacto de este fendbmeno aun no se
ha determinado con claridad. En este estudio, los datos experimentales obtenidos
indican la formacién de micelas y vesiculas en las fases L’2 y CS, lo cual podria ofrecer

nuevas perspectivas sobre el origen de las LO. Los resultados obtenidos mediante



BAM revelan la presencia de huecos de diametros variables en la monocapa, mientras
que las técnicas de Langmuir-Blodgett y AFM confirman la existencia de micelas y

vesiculas de distintos tamanos.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 ;Qué es una Monocapa de Langmuir?

Una monocapa de Langmuir es una pelicula de espesor molecular formada por
moléculas anfifilicas en la interfase aire-agua [27,28]. Las moléculas anfifilicas
tienen la particularidad de estar formadas por una region apolar o hidrofébica
(insoluble en agua) conformada por largas cadenas hidrocarbonadas y una region
polar o hidrofilica (soluble en agua) también conocida como cabeza polar, la cual
estd compuesta por un grupo funcional con atomos altamente electronegativos
como el Oxigeno o el Nitrogeno [27]. Las moléculas anfifilicas por o general son
insolubles en agua, sin embargo, con la ayuda de un solvente adecuado pueden
esparcirse facilmente sobre la superficie del agua para formar una monocapa
insoluble. La naturaleza anfifilica y la densidad molecular superficial de las
moléculas determina la orientacion de estas en la interfase, de tal manera que los
grupos hidrofilicos estan en contacto con la fase acuosa que comunmente se le
conoce como subfase, mientras que las cadenas hidrocarbonadas de la parte
hidrofébica se orientan hacia el aire [28]. El espesor de la monocapa dependera
tanto de la longitud de las cadenas hidrofébicas como de la inclinaciéon que tengan
con respecto a la interfase, tomando valores tipicamente entre 1 y 3 nandmetros

[29]. En la figura 1.1 se muestra un esquema de una monocapa de Langmuir en la

interfase aire — agua a alta densidad.
Aire

Monocapa

1-3nm

Figura 1.1 Esquema de una monocapa de Langmuir, donde los globulos rojos son

la cabeza polar y las lineas negras son las colas hidrocarbonadas.



2.2 Monocapas de Langmuir: Desarrollo, Aplicaciones y Relevancia Bioldgica

Las monocapas de Langmuir han sido objeto de estudio durante mas de un siglo
[30]. A principios del siglo XX, Agnes Pockels desarroll6 un método para medir la
presion superficial del acido estearico, lo que permitié la primera observacion de las
propiedades de las monocapas [31]. En 1919, Irving Langmuir ampli6 estos
conceptos, proporcionando una comprension moderna de la estructura de las
monocapas a nivel molecular y destacando que las moléculas presentan una
orientacion preferencial [27]. En reconocimiento a sus contribuciones, estas
monocapas llevan su nombre. Posteriormente, Katherine Blodgett perfecciond esta
técnica al depositar monocapas y multicapas sobre sustratos solidos, dando lugar
a lo que se conoce como peliculas de Langmuir-Blodgett [32]. Las monocapas de
Langmuir y las peliculas de Langmuir-Blodgett han inspirado numerosas
aplicaciones, principalmente en dos areas importantes: la exploracion de conceptos

en ciencia de materiales y la simulacion de membranas celulares [28].

En el ambito de la ciencia de materiales, las peliculas de Langmuir-Blodgett han
encontrado aplicacién en numerosos métodos de funcionalizacion de superficies
[33,34] y nanorecubrimientos [35,36]. Ademas, han sido fundamentales en el
desarrollo de dispositivos en electrénica molecular [37,38] y en el nacimiento de
nuevas tecnologias como la nanoarquitectonica [39,40]. El area de sensado se
destaca como la aplicacion mas explotada de las peliculas de Langmuir-Blodgett,
resultando en mas de 1400 articulos publicados a lo largo de los afos. Estas
contribuciones se pueden clasificar en las siguientes categorias: (i) sensores de
gas; (ii) sensores quimicos en muestras liquidas; (iii) sensores flexibles o portatiles;
(iv) biosensores; y (v) sensores basados en dispersion Raman mejorada por
superficie (SERS) [41,42].

Por otro lado, el area mas prometedora y reconocida de las monocapas ha sido en
el modelado de membranas celulares (la cual es de interés para esta tesis doctoral),
ya que pueden imitar diversos tipos de superficies biolégicas, como la membrana

citoplasmatica, la membrana mitocondrial, membranas neuronales, entre otras [28].



En este sentido, una contribucion significativa de las monocapas de Langmuir esta
relacionada con las membranas de los alvéolos pulmonares. El surfactante
pulmonar particularmente dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) forma una monocapa
que reduce la tension superficial a niveles cercanos a cero, facilitando el llenado de
los alvéolos con aire durante la respiracion [43]. Este fendmeno ha sido estudiado
a través del analisis de isotermas de presion superficial-area del DPPC, lo que ha
proporcionado informacion valiosa sobre el funcionamiento de los alvéolos y
diversas enfermedades asociadas con la deficiencia de surfactantes pulmonares
[28]. Otro aporte significativo de las monocapas es su aplicacion en la
caracterizacion biofisica de péptidos antimicrobianos, lo cual es esencial para
comprender sus mecanismos de accion [44]. En un estudio, se analizé el
comportamiento fisico del péptido antimicrobiano KR-12 al interactuar con un
modelo de membrana bacteriana de Staphylococcus aureus. Los experimentos
realizados mediante la técnica de Langmuir-Blodgett demostraron que el péptido
puede perturbar la membrana lipidica a concentraciones inferiores a la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), lo que resalta la relevancia de las
interacciones KR-12/lipido [45]. Estos hallazgos son especialmente significativos en
el sector farmacéutico, donde las monocapas se utilizan para investigar los
procesos de absorcion de farmacos a través de las membranas celulares. Este
enfoque no solo contribuye al disefio de nuevos farmacos mas efectivos, sino que
también proporciona informacién valiosa sobre como optimizar las interacciones
entre los medicamentos y las membranas bioldgicas [46,47]. Estos son solo algunos
ejemplos de modelos o sistemas reales en los que las monocapas de Langmuir
desempenan un papel fundamental. Por lo tanto, es crucial resaltar que la
tecnologia Langmuir-Blodgett continua siendo relevante en la actualidad, ya que ha
contribuido a mejoras en diversos ambitos e incluso ha permitido el desarrollo de

nuevas aplicaciones.



2.3 Estudio de las Monocapas de Langmuir

Las propiedades de una monocapa de Langmuir se estudian midiendo los cambios
en la presion superficial al reducir el area disponible para cada molécula mediante
unas barreras. A medida que se realiza esta compresion, las moléculas anfifilicas
comienzan a ordenarse, formando una monocapa que atraviesa diversas fases
termodinamicas durante su formacion [27]. Es un hecho que las moléculas de agua
en la interfaz agua-aire presentan un exceso de energia libre, dado que no estan
interactuando con moléculas fuera de la region liquida. Esta caracteristica implica
que, al formar una monocapa sobre la superficie del agua, se reducira la magnitud
de la tensién superficial, en ese sentido el agua ultrapura es considerada la mejor
subfase para formar monocapas de Langmuir, ya que posee un alta constante
dieléctrica (€ = 81) y una tension superficial (73 mN/m a 20 °C) superior a la de la
mayoria de los liquidos ordinarios [28]. Cuando las moléculas anfifilicas se
depositan, al encontrarse a muy baja densidad inicialmente forman un gas en dos
dimensiones, lo que tiene un efecto minimo sobre la tensién superficial del agua.
Sin embargo, a medida que el sistema de barreras comienza a reducir el area
disponible, la densidad de las moléculas y la presidn superficial aumentan. La
presion superficial, que se denota con la letra griega 1T, es el analogo bidimensional

de la presioén hidrostatica y se define como:

donde yo es la tension superficial del agua pura y y es el valor de la tension

superficial en presencia de la monocapa en un area determinada [27,48].

La presion superficial se determina simultaneamente a la compresion al sumergir
parcialmente en el agua una placa de un material caracterizado (placa de Wilhelmy),
entonces se mide la fuerza con la que la placa es jalada hacia abajo [48] (figura
1.2).
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Figura 1.2 Esquema de la formacién de una monocapa mediante barreras laterales
y un sensor (placa de wilhelmy) para medir la presion superficial (imagen tomada y

adaptada de referencia [28]).

La grafica de presion superficial versus area ocupada por molécula se conoce como
isoterma presion superficial — area (11-A); isoterma, porque la compresion se
realiza a temperatura constante [27]. Al analizar una isoterma se pueden observar

distintas regiones llamadas fases que se discutiran en futuras secciones.

2.3.1 Andlisis y Propiedades que Modifican la Isoterma

Las fases de las monocapas de Langmuir han sido estudiadas a través de diversas
técnicas experimentales y tedricas a lo largo de los afios, lo que ha permitido un
avance fundamental en la determinacion de sus principales caracteristicas a

escalas microscopicas y moleculares [27,28, 49].

