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Resumen

La arctiina, glucdsido del lighano arctigenina, es un compuesto de gran interés
farmacolégico por sus propiedades antiinflamatorias, como antitumoral y sus
prometedoras aplicaciones en el tratamiento de enfermedades crénicas. Sin embargo, su
baja biodisponibilidad oral dificulta su uso como farmaco. En este TFG se han preparado
y caracterizado monocapas de Langmuir de arctiina pura como punto de partida para la
futura obtencion de liposomas para la vehiculizacion del farmaco. Ademas, estudios de la
interaccion de la arctiina con modelos de membrana celular en la interfase aire-agua
podrian aportar luz sobre el mecanismo de accién del compuesto. Para todo ello, es
necesario analizar el comportamiento superficial de este compuesto puro. El estudio
realizado ha confirmado que la arctiina presenta actividad superficial, y las monocapas de
Langmuir obtenidas son estables y presentan histéresis casi nula. Por medio de la
caracterizacion de la pelicula por distintas técnicas se ha determinado que la monocapa
es fluida, presentando dos fases diferenciadas de liquido expandido. Las monocapas se
han transferido sobre soportes sélidos y se ha estudiado su recubrimiento superficial
mediante una microbalanza de cuarzo, asi como la topografia de las peliculas que se ha
revelado como muy homogénea, siempre que se transfiera antes del colapso de la
monocapa en la interfase aire-agua.

Arctiin, glucosyde of the lignan arctinogenin, is a compound of great
pharmacological relevance because of its anti-inflammatory properties and its promising
applications in the treatment of chronic diseases and cancer. However, its low oral
bioavailability hinders its use as a drug. In this final project, pure arctiin Langmuir
monolayers were prepared and characterized as a starting point for the future obtention of
arctiin liposomes for the drug’s vehiculation. Furthermore, studies of arctiin’s interaction
with model cellmembranes at the air-water interphase might shed light on the compound’s
action mechanism. For all of this, it’s necessary to analyze superficial behaviour of the pure
compound. The performed studies confirmed that arctiin shows superficial activity, and
the observed Langmuir monolayers are stable and show almost no hysteresis. Through the
film’s characterization by several techniques, it was determined that the monolayer is fluid,
showing two distinct expanded liquid phases. The monolayers were transferred to solid
substrates and their superficial coating was studied using a quartz microbalance, as well
as the films’ topography which was found to be very homogeneous, as long as the film was
transferred before the collapse in the air-water interphase.



1. Introduccion

Desde tiempos prehistéricos el ser humano ha empleado remedios medicinales
provenientes de plantas para tratar distintas dolencias y enfermedades, acumulando
conocimientos por experiencia, pero sin comprender el verdadero mecanismo de accién
de los tratamientos. La medicina moderna, la farmacia y la bioquimica han permitido
entender los mecanismos detrdas de determinadas enfermedades, asi como sus
correspondientes tratamientos, y afrontarlos de forma mas directa y consciente.

En las ultimas décadas se esta poniendo el foco sobre los remedios tradicionales
para buscar tratamientos menos toxicos y de origen natural. En concreto, la medicina
tradicional china incluye un gran numero de tratamientos que, si bien no han sido
estudiados todavia desde una perspectiva cientifica, han sido utilizados durante siglos por
su efectividad a la hora de combatir distintas dolencias. La comunidad cientifica tanto en
China como en el resto del mundo esta volcando esfuerzos en dilucidar por medio del
método cientifico qué remedios son realmente efectivos y cual es su mecanismo de
accion.

Uno de los remedios investigados es el que hace uso de la planta Arctium Lappa
L., cuyo empleo en Asia se remonta a hace mas de 1800 afos por sus potentes efectos
antiinflamatorios."? Su uso para combatir la gripe es frecuente en China, y ha sido
cientificamente probado.® También se ha estudiado su potencial como farmaco auxiliar en
el tratamiento de enfermedades cronicas como desérdenes metabdlicos y disfunciones
del sistema nervioso central' e incluso como antitumoral.?2 Sus dos principios activos
principales son el lighano arctigeninay su glucésido, la arctiina (Figura 1).

Figura 1. Izquierda: Flor de Arctium Lappa L. Centro: Estructura de la arctigenina. Derecha: Estructura
de la arctiina. Distancias medidas con el programa Avogadro*

La arctigenina ha demostrado tener un efecto terapéutico mas potente que la
arctiina. Sin embargo, su biodisponibilidad oral es muy baja debido a que es metabolizada
muy rapidamente por enzimas en el intestino, el higado y la sangre. La arctiina es
transformada por glucosidacidn a arctigenina en elintestino, para sufrir a continuacion las
mismas transformaciones metabdlicas, resultando en el mismo problema de
biodisponibilidad.