Inicialmente, las investigaciones se enfocaron en la medicion de variables
termodinamicas, como presion superficial, temperatura y concentracion, a través de
isotermas de 1-A. Estas mediciones proporcionaron informacion valiosa sobre los
valores criticos de las variables termodinamicas en los que ocurren ciertas
transiciones de fase, asi como el orden de estas [27,49]. En la figura 1.3 se muestra
una isoterma generalizada de un acido graso que ejemplifica lo anterior. En la
isoterma, se observan dos mesetas en donde la presidon superficial no aumenta
significativamente al disminuir el area por molécula de la monocapa. Estas mesetas

o regiones planas (no son completamente horizontales en todos los sistemas)



indican zonas de coexistencia entre dos fases separadas por una transicion de fase
de primer orden (ver seccidén 2.4) [27]. También se puede observar un punto de
quiebre en donde la presion superficial aumenta de forma mucho mas acusada, lo
cual indica que la compresibilidad tiene una discontinuidad y existe una transicion
de segundo orden (ver seccion 2.4) [27]. Estos hallazgos sirvieron para distinguir
los distintos estados de agregacion de las monocapas que a continuacion se

describen.

Cuando las moléculas anfifilicas estan recién depositadas en la superficie del agua
tenemos una monocapa muy diluida en el rango de cientos de A2 en este caso
tenemos un gas en dos dimensiones o fase gaseosa (ver la representacion de la
fase gaseosa en la figura 1.3), en la cual las moléculas no tienen una orientacion

colectiva y estan separadas entre ellas.
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Figura 1.3 Isoterma generalizada de una monocapa de Langmuir. Las secciones
horizontales de la isotermas representan regiones de coexistencia de fases en

transiciones de primer orden, y el quiebre indica una transicién continua o de



segundo orden (imagen tomada y adaptada de referencia [27]).

Cuando el area por molécula decrece (incremento en la presidon superficial) se
presenta una meseta que denota una coexistencia de fases entre la fase gaseosa
con una fase que tradicionalmente se le ha denominado liquido expandido (LE o
L1), como se explicé anteriormente estas mesetas usualmente indican una
transicion de primer orden. En esta nueva fase liquido expandido (ver la
representacion de la fase LE en la figura 1.3 a) las moléculas anfifilicas
experimentan fuerzas atractivas y comienzan a ordenarse, pero seguiran sin tener
una orientacion colectiva. La region de presion superficial constante que se aprecia
para areas por molécula entre 25 y 35 A2 (ver figura 1.3 a) es la correspondiente a
la coexistencia entre las fases liquido expandido y las fases condensadas (LC). En
las fases condensadas las moléculas son menos compresibles y mas ordenadas.
Cuando la monocapa se encuentra un rango de area de 20 a 25 A2 por molécula
(figura 1.3 a), el cual depende varios factores como la temperatura, la
concentracion, la longitud de las cadenas o el tipo de cabeza polar, las moléculas
anfifilicas muestran una inclinaciéon respecto a la normal de la interfase (ver la
representacion de la fase condensada inclinada en la figura 1.2a), al aumentar la
presion superficial, aparecen las fases sin inclinacion, aqui la presion superficial
tiene una fuerte dependencia con el area molecular y la monocapa comienzan a
comprimirse (ver la representacion de la fase condensada sin inclinacién en la figura
1.2a). Al seguir comprimiendo la monocapa tendremos una pelicula sélida (S),
donde las cadenas hidrofébicas forman un apilamiento compacto. Finalmente, si
seguimos reduciendo el area superficial de la monocapa ocurre un fendmeno de
colapso en el cual se podran formar multiples capas superpuestas sobre la
monocapa, o0 bien la monocapa se plegara, introduciéndose parcialmente en la
subfase acuosa [ 27,28, 49].

La forma de la isoterma depende esencialmente de la temperatura, ya que se puede

observar un numero diferente de transiciones de fase al variar la temperatura. A



partir de estudios realizados con moléculas similares a la del acido Estearico se ha
encontrado que otro parametro que modifica la forma de la isoterma es la longitud
de la cadena hidrocarbonada, ya que una reduccion en la cadena puede ser
interpretada como un incremento en la temperatura. Otro parametro que modificara

la forma de la isoterma es la velocidad a la cual se esta comprimiendo la monocapa.
Esto se debe a que entre mayor sea la velocidad de compresion, el sistema se aleja
del equilibrio termodinamico. Por esta razdn, es importante comprimir a velocidades
bajas [28].

2.3.2 Diagrama de Fases de las Monocapas de Langmuir

Diversas técnicas han sido empleadas para construir los diagramas de fases de
monocapas de Langmuir [50-53]; por ejemplo, con el Microscopio de Angulo de
Brewster (BAM) (el cual es importante para este proyecto y se discutira con mayor
detalle mas adelante) permite observar los cambios en la orientacion de las moléculas
de la monocapa. Esta técnica genera imagenes en tiempo real de la formacion de la
monocapa, lo que facilita la visualizacion de cémo se agrupan las moléculas que la
constituyen a escala mesoscépica y revela los diferentes dominios presentes en ella
[51].

Por otro lado, el analisis de Difraccion de Rayos-X Incidentes en angulo Rasante
(GIXD) proporciona informacion detallada sobre la estructura molecular de las
monocapas. Esta técnica permite estudiar las estructuras cristalinas, determinando las
dimensiones de las celdas unitarias, la inclinacion de las moléculas en fases no
perpendiculares a la interfase, asi como la orientacion de las cadenas hidrocarbonadas
y las cabezas polares [54].

El diagrama de fases tipico de una monocapa de Langmuir puede ejemplificarse con
el de una monocapa de un acido graso que presenta una cadena hidrocarbonada de
aproximadamente veinte carbonos, como se ilustra en la figura 1.4.

En el diagrama las fases inclinadas se etiquetan de acuerdo con la orientacién de
inclinacién, hacia los primeros vecinos (Nearest Neighbours, NN) o hacia los segundos
vecinos (Next Nearest Neighbours, NNN). Las lineas sodlidas corresponden a

transiciones de fase de primer orden y las lineas discontinuas a transiciones de fase
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de segundo orden. Las fases altamente condensadas, con todas las cadenas
hidrocarbonadas normales a la interfaz (sin inclinacion), aparecen a altas presiones
[55].

Como se mencion6é con anterioridad a partir de los resultados obtenidos en los
experimentos de GIXD se han podido distinguir entre las fases condensadas con y sin
inclinacién [55,56]. Estas fases han sido nombradas segun la clasificacion estandar,
donde las fases CS (Closed-Packed Solid), S (Solid) y LS (Super-Liquid) son aquellas
que se dan para valores altos de la presién superficial y no tienen inclinacion, las fases
L"2, L’2 La2n, L2 y Ov son las fases que se dan cuando la presion superficial es menor
y las moléculas de la monocapa estan inclinadas respecto a la interfase [27,55]. Dichas

fases se describiran con mayor detalle en las siguientes secciones.

Presiéon Superficial

Temperatura

Figura 1.4 Diagrama de fases teodrico de las monocapas de Langmuir de acidos grasos,
que indica la direccion de inclinacién para cada fase. Las fases inclinadas de vecino
mas cercano y de vecino mas cercano siguiente se indican con NN y NNN,
respectivamente. Las lineas solidas representan transiciones de primer orden y las
lineas discontinuas indican transiciones de segundo orden (imagen tomada y adaptada

de referencia [55]).
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2.3.2.1 Fases sin Inclinacion

En las fases condensadas, la estructura de la monocapa puede describirse mediante

una red cristalina cuya celda unidad es ortorrombica y bidimensional. Sus dimensiones

[Tt}

estan determinadas por las medidas de sus lados “a” y “b”, y contiene dos moléculas,

una en uno de los extremos de la celda

y la otra aproximadamente en el centro (ver figura 1.5) [55]. Estas fases poseen un

mayor orden traslacional, es decir la disposicion de las moléculas dentro de

la

monocapa a nivel macroscopico y cdmo estas moléculas se organizan en un patron

repetitivo o estructurado (periodicidad) [27].

Figura 1.5 Representacion de una celda unitaria perteneciente a una fase sin

inclinacién con dimensiones a x b (imagen tomada y adaptada de referencia [55]).

En el diagrama de fases (figura 1.4), se observa que a bajas temperaturas se
encuentra la fase CS. La disposicion de las cadenas de carbono de la celda unitaria
en esta fase presenta una estructura de tipo “herringbone” (HB) o en espiga, en la
cual los planos que contienen las cadenas de carbono se organizan de manera
alterna, formando un patrén que se asemeja al disefio de un hueso de pescado, lo
que explica el término "herringbone". Este patron genera un angulo de

aproximadamente 90° [57], como se muestra en la figura 1.5.

Se ha demostrado que tanto el orden translacional como la orientacion de las

12



cadenas de carbono en la celda unitaria se mantienen a largo alcance en ambas
direcciones del cristal [57]. Por lo tanto, se puede afirmar que esta fase presenta un
orden cristalino, formando un cristal bidimensional. Como era de esperarse, dado
que esta fase solo se manifiesta a altas presiones superficiales y bajas
temperaturas, su compresibilidad es la mas baja en comparacién con las demas
fases [58]. Ademas, esta fase se observa unicamente en moléculas anfifilicas cuya
longitud de cadena supera los 20 carbonos; en el caso de cadenas mas cortas, la
fase que se encuentra a las temperaturas mas bajas accesibles experimentalmente
es la fase S, o incluso la fase LS. Esto se debe a que tanto la presién superficial
como la energia libre por molécula tienen una relacién lineal con la longitud de la
cadena. Esta dependencia provoca un desplazamiento en las temperaturas y
presiones superficiales en las que ocurre una determinada transicion de fase al
variar la longitud de la cadena de carbono [59]. En el caso de la temperatura, se ha
determinado que la sustraccion de cada grupo metileno de la cadena de carbonos
provoca que las transiciones ocurran a una temperatura 5 °C mas baja [27,59]. De
este modo, cuando la cadena es demasiado corta, la transicion entre las fases S y
CS se obtendria a temperaturas por debajo del punto de congelacion de la subfase

acuosa, por lo que no puede ser observada experimentalmente [60].

A medida que la temperatura aumenta desde la fase CS, se produce una transicion
de primer orden entre las fases CS y S. En la fase S, las moléculas contintan
organizandose con un angulo de aproximadamente 90° entre si [27]. Sin embargo,
se pierde el orden traslacional de largo alcance en la direccion NNN, mientras que
se conserva en la direccion NN [61]. Por esta razén, esta fase se denomina
mesofase y se considera un cristal unidimensional. Este tipo de transicion implica
que un cristal bidimensional formado por particulas anis6tropas pierde el orden
traslacional en una de las direcciones, es predicho por la teoria desarrollada por
Ostlund et al. [62], segun la cual la aparicion de cierto tipo de defectos propicia la

transicion desde un sistema soélido 2D a uno esméctico 2D.

A altas temperaturas y presiones superficiales, se alcanza la fase LS. En esta fase,
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la distancia media entre los primeros vecinos es uUnica, ya que es 6pticamente
isotrépica y presenta unicamente un pico en la difraccién de polvo cristalino [63 40].
Esto permite clasificar esta fase como un liquido bidimensional, una fase hexatica
en la cual se pierde el orden traslacional, pero se conserva la orientacion, o bien

como un cristal hexagonal [64].

Como ya se menciond la fase LS tiene un pico de difraccién, sin embargo, algunos
estudios apuntan a que este pico es asimétrico y puede tratarse como dos picos
superpuestos, esto ha sido interpretado como una transicién de fase adicional,
dividiendo la fase LS en dos subfases LSiy LSi|[27]. A bajas temperaturas se
presenta la fase LS,, caracterizada por un patrén de difraccion que exhibe un pico
ancho y asimétrico. Con el incremento de la temperatura, se alcanza la fase LS,
donde el pico se vuelve simétrico y su anchura disminuye a medida que la
temperatura aumenta [65]. Este comportamiento sugiere que un proceso de
reordenamiento esta ocurriendo con el incremento de la temperatura, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en mediciones reoldgicas, que han
mostrado un incremento significativo en la viscoelasticidad en la fase LS con el
cambio de temperatura [66]. Por lo tanto, la transicién de la fase LS a la LSy podria
implicar un cambio continuo de una fase hexatica a una fase sdlida, donde el
aumento de la temperatura favorece un mayor ordenamiento a escalas
mesoscopicas. Aunque el mecanismo que provoca este efecto aun no esta
completamente claro, podria deberse a una mayor libertad en el movimiento de
rotacion de las moléculas alrededor de su eje es por este hecho que inicialmente a

las subfases se les llamo como rotador | y rotador Il [27].

Finalmente, al incrementar la presion superficial hasta niveles cercanos al colapso
de la monocapa, se observa la fase S, que se caracteriza por la presencia de dos
picos de difraccion. Esta caracteristica indica un arreglo de celda unitaria
rectangular centrada, resultado del ordenamiento de las cadenas de carbono cortas
de las moléculas. Ademas, se ha demostrado que la compresibilidad de esta fase

exhibe anisotropias, las cuales dependen de las posiciones de los picos de
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difraccion en funcion de la temperatura y la presién superficial [49].

2.3.2.2 Fases Inclinadas

Las fases inclinadas aparecen cuando la concentracién de las moléculas anfifilicas, y
por ende la presién superficial de la monocapa, son relativamente bajas, pero
suficiente para mantener las moléculas unidas y con una inclinacién colectiva [60]. Los
valores de presion superficial para los cuales se observan estas fases varian en
funcién de la naturaleza de la monocapa, pero suelen comprender un rango que va
aproximadamente desde los 10 mN/m hasta los 20-40 mN/m [60]. Diversos estudios
han demostrado experimentalmente que el angulo formado entre las cadenas de
carbono y la normal de la interfase disminuye progresivamente a medida que aumenta
la concentracién de las moléculas anfifilicas [56,67]. Este fendmeno ocurre cuando la
concentracion de la monocapa es baja, las moléculas se inclinan para reducir las
distancias entre las cadenas y establecer enlaces de hidrogeno. A medida que la
concentracion incrementa, las moléculas ya no necesitan inclinarse para formar estos
enlaces, por lo que se alinean con la normal de la interfase. Ademas, se ha demostrado
experimentalmente que la direccidén de inclinacion de las cadenas en la monocapa se
orienta hacia una de las direcciones de la celda unitaria, ya sea hacia los primeros
vecinos (NN) o hacia los segundos vecinos (NNN), las cuales estan definidas por los
vectores a y b, respectivamente [27,55,56,60] como se muestra en la figura 1.6 a, en
donde se observa un ejemplo de una celda unitaria en color azul con una molécula
anfifilica en cada extremo de la celda (debido a la periodicidad del cristal) y otra
ubicada aproximadamente en el centro. En esta ilustracion, se puede ver como las
cadenas estan inclinadas en relacion con la normal de la interfase, y en este caso
especifico, la inclinacion esta orientada en la direccion del vector unitario b, lo que
corresponde a la direccion NNN [27,55,56,60].

Los vectores de la celda unitaria, a y b, representan los vectores de la red
bidimensional en la superficie, donde se ubican las cabezas polares, como se ilustra
en la Figura 1.6 a y en las estructuras inclinadas, se define lo que se denomina celda

transversal, representada en color rosa, en la cual los vectores al y bl son
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perpendiculares a las direcciones de las cadenas de carbono (ver Fig. 1.6a). Esta celda
estara contenida en un plano perpendicular a la direccion de las cadenas
hidrocarbonadas [27,56,60].

La importancia de definir esta celda transversal radica en que, al mantener las
distancias entre las cadenas de carbono aproximadamente constantes, las
dimensiones de dicha celda también se conservaran durante la inclinacién de la
monocapa, experimentando unicamente pequefas deformaciones. En estas fases, se
definen dos angulos clave, ®x y ®y, que determinan tanto la inclinacién como la
orientacion de las cadenas de carbono a lo largo de la monocapa (ver Fig. 1.6b)
[27,55,56,60].

Figura 1.6 Representacion de la celda unitaria a) (en azul) y la celda unitaria
transversal (en rosa) con los parametros de la red aaa y bbb, siendo a>ba > ba>b,
respectivamente. Los esqueletos de las cadenas de carbono estan representados en
naranja, y las cabezas polares, que se encuentran sobre la superficie del agua, estan
en rojo, b) Representacion del angulo de inclinacion, t, de la direccidon de la cadena
con respecto a la interfaz, la direccién de inclinacién se denomina 6, y es el angulo
entre el eje x y la proyeccién de la direccion de la cadena en el plano XY. Los angulos

proyectados 0x y By estan representados en negro, y se definen entre los ejes xy vy, y
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la proyeccion de la direccion de la cadena en los planos XZ y YZ, respectivamente

(imagen tomada de referencia [55]).

Como se mencion6 anteriormente, dependiendo de la direccion de la inclinacion, se
diferencian dos tipos de estructuras: cuando la inclinacion se alinea a lo largo del lado
corto, a, de la celda unitaria, se denominan fases inclinadas NN; por otro lado, cuando
la inclinacion ocurre a lo largo del lado grande, b, de la celda unitaria, se obtiene una

fase inclinada NNN.

En las fases inclinadas presentadas en la figura 1.4, se pueden identificar tres tipos de
fases segun el ordenamiento molecular desde la perspectiva de la celda transversal:
i) las fases de tipo HB, L”2 (que se inclinan en la direccion NN) y L’2 (donde las
moléculas se orientan en la direccion NNN), cuyas mediciones experimentales son
aproximadamente al~ 5.0 Ay b1~7.5 A, con un angulo de aproximadamente 90°
entre las moléculas de la celda unitaria; ii) las fases denominadas Pseudo-Herringbone
(PHB), L2n, en las que las dimensiones de la celda transversal son aL ~ 4.4 Ay bl ~
8.8 A [54], formando un angulo de 40 a 60° vy iii) las fases que exhiben un
ordenamiento hexagonal, L2a y Ov (con inclinacién en las direcciones NN y NNN,
respectivamente), donde la celda transversal presenta simetria triangular y no se ha
detectado un orden definido en la orientacion de las moléculas, lo que sugiere que
podrian rotar alrededor de sus ejes [27,55,56,60]. Las transiciones que se dan desde
las fases con inclinacion de las monocapas de acidos grasos a sus homologas sin
inclinacién, como son las transiciones L2 — CS, L'2 —» S, L2« —» LS y Ov — LS, son
continuas, como se puede apreciar en la figura 1.4. En dichas transiciones la estructura
de la celda transversal queda inalterada, y simplemente se disminuye el angulo de
inclinacion de las cadenas hasta desaparecer de forma suave. Por ello, estas
transiciones son clasificadas como continuas o de segundo orden, ya que para llevarse
a cabo no es necesario un aporte de energia (calor latente) pero si que se aprecia una
discontinuidad en la compresibilidad y en las longitudes de correlacion. Por otro lado,
las transiciones en las que cambia la direccion de la inclinacién, o las dimensiones de

la celda transversal, como por ejemplo las transiciones L"2 — Lzn, L”2— L’2 y L2n — Lag,
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son todas de primer orden, dando lugar a coexistencias entre las fases implicadas en
la transicion [27,55,56,60].

2.4 Tipos de Transiciones de Fase

Los sistemas compuestos por multiples particulas pueden encontrarse en diversas
fases, cuyas propiedades varian de manera continua. Sin embargo, al cambiar de una
fase a otra, estas propiedades pueden experimentar cambios abruptos, lo que indica
una diferencia cualitativa entre las fases. Segun la clasificacion de Ehrenfest [68] las
transiciones pueden ser ordenadas segun la continuidad de la derivada n-ésima de la
energia libre de Gibbs, G=U + PV - T S. Una transicion sera de orden n si la derivada
n-ésima de la energia libre respecto a las distintas variables termodinamicas intensivas
es discontinua y todas las de orden inferior son continuas. Por lo tanto, una transicién
de primer orden presentara una discontinuidad en las primeras derivadas de la energia
libre respecto a las variables termodinamicas intensivas, como pueden ser la presion
y la temperatura. Entonces se pueden distinguir dos tipos de transiciones de fase: de

primer orden y de segundo orden [68].

Las transiciones de primer orden se caracterizan por un calor latente, que se
absorbe o cede sin que haya un cambio en la temperatura del sistema. Estas
transiciones presentan discontinuidades en las primeras derivadas de la energia libre
de Gibbs respecto a variables termodinamicas como la presion y la temperatura, lo que
resulta en cambios en la densidad y la entropia del sistema. En estas transiciones, al
modificar condiciones como temperatura o presion, puede observarse una

coexistencia entre las fases [60, 68].

Por otro lado, las transiciones de segundo orden son aquellas en las que las
segundas derivadas de la energia libre presentan discontinuidades, mientras que las
primeras derivadas permanecen continuas. Estas transiciones no estan asociadas con
un calor latente; en su lugar, un cambio infinitesimal en el calor o trabajo puede

provocar un cambio de fase en todo el sistema. Durante estas transiciones, se observa
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un cambio en la longitud de correlacién de las propiedades del sistema, que pasa de
ser finita en la fase desordenada a infinita en la fase ordenada. En las transiciones de
segundo orden, la entropia no presenta discontinuidad, lo que las hace a menudo

denominadas "transiciones continuas" [60, 68].

Finalmente, ambos tipos de transiciones de fase implican la ruptura de simetrias. Las
fases menos ordenadas mantienen simetrias traslacionales y orientacionales, que se

destruyen al pasar a fases mas ordenadas, como ocurre en los cristales [60].

2.5 Acidos Grasos

El acido graso es la unidad quimica basica de todas las grasas. Esta formado por una
cadena de atomos de carbono, que incluye un grupo carboxilo en un extremo y un
grupo metilo (un atomo de carbono unido a tres atomos de hidrogeno) en el extremo
opuesto. Un acido graso se considera saturado si carece de dobles enlaces en su
estructura, mientras que se clasifica como insaturado cuando presenta uno o mas
dobles enlaces [69]. Los acidos grasos (AG) son componentes fundamentales de
diversas especies lipidicas, como los fosfolipidos, esfingolipidos y triglicéridos ya que
desempenan un papel crucial en el metabolismo de las células vivas, actuan como
bloques de construccion de las membranas biologicas, reservas de energia y como
precursores de moléculas mensajeras [1]. En la figura 1.7 se presenta la estructura
quimica del acido heneicosanoico (C21), un acido graso de 21 atomos de carbono
saturados. Debido a su numero impar de carbonos, se clasifica como un acido graso
de cadena impar AGCI [15].

l_1_J I v )
Grupo acido Larga cadena hidrocarbonada
carboxilico

Figura 1.7 Estructura de un acido graso saturado (C21) imagen tomada y adaptada de
[70]
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El C21 es un acido graso poco comun en la naturaleza; sin embargo, recientemente
se ha detectado en bajas concentraciones en la leche materna [21], algunos pescados
[22], semillas [18] y como parte de la composicion de cerebrédsidos, un tipo de
glicoesfingolipido presente en las membranas celulares del sistema nervioso [23]. El
estudio del C21 es relevante para los objetivos de esta tesis, ya que puede servir como
referencia para comprender los procesos celulares, gracias a su capacidad para formar
micelas y vesiculas bajo ciertas condiciones. Esto es particularmente relevante en el
contexto de la neurotransmision quimica, que se media por la exocitosis de

neurotransmisores almacenados en vesiculas sinapticas [24].

2.6 Técnica de Langmuir

Las isotermas 1-A representan el primer paso en la caracterizacion de una
monocapa formada en la interfase aire-agua. Para llevar a cabo la obtencion de
estas isotermas, se utiliza la balanza de Langmuir. En la figura 1.8 se presenta una
imagen de la balanza de Langmuir (Nima Technology) empleada en este proyecto.
Este instrumento esta compuesto por varios elementos: un contenedor de teflon
que almacena la subfase (generalmente agua ultrapura o un buffer), barreras
moviles también de tefldn situadas en los extremos del contenedor que se encargan
de comprimir la monocapa depositada en la superficie del agua, y un recirculador
de refrigeracion/calefaccién que permite controlar la temperatura de la balanza
mediante la circulacion de un anticongelante a través de mangueras ubicadas

debajo del equipo.

Figura 1.8 Balanza de Langmuir del laboratorio de Coloides e Interfases del IF-
UASLP.
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La presion superficial, es medida mediante el método de la placa de Wihelmy que
esta constituido por una pequefia lamina hecha de un material especifico como;
vidrio, cuarzo, mica o papel filtro. Cuando esta lamina se pone en contacto con la
superficie del agua se ejerce una fuerza vertical hacia abajo provocada
principalmente por efectos de tension superficial. La placa se encuentra acoplada a
una balanza electrénica conectada a una PC para monitorear continuamente

mediante un software la medicion de la presion superficial [48].

El proceso de elaboracion de una monocapa de Langmuir se muestra en la figura 1.9.
La técnica consiste en disolver las moléculas anfifilicas en un solvente organico para
posteriormente depositarlas en la interfase aire/agua mediante una microjeringa. Al
evaporarse el solvente se forma una pelicula de moléculas anfifilicas en la superficie
del agua. Al mover las barreras sobre la superficie del agua, las moléculas se acercan

y forman una monocapa comprimida y ordenada.

Placa de Wihelmy

Barrera

Barrera

4
mﬁubﬂaaa ]

H.0

Figura 1.9 Esquema del proceso de deposicion de las moléculas anfifilicas en la

balanza de Langmuir.

2.6.1 Técnica de Langmuir — Blodgett

Como se menciond anteriormente, la técnica de Langmuir permite la fabricacion de
peliculas delgadas con espesores a nivel molecular bien definidos mediante la

transferencia de la monocapa a un sustrato sélido. La pelicula resultante se conoce
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como pelicula de Langmuir-Blodgett (LB) [48].

El método de Langmuir-Blodgett (LB) consiste en posicionar un sustrato soélido
(mica), de manera perpendicular a la subfase en la balanza de Langmuir. Este
proceso esta controlado por la hidrofobicidad o hidrofilicidad del sustrato. Asi, una
monocapa en la interfase aire-agua puede ser transferida al extraer el sustrato de
la subfase si este es hidrofilico (ver figura 1.10a), o sumergiéndolo en el caso de un
sustrato hidrofébico (ver figura 1.10b). Una vez que se ha depositado la primera
capa, se pueden anadir mas capas al mover el sustrato sobre la monocapa
depositada en la superficie del agua. Por lo tanto, es posible crear multicapas para
formar una pelicula, cuyo espesor es el resultado de la longitud de la cadena
molecular individual multiplicada por el numero de veces que el sustrato ha cruzado

la monocapa [48,71].

La fabricacion de peliculas de LB requiere de un alto grado de control de las
variables involucradas durante la transferencia, como lo son: estabilidad y
homogeneidad de las moléculas que forman la monocapa, las propiedades de la
subfase (composicién, fuerza idnica, pH, etc.), velocidad de inmersion y extraccion

del sustrato y el numero de monocapas requeridas [ 48].

Con el uso de técnicas como el Microscopio de Fuerza Atdmica y el Microscopio de
Angulo de Brewster, es posible llevar a cabo una caracterizacion mas detallada de
la pelicula de LB generada. Estas técnicas permiten observar las morfologias y
texturas que conforman las moléculas de la monocapa.

I

a) b)

monocapa

monocapa

JUITTITRITTINS AN
sustrato solido 1

Figura 1.10 Esquema de la formacion de peliculas Langmuir — Blodgett en sustrato
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hidrofilico (a) e hidrofébico (b) (imagen adaptada de la referencia [48])

2.7 Microscopia de Angulo de Brewster (BAM)

La microscopia de angulo de Brewster (BAM) es una técnica optica que permite
observar y caracterizar la morfologia de las monocapas de Langmuir. Esta técnica
fue introducida por Sir David Brewster en el siglo XIX [72], en sus estudios hizo pasar
un haz de luz a un cierto angulo de incidencia, que se conoce como angulo de
Brewster, a través de la interfase de dos medios con diferente indice de refraccion
(n), se percatd que la luz se refractaba o transmitia en su totalidad sin producirse
ninguna reflexion, como se muestra en la figura 1.11a. Sin embargo, una monocapa
con diferente indice de refraccion en la interfase aire/agua, altera las condiciones
del haz de luz de incidencia reflejando parcialmente el haz de luz (figura 1.11b). El

angulo de Brewster esta definido por la siguiente expresion:

0B=Tan (N2/N1) oo (1.2)

donde 65 es el angulo de Brewster, n1 es el indice de refraccién del medio uno y n2
es el indice de refraccion del medio dos [60]. Es importante sefialar que el angulo
de Brewster para el agua es de: 6s=53.15° [73], el cual es de particular interés en

este proyecto.

No
Reflexién

Y
) 41N
T X X

' @)

monocapa

Figura 1.11 Principio fisico del BAM a) haz de luz refractado al atravesar la interfase
agual/aire b) haz de luz reflejado al atravesar la interfase agua/aire en presencia de

una monocapa (imagen tomada de referencia [74].
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2.7.1 Componentes de un Microscopio de Angulo de Brewster

El microscopio de angulo de Brewster se encuentra acoplado a la balanza de
Langmuir donde se deposita la monocapa a estudiar. El BAM esta conformado por
los siguientes elementos: una fuente de luz laser que al emitir un haz de luz
polarizada atraviesa un polarizador (P) y un compensador (C), posteriormente la luz
incide sobre la muestra con un angulo de 53.13° con respecto a la vertical, la luz
refractada es absorbida por una placa de vidrio negro colocada en el fondo de la
balanza, si un material con un indice de refraccion diferente al del agua se encuentra
en la superficie, una pequena cantidad de luz se reflejara y pasara a través de un
objetivo, un analizador y finalmente a la camara CCD. La luz reflejada es la
encargada de dar la informacién sobre la morfologia de la monocapa. Los
componentes del BAM se encuentran adaptados a dos gonidmetros como se
muestra en la figura 1.12 y son controlados a través de un software de computadora
[75].

Fuente de luz ccD (Detector)

laser
goniometro .

polarizador I
compensador

anallzador

Objetivo
muestra

Figura 1.12 Componentes del BAM (imagen tomada y adaptada de

referencia [75])

2.8 Microscopia de Fuerza Atomica

El microscopio de fuerza atémica (AFM) desde su aparicion en los 80’s, ha sido un
equipo importante para la caracterizacion de la microestructura de materiales.
Basado en la interaccion local entre una pequena punta y la superficie de una

muestra, proporciona imagenes tridimensionales de superficies con alta resolucion



espacial en tiempo real [76]. En el AFM, una punta fina de varias micras de longitud
y menos de 100 A de didmetro situada en el extremo de un cantiléver, recorre la
superficie de una muestra manteniendo constante una pequena fuerza de
interaccion, estas interacciones pueden ser de tipo van der Waals o fuerzas
electrostaticas. EI movimiento de barrido lo realiza un escaner piezoeléctrico, la
interaccion entre los atomos de la punta y la superficie de la muestra producen
deflexiones en el cantiléver, que son monitoreadas al reflejar un haz de luz laser
sobre la superficie del cantiléver, el haz reflejado es captado por un detector
fotodiodo. El fotodiodo esta dividido en cuatro segmentos, donde las diferencias de
voltaje entre los distintos segmentos determinan con precision los cambios en la
inclinaciéon o amplitud de oscilacion de la punta. La sefial del fotodetector es
analizada por medio de una computadora para posteriormente construir una imagen
tridimensional de la topografia de la muestra [77,78]. En la figura 1.13 se

esquematiza un AFM con sus componentes principales.

El circuito de retroalimentacion mantiene una desviacion constante
del cantiléver I

s , Laser

Fotodiodo

Ret_rpa'limentacién i
—Ajusta la posicion
= o

~ ¥ Escaneo de trama

Piezoeléctrico

Figura.1.13 Componentes de un AFM, tomado y adaptado de referencia
[79]
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El AFM (Microscopia de Fuerza Atémica) opera en varios modos, siendo los mas
comunes el modo de contacto y el modo de contacto intermitente. La medicién de
la superficie de una muestra depende de las distancias interatdmicas entre la punta
del microscopio y la muestra, las cuales estan determinadas por la energia potencial
entre los atomos. Ademas de estos modos, el AFM también puede operar en modos
como el de imagen de fase, lo que permite obtener una topografia detallada de la
superficie de la muestra. Este equipo no solo se utiliza para mapear la superficie,
sino también para analizar diversas propiedades fisicas de los materiales, tales
como la viscoelasticidad, las fuerzas eléctricas y las fuerzas magnéticas [76,78].
Para los objetivos de este proyecto, se utilizaran los modos de contacto y contacto
intermitente, los cuales seran clave en los experimentos realizados. El modo de
contacto es el modo principal y mas simple de operar un AFM. En este modo la
punta y la muestra estan en contacto permanente durante el escaneo. La topografia
de la muestra puede ser medida mediante dos configuraciones: modo de
“retroalimentacion de deflexion o fuerza constante”, en donde la deflexion del
cantilever es el parametro de retroalimentacién, la sefial de salida generalmente
ajusta la posicion z del escaner para mantener un punto de referencia de deflexion.
La segunda configuracion es la de “altura constante”, en la cual la punta mantiene

fija una altura sobre la muestra [78].

En el modo contacto intermitente el cantiléver oscila cerca de su frecuencia de
resonancia en proximidad a la superficie de la muestra (toca la muestra
intermitentemente), utilizando un sistema electronico de retroalimentacion la
distancia del cantiléver con la muestra se controla manteniendo constante la
amplitud o la fase del cantiléver. Dado que esta técnica evita las fuerzas laterales
de la punta — muestra, la resolucién de imagen suele ser mas alta en comparacion
con el modo de contacto clasico del AFM, donde la punta y la muestra estan en

contacto directo [78].
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

La investigacion de las LO en las monocapas del C21 es importante debido a su
relacion con la comprension de los procesos celulares y las interacciones lipidicas en
sistemas biolégicos [23]. A pesar de que los acidos grasos de cadena impar, como el
C21, han sido histéricamente considerados menos significativos en comparacion con
sus contrapartes de cadena par, su estudio reciente ha revelado que pueden tener
efectos beneficiosos en la salud humana [14,15] y desempeiar un papel crucial en la
formacion de estructuras lipidicas en el sistema nervioso [23,24]. La capacidad del C21
para formar micelas y vesiculas bajo condiciones especificas sugiere que estos acidos
grasos podrian influir en la dinamica de la membrana celular y en la neurotransmision,
lo que hace necesaria una exploracion detallada de su comportamiento en condiciones
controladas. Ademas, el uso de técnicas avanzadas como el BAM y el AFM
proporcionan herramientas poderosas para caracterizar la morfologia y las
propiedades de estas monocapas, permitiendo una mejor comprension de los
fendmenos observados. Este estudio busca contribuir y estimular mas sobre la
investigaciéon de los AGCI y proporcionar datos experimentales que respalden la
hipotesis de que las LO en las monocapas de C21 son indicativas de la formacion

espontanea de estructuras lipidicas relevantes.

27



CAPITULO 4

HIPOTESIS

Se plantea que las LO observadas en las monocapas del C21 estan relacionadas con
la formacion espontanea de micelas y vesiculas, las cuales se generan a través de
procesos de expulsion de materia. Este fendbmeno se manifiesta de manera mas
evidente en las fases cristalinas L'2y CS a bajas temperaturas, donde se espera que
la estructura de la monocapa se vea alterada, favoreciendo la auto-organizacion y la
formacion de estas estructuras lipidicas. Al correlacionar las observaciones realizadas
mediante BAM y AFM, se espera evidenciar que las LO son un indicativo de la
dinamica interna de la monocapa y su capacidad para responder a cambios en la

presion superficial y en las condiciones ambientales.
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CAPITULO 5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Estudiar el comportamiento de las oscilaciones localizadas en el C21

5.2 Objetivos Particulares

Formar las monocapas de Langmuir en un rango de temperatura 4 a 6 °C, donde
se ha observado el fendmeno de LO, con el fin de investigar el origen de dicho
fenémeno.

Observar y caracterizar las monocapas de C21 mediante BAM y AFM para
obtener un analisis mas detallado de su comportamiento durante las LO.
Caracterizar las estructuras generadas a partir del comportamiento del material,
para entender mejor las interacciones y formaciones que ocurren en las fases

cristalinas L2y CS.
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CAPITULO 6

METODOLOGIA

6.1 Reactivos y Materiales

Subfase: se utilizé agua ultrapura miliQ de 18.3 MQ./ cm de resistividad.

Solventes: Cloroformo (grado HPLC, 99.9 %, Sigma—Aldrich, EE. UU.) y alcohol
etilico (ACS, Fermont, 99.9 %, México) se utilizaron como solventes para la limpieza

de la balanza y la preparacién de la solucion de la molécula en estudio.

Acidos grasos: Acido Heneicosanoico (C21), adquirido de la compafia Aldrich
Chem. Su peso molecular es de 326.6 g mol' y se prepard una solucion a de C21

a una concentracién de 1Tmg/ml.

Microjeringa (Hamilton, Sigma — Aldrich, USA) de 100 pl.

6.2 Preparacion de las Monocapas

Se utilizé una balanza de Langmuir-Blodgett (modelo 611, NIMA Technology LTD.,
Coventry, Inglaterra) para medir las isotermas presion-area, empleando papel filtro
como la placa de Wilhelmy para la determinacion de la presion superficial (con una
precision de + 0.1 mN/m). La balanza se coloc6 sobre una mesa antivibratoria y se
llené con agua desionizada (agua de grado bioresearch > 18.3 MQ cm™ de
resistividad, Barnstead/Thermolyne, Dubuque, lowa, Estados Unidos). La balanza esta
equipada con dos barreras de politetrafluoroetileno (PTFE) adaptadas con barras de
acero para proporcionar una compresion simétrica y un area de trabajo de 700 cm?.
Durante los experimentos, se control6 la temperatura a 5.4, 6.4 y 25 °C utilizando un

bano de recirculacién de agua (Neslab, Estados Unidos). Antes de iniciar cada
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experimento, se comprobd la limpieza de la subfase y de la balanza cerrando las
barreras y verificando que las lecturas del sensor de presion fueran inferiores a 0.1
mN/m cuando las barreras de la balanza de Langmuir estaban completamente
cerradas (y mediante la presencia de un fondo oscuro observado con Microscopia de
Angulo de Brewster). Utilizando una microjeringa de vidrio de 50 pl, se deposité
suavemente la solucion del acido graso C21 en la interfaz aire/agua y se dejé reposar
durante al menos 30 minutos para permitir la evaporacion del cloroformo antes de

iniciar cada experimento. Luego, la monocapa se comprimié a 11 cm?min.

Las imagenes de las monocapas, asi como las morfologias y transiciones de fase que
caracterizan al acido graso C21, se obtuvieron mediante un microscopio de angulo de
Brewster (BAM, Nanofilm EP4, Accurion GmbH, Alemania).

Para la observacion mediante AFM, algunas monocapas se transfirieron a sustratos
de mica recién clivados, mediante la técnica de Langmuir-Blodgett, con una velocidad
de extraccion de 1 mm/min y una presién superficial de 15 mN/m. Las mediciones se
realizaron con un microscopio MultiMode V8 SPM NanoScope (Bruker, Santa Barbara,
CA, EE. UU.) en modo de contacto intermitente a temperatura ambiente, utilizando un
cantiléver de silicio RTESPA (Bruker, Santa Barbara, CA, EE. UU.) con un radio de

punta nominal de < 10 nm y una frecuencia de resonancia de 300-400 kHz.

Durante la ejecucién de este proyecto, se estudiaron diversas temperaturas para
explorar las condiciones bajo las cuales ocurre el fendmeno de las LO. Los datos
presentados en el manuscrito corresponden especificamente a las temperaturas
donde se detectaron las LO (5.4 y 6.4 + 0.5 °C, respectivamente). Adicionalmente, se

reporta la temperatura de 25 + 0.5 °C, donde no se visualizé el fendmeno de LO.
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CAPITULO 7

RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Fases Cristalinas L’2 y CS del C21

El C21 presenta una gran variedad de fases a pesar de ser un solo componente, como se
ha informado anteriormente por Ramos y Castillo [23] y Teer et al. [80] en su diagrama de
fases. La nomenclatura utilizada para las fases cristalinas del C21 se basa en la
clasificacion previamente reportada por Kaganer et al. [27] Su trabajo especifica que la fase
liquida expandida se denota como LE o L+, mientras que las fases condensadas, que
aparecen a diferentes areas por molécula, presién superficial y temperatura, se denominan
L2, L’2, L2 0 CS. Los rangos de valores para cada fase en nuestro estudio fueron tomados
del diagrama de fases del C21 propuesto por Teer et al. [80]. Este sistema de nomenclatura
ha sido ampliamente reconocido y, hasta la fecha, ha sido adoptado consistentemente por

otros grupos de investigacion.

Ramos y colaboradores informaron sobre las oscilaciones LO en la fase L”2, donde las
moléculas estan inclinadas, y en la fase cristalina CS. En nuestra investigacion,
encontramos este fendmeno en las fases L'2 y CS, de acuerdo con lo propuesto por Teer
et al. La diferencia entre las fases L’2 y CS radica en que las moléculas de la fase L’z estan
inclinadas hacia sus vecinos mas cercanos [1], mientras que la CS no presentan
inclinacién. La Figura 2.7 muestra tres isotermas de presion superficial diferentes, donde
el cambio de pendiente se debe a transiciones de fase; a temperaturas de 5.4 y 6.4 °C se
observan las oscilaciones, mientras que a 25 °C no aparecen. Nuestras isotermas estan

en comun acuerdo con el diagrama de fases del C21 del grupo de Teer.
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Figure 1.14. Isotermas de C21 en tres condiciones de temperatura diferentes,
mostrando una variedad de fases. Las oscilaciones se observan unicamente a 5.4 y

6.4 °C, mientras que no se registran a 25 °C.

Las isotermas en la Figura 1.14 muestran la presencia de una regién de coexistencia
entre las fases gas (G) y L2 en areas por molécula superiores a 24.5 A?/molécula y a
presiones superficiales cercanas a 0 mN/m. A medida que aumenta la presion lateral
del C21, la inclinacion de la cadena hidrocarbonada comienza a formar unicamente la
fase L2 pura, en un rango de presion de aproximadamente 0 a 12.5 mN/m. Sin
embargo, a temperaturas de 5.4 y 6.4 °C (isotermas en rojo y azul en la Figura 1.14,
respectivamente), se observan las fases cristalinas L’2 y CS. La fase L’2 aparece en
ambas isotermas entre presiones superficiales de aproximadamente 12.5 a 22 mN/m.
A presiones superficiales cercanas a 22 mN/m, se produce una nueva transicién de
fase de L’2 a CS. No obstante, a una temperatura de 25 °C (isoterma negra en la Fig.
1.14), se observa una fase diferente, denominada LS, mientras que la L2 aun esta

presente.
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La Figura 1.15 muestra imagenes obtenidas mediante BAM de las fases L' y CS a
temperaturas de 5.4 y 6.4 °C. En la imagen se observa una capa homogénea de C21
(Figura 1.15a), que aparece con un tono gris oscuro, correspondiente a la fase
cristalina L'2. Ademas, se pueden apreciar tonos gris mas claros formando un mosaico
de dominios irregulares y alargados que representan la fase CS. El contraste entre
estos dos tonos se atribuye a la variacion en la inclinacion de la cadena hidrocarbonada
de C21 dentro de la fase; asi, cada matiz de gris corresponde a una direccion diferente
de inclinacion de la cadena hidrocarbonada [23]. También, dentro de la fase cristalina
CS se pueden observar agujeros negros y aglomerados blancos rodeados por una
serie de anillos. Estos anillos, conocidos como anillos de Newton, son patrones de
interferencia que aparecen en monocapas como circulos concéntricos alternando
entre claros y oscuros [81]. Los anillos de Newton se forman debido a un tipo de
defecto de multicapa y son comunes en las fases condensadas de las monocapas
[25,26]. Al realizar una segunda compresién en la misma monocapa (Figura 1.15b), se
observa una red de huecos en la monocapa de C21. Es importante mencionar que en
estos agujeros es donde aparecen y desaparecen rapidamente las LO. Este fendmeno
se describe en la siguiente seccion. De igual manera, en las Figuras 1.15a, 1.15c y
1.15d se pueden observar bandas horizontales claras y oscuras; estas son un artefacto
causado por la éptica del microscopio (BAM). Sin embargo, no se considera dentro del

analisis de la monocapa vy, por lo tanto, no afecta las mediciones realizadas.
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Figura 1.15 Imagenes obtenidas mediante BAM de las fases L'2 y CS del C21 a bajas
temperaturas. Los paneles (a) y (b) muestran las primeras y segundas compresiones
a 5.4 °C, respectivamente. Los paneles (c) y (d) presentan las primeras y segundas
compresiones a 6.4 °C, respectivamente, junto a las presiones superficiales en la

esquina inferior izquierda en la que las imagenes fueron tomadas.
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7.2 Oscilaciones Localizadas

Ademas de las estructuras previamente descritas para las isotermas a bajas
temperaturas, se logro observar el fendmeno de LO en el C21. Se ha documentado
que estas oscilaciones son visibles exclusivamente en las fases L’2 y CS, dentro de
un rango de temperatura que va de 2 a 6 °C. En este estudio, fue posible observar
las LO alrededor de los 22 mN/m, y su frecuencia aumenté con la compresion de la
monocapa. De acuerdo con las isotermas mostradas en la Figura 1.14, las LO
comenzaron a manifestarse al alcanzar la fase CS y dentro de los dominios
irregulares de color gris claro alargados presentados en la Figura 1.15a. La
particularidad de las LO es que aparecen y desaparecen rapidamente a lo largo de
la monocapa, en la misma posicion que los aglomerados y huecos descritos
anteriormente.

Diversos videos fueron adquiridos en tiempo real mediante el BAM durante la
compresién de la monocapa donde se observaron las LO. Estos videos muestran
que el fendmeno de las LO esta presente en toda la monocapa, apareciendo y
desapareciendo a gran velocidad. Estudios previos del grupo de Ramos y Castillo
[93]. han indicado que este fendbmeno se conoce comunmente como "Blinking" o
parpadeo. Los autores sugieren que los patrones de anillo observados como LO
son patrones de Airy resultantes de la difraccién de Fraunhofer producida por la luz
reflejada en los granulos multicapa. Ademas, proponen que las LO podrian derivar
de un proceso secuencial que involucra la expulsion de materia, la formacion de
granulos y el crecimiento discontinuo, en el cual el material expulsado es reutilizado,
lo que podria dar origen al blinking. A pesar de estos hallazgos, el origen exacto del
fendmeno sigue siendo incierto. Las LO estan relacionadas con el estrés y la
energia en areas de la monocapa con una alta concentracion de defectos. Galvan
et al. [25] mencionan que esto podria representar un mecanismo alternativo para
iniciar la formacion de multicapas, donde la materia es expulsada de la monocapa
antes de alcanzar la presién de colapso [25]. Ademas, al aplicar una segunda
compresién a la misma monocapa (Figuras 1.15b-d), se observa que una red de

huecos dentro de la monocapa de C21.
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Para observar el comportamiento de la monocapa de C21 bajo cambios de presién
en la fase L'z, se calculd el médulo de compresibilidad superficial (Cs™). EI Cs™
refleja el estado de empaquetamiento de una monocapa de Langmuir. Se define
como el reciproco de la compresibilidad (Cs) a una temperatura dada y se
determina a partir de la pendiente de las isotermas lN-A. Un valor alto de Cs™" indica
monocapas menos compresibles. Los valores de Cs™ se miden de manera continua
durante ciclos de compresion-expansion lentos y pueden considerarse equivalentes
al equilibrio termodinamico, excepto a altas presiones, donde la compresion puede
superar la capacidad de relajacion de la monocapa [2].

Los resultados del Cs™ se presentan en la Figura 1.16. Esta figura muestra que en
la region de la fase L2 a 25 °C, la compresibilidad de la monocapa se mantiene
estable. Sin embargo, este comportamiento cambia en la regién de L2 a
temperaturas mas bajas (5.4 y 6.4 °C), donde el médulo de compresibilidad exhibe
fluctuaciones y valores decrecientes. Estos resultados sugieren un comportamiento
inusual de la monocapa, indicando que se encuentra en una region de inestabilidad
o transicién de fase [49,82]. En un estado inestable, cualquier compresioén adicional
puede provocar el colapso de la monocapa o desorganizar sus moléculas [83]. Al
comprimir la monocapa de C21 con las barreras maoviles de la bandeja de Langmuir,
se introduce una fuerza adicional, lo que provoca que la monocapa fluctue a lo largo
de la superficie y fomente la formacion de LO en toda la monocapa. Estas
oscilaciones resultan en la expulsion de material hacia la subfase facilitando asi la

formacion de micelas y vesiculas.
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Figura 1.16 Valores del médulo de compresién superficial (Cs™) del acido C21 para

cada temperatura a) 25°C b) 5.4°C c) 6.4 °C.

7.3 Observacion Morfologica de Estructuras Esféricas.

Para validar nuestra hipotesis, se realizaron una serie de mediciones mediante AFM
en la regiéon donde se detectaron las LO. Las monocapas de acido C21 fueron
transferidas a sustratos de mica (recién clivados) mediante la técnica Langmuir-
Blodgett. Este proceso requirié llevar la isotermas a su presion de equilibrio
manteniendo la estabilidad durante 2 horas. Posteriormente, se realizé el traslado
manteniendo una presion constante y una velocidad de transferencia de 1 mm/min. La
transferencia se efectud a una presion de 15 mN/m y a una temperatura de 5.4 °C, lo

que garantizé la presencia de la fase L’2. La imagen obtenida mediante AFM (Figura
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1.17) muestra morfologias que se asemejan a las observadas en las imagenes

obtenidas a través de BAM.
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Figura 1.17 Imagenes de Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) de C21. (a) Fases L2
y CS coexistiendo a bajas temperaturas, junto con la formacién de micelas y vesiculas

en zonas de defecto de la fase CS. (b) Grafico de corte transversal para determinar el
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tamano del material expulsado. (c) Imagen de AFM con mayor resolucién en altura,
que proporciona una mejor visualizacion de las estructuras esféricas. (d) Las lineas
azul y roja corresponden al perfil de altura de estas estructuras. (e) El error de amplitud

y (f) las imagenes 3D de AFM nos permiten identificar las vesiculas en la muestra.

En la Figura 1.17a, se observa un patron en mosaico compuesto por dominios
irregulares en dos tonos diferentes. El fondo presenta un tono marréon oscuro,
correspondiente a la fase L’2, mientras que un color marrén mas claro representa la
fase cristalina CS. Es importante destacar que en la zona interfacial de la fase CS
también se observan cumulos con forma esférica en color blanco. Debido a su tamano,
la formacion de estas estructuras corresponde principalmente a la formacion de
vesiculas. El perfil de altura mostrado en la Figura 1.17b representa el grafico de corte
transversal (linea blanca de la Figura 1.17a). Aqui se observa que estas estructuras
tienen tamanos entre 4 y 16 nm. Nuestra deduccion de las formas de las vesiculas se
basé no solo en el tamano, sino también en la morfologia observada a través de las
caracteristicas del perfil de altura, el cual se alinea estrechamente con los perfiles

reportados en la visualizacion de vesiculas mediante mediciones AFM [84,85].

Adicionalmente, en la Figura 1.17c, también se observan diferentes estructuras en
nuestro sistema, pero solo aquellas que muestran la tipica forma redonda y achatada
(lineas azul y roja) fueron consideradas para nuestras estadisticas. Las curvas del
perfil de las lineas azul y roja en la Figura 1.17d muestran que el diametro de nuestras
estructuras esféricas es mucho mayor que la altura (6 - 16 nm), lo cual esta relacionado
con el proceso de adsorcidon sobre la mica [86]. Podemos notar con mas detalle las
formas irregulares que estan presentes en nuestras monocapas transferidas en las
Figuras 1.17e y 1.17f. Creemos que estos objetos podrian deberse a interacciones

entre vesiculas, eventos de fusion o la presencia de estructuras multilamelares [ 87].

Algunos grupos de investigacion han demostrado la formacién de vesiculas en
monocapas de fosfolipidos. Por ejemplo, Gopal et al. [88] examinaron una mezcla de
fosfolipidos de dipalmitoilfosfatidilcolina y palmitoiloleoilfosfatidilglicerol (DPPC)

utilizando monocapas de Langmuir y microscopia de fluorescencia. En este estudio,
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analizaron cédmo la monocapa colapsa en un rango de temperaturas de 20 a 40 °C y
determinaron que, a temperaturas inferiores a 28 °C, la monocapa es bifasica y
colapsa, formando pliegues. Por otro lado, cuando la temperatura supera los 33.5 °C,
la monocapa se vuelve homogénea y colapsa, formando estructuras vesiculares a
escala micrométrica caracterizadas por formas globulares o tubulares. En otro estudio
realizado por Ridsdale et al. [89], se analizaron peliculas de DPPC en la interfase aire-
buffer. Se utilizé Microscopia Electronica de Transmision (TEM por sus siglas en
inglés) para examinar la pelicula, revelando la presencia de pliegues en la superficie
de la pelicula, asi como la formacion de estructuras vesiculares. En otro estudio llevado
a cabo por Hatta [90], se encontré la formacion de vesiculas en monocapas de
Langmuir de acido octadecanoico (C18). Los experimentos se realizaron en un rango
de pH de 6 a 8 y se analizaron mediante microscopia de contraste de fase.
Aparentemente, la formacion de las vesiculas se debe a la presencia de defectos en
las monocapas, donde el material lipidico comienza a solubilizarse en la subfase. Por
estas razones, nuestros resultados muestran que las LO son consecuencia de la

formacion y expulsiéon de micelas y vesiculas.

Al mismo tiempo, y en la Figura 1.17b, también podemos observar la altura entre las
fases L2 (flechas rojas) y CS (flechas azules). Esta se encuentra entre 13 y 15 A.
Estudios previos realizados por Chi et al. [91], determinaron las fases del acido
estearico (C18) y observaron una diferencia de altura de aproximadamente 15 a 20 A
entre las fases liquido-condensado (LC) y liquido-expandido (LE), lo cual es similar a
nuestros resultados. C21 y C18 comparten similitudes, ya que ambos son acidos
grasos saturados. Para distinguir entre la altura de una monocapa y una vesicula, se

sabe que la monocapa usualmente tiene una distribucién en forma de meseta [92,93].
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7.4 Estimacion del Tamaino de Micelas y Vesiculas

Para estimar la distribucién de tamafos de las micelas y vesiculas formadas por el
acido graso C21, se utilizé el método de estiramiento de caucho (Stretching Rubber
Method) [94,95]. Los resultados se muestran en la Figura 1.18, donde se utilizé una
longitud de C21 de 27 A [96]. Las temperaturas y presiones se consideraron en el

rango de 5.4 a 6.4 °C y 12.5 a 22 mN/m, respectivamente.
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Figura 1.18 Estimacién del tamano de formacion de micelas y vesiculas mediante el
método de estiramiento de caucho. a) longitud de C21, b) tamafio de la micela, c)

vesicula unilamelar, d) vesicula oligolamelar y e) vesicula multilamelar.

Los diametros estimados para las micelas de C21 oscilan entre 5.38 y 5.46 nm, como
se observa en la Figura 1.18b. Sin embargo, debido a la naturaleza espontanea de las
LO, se puede observar una variedad de tamafnos en las formaciones vesiculares. Al
considerar el tamano minimo de las micelas, se pueden identificar diversas especies
de vesiculas. Las vesiculas unilamelares (Figura 1.18c) tienen un diametro estimado
de 10.76 a 16.13 nm, mientras que las vesiculas oligolamelares (Figura 1.18d)
presentan diametros de 16.13 a 16.37 nm. Ademas, las vesiculas multilamelares

(Figura 1.18e) tienen diametros superiores a 21.51 nm. Estos resultados coinciden
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perfectamente con las distribuciones de tamafos de vesiculas determinadas mediante
mediciones de AFM (Figura 1.17 y 1.19).

50

a) b) »
OE D=9.16+2.8nm D=48+14pum

404

w
o
n

0.10

Density

Frecuency
N
o

0.05
104

0.00 T T T T T T T T T 0
12

Diameter(nm)

&: & B T & ©

Diameter(nm)

2 3

Figura 1.19 Histogramas de distribucién de tamafos de vesiculas medidos por a)
imagenes de altura de AFM (n=50) y b) distribucion de tamafnos de agujeros medidos
por imagenes de BAM (n=120). La curva azul solida corresponde al ajuste de

distribucién log-normal.

El analisis de la distribucion de tamafos (Figura 1.19a) muestra la presencia de
micelas y vesiculas con un rango de tamanos entre 4 y 16 nm. Al realizar un ajuste
con una funcién Gaussiana, se determind que el tamafo promedio de las vesiculas
formadas fue de 9.16 + 2.8 nm. Estas formaciones vesiculares se encuentran dentro
de la estimacion de las vesiculas unilamelares (Figura 1.18c) y pueden clasificarse
como vesiculas unilamelares pequenas (SUVs). Por otro lado, en la Figura 1.15b,
donde se observaron agujeros negros en la monocapa de C21 mediante imagenes de
BAM, se puede ver que el origen de estas SUVs proviene de la formacion de vesiculas
mas grandes. El analisis de la distribucién de tamafios de los agujeros negros reveld
dimensiones entre 2 y 8 uym, con un promedio de 4.8 + 1.4 ym (Figura 1.19b). Estos
tamanos corresponden a vesiculas multivesiculares (MVVs). Se sabe que durante la
formacion de MVVs o MLVs, su tamafo puede reducirse debido a la formacion de

vesiculas unilamelares grandes y pequenas (LUVs y SUVs, respectivamente) debido
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a fuerzas mecanicas durante su proceso de formacion, ya sea por extrusion y/o
sonicacién [97]. En nuestro caso, la fuerza mecanica generada por las barreras
moviles de la balanza de Langmuir puede considerarse como la fuerza externa para
lograr esta reduccion. En este trabajo no descartamos la posibilidad de formacién de
MVVs. Pensamos que este tipo de vesiculas podrian haber sido expulsadas hacia la
subfase, sin embargo, debido a dificultades técnicas, no se pudo analizar la subfase
para medir este tipo de formaciones vesiculares. No obstante, en este trabajo
detectamos y analizamos SUVs que fueron desprendidas debido a este fenomeno y

atrapadas en la interfase aire-agua.

Las monocapas de Langmuir y los liposomas se utilizan como modelos para estudiar
las membranas bioldgicas y los procesos relacionados con ellas. Las monocapas de
Langmuir, que se centran en el analisis de los cambios conformacionales e
interacciones de las membranas con sustancias farmacologicas y materiales
biologicamente relevantes, también sirven como modelos para comprender el
comportamiento de los lipidos en la interfase aire-agua. Estos estudios proporcionan
informacion crucial sobre la organizacion y dindmica de las bicapas lipidicas, que
constituyen la base estructural de los liposomas. Estos ultimos, por su parte, se
destacan por su utilidad como transportadores de farmacos, gracias a su capacidad

para encapsular compuestos tanto hidrofilicos como hidrofébicos [98,99].

Las LO observadas en las monocapas de C21 podrian estar relacionadas con los
procesos de autoensamblaje y desensamblaje de las estructuras lipidicas. Estos
procesos son fundamentales en la liberacién controlada de farmacos, donde la
organizacion y desorganizacion de las estructuras lipidicas pueden controlar la
liberacion de la sustancia activa. Por otro lado, el médulo de compresibilidad de las
monocapas Yy las fluctuaciones observadas en la fase L2 a bajas temperaturas
sugieren un estado de inestabilidad o transicién de fase. En los sistemas de liberaciéon
de farmacos, estas transiciones de fase pueden aprovecharse para controlar la
liberacion del farmaco en respuesta a cambios en el entorno, como el pH o la

temperatura [100,101].
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES

En este trabajo, realizamos enfoques experimentales para investigar las LO del acido
heneicosanoico dentro de las fases L’2 y CS. Los experimentos con monocapas de
Langmuir y la microscopia de angulo de Brewster (BAM) demostraron la presencia de
agujeros oscuros a lo largo de la monocapa de C21, lo que sugiere la expulsion de
material hacia la subfase. El analisis de la distribucién del tamafio de los agujeros
dentro de la monocapa indica que estas formaciones podrian deberse a la formacion
de vesiculas multivesiculares (MVVs) con un tamafo promedio de alrededor de 4.5
pgm. Por otro lado, mediante la técnica de Langmuir-Blodgett, transferimos muestras
sobre mica y se obtuvieron imagenes AFM de las muestras. Estas imagenes mostraron
la presencia de micelas y pequefnas vesiculas unilamelares (SUVs) atrapadas en la
interfaz aire-agua junto con la monocapa, con un rango de tamafo de 4 a 16 nm.
Ademas, el analisis de AFM revela que la altura entre las fases cristalinas L'2 y CS es
de entre 13 y 15 A. Por lo tanto, concluimos que el fenémeno de las LO es causado

por la formacion y expulsion de micelas y vesiculas de diferentes tamafios.
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