Por otro lado, la arctiina es una molécula anfipatica, con una “cola” relativamente
apolar y una cabeza polar constituida por la molécula de glucosa. Esta propiedad le
confiere actividad superficial en el agua. Como tal, podrian obtenerse monocapas o
bicapas® a partir del compuesto. Mezclando la arctiina con fosfolipidos y colesterol,
también podrian obtenerse liposomas (bicapas esféricas), que podrian vehiculizar el
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farmaco hasta el tejido diana sin sufrir metabolizacién, lo cual aumentaria notablemente
la biodisponibilidad delfarmaco.® La obtencién de monocapas de arctiina combinadas con
fosfolipidos y colesterol también podria servir como modelo de membrana celular para
estudiar la interaccién de la arctiina con membranas celulares en un entorno controlado,
y asi contribuir a investigar su mecanismo de accion.”

Férmula molecular C27H34014
Masa molecular (g-mol") 534,6
Aspecto Sdélido blanco
log P (calculado)* 1,8
Carga formal 0
N° de at. dadores en enlaces de H 4
N° de at. aceptores en enlaces de H 11
N° de enlaces rotables 10

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de la arctiina8
* logP es una medida de la hidrofobicidad o hidrofilicidad de un compuesto, y se define como:

solubilidad enn — octanol)

logP = log ( solubilidad en agua

En este TFG se han obtenido monocapas de arctiina pura por medio de la técnica
de Langmuir-Blodgett y se han caracterizado por diversas técnicas tanto en la interfase
aire-agua como sobre sustratos soélidos. Un liposoma es una bicapa esférica, que dista
mucho de las monocapas planas obtenidas en este TFG. No obstante, los estudios aqui
presentados constituyen un primer paso en el estudio de la actividad superficial de la
arctiina, que podria llevar a la obtencion de liposomas de arctiina combinada con
fosfolipidos y colesterol en el futuro.

2. Objetivos

Los objetivos principales de este trabajo son académicos y formativos, como
corresponde a un TFG del Grado en Quimica. En su elaboracién, he desarrollado mis
habilidades tanto de trabajo en laboratorio como de busqueda bibliografica, escritura y
presentacion de resultados. Este TFG me ha permitido formarme en un amplio rango de
técnicas propias de la Quimica de Superficies que no forman parte de los contenidos
obligatorios del Grado, y profundizar en la técnica de Langmuir-Blodgett que se imparte en
la asignatura de Quimica Fisica ll. Mas alla de los conocimientos adquiridos sobre técnicas
concretas, también me ha ensefiado a trabajar de forma auténoma, a conocer las medidas
de seguridad de trabajo en un laboratorio quimico, a enfrentarme a la resoluciéon de
problemas en laboratorio, interpretar resultados y el disefio de experimentos.

Por otro lado, este TFG constituye un proyecto de investigacién en laboratorioy por
tanto tiene también objetivos cientificos. Estos se centran en el estudio de la actividad
superficial de la arctiina y en la formacién de monocapas de arctiina pura en la interfase



aire-agua por medio de la técnica de Langmuir-Blodgett. Dichas monocapas se han
caracterizado en la interfase aire-agua, con técnicas como el potencial superficial y la
Microscopia de Angulo de Brewster (BAM). También se han transferido a sustratos sélidos
y caracterizado con Microbalanza de Cristal de Cuarzo (QCM), Espectroscopia UV-Visible
y Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM), entre otras.

3. Parte experimental

3.1. Reactivos y disolventes

Compuesto CAS Proveedor Pureza
Arctiina 20362-31-6 PhytoLab 98%
Acetona 67-64-1 Panreac 99,5%

Cloroformo 67-66-3 Merck 99%

Etanol 64-17-5 Panreac 99,5%

Agua Milli-Q 7732-18-5 Destilador Facultad Resistividad

18,2 MQ-cm

Tabla 2. Reactivos y disolventes

La disolucidn de arctiina empleada se prepara a partir de una muestra adquirida de
Phytolab. Se disuelve la totalidad de la muestra en 50 mL de cloroformo. La muestra es de
10,67 mg, por lo que se obtiene una disolucidn 4 - 10 M. A partir de esta disoluciéon madre
se preparan el resto de disoluciones de menor concentracion por dilucion. Previamente,
ésta se introduce 5 minutos en un bafo de ultrasonidos para asegurar que no haya
agregados. Todas las disoluciones se almacenan en la nevera después de su uso.

3.2. Equipos e instrumentos

e Cuba KSV NIMA KN 2003 (145 x 580 mm?). Cuba de Teflén y barreras de Delrin (POM).
Consta de un pozo y brazo movil para transferir las peliculas formadas a un sustrato
sélido.

e Cuba KSV NIMA 720 (100 x 720 mm?). Cuba y barreras de Teflon. Se le han acoplado
moédulos para medir con Microscopia de Angulo de Brewster (BAM) y potencial
superficial. No permite hacer transferencias.

e Cuba doble KSV (145 x 580 mm?). Cuba y barreras de Teflon. Permite realizar dos
isotermas/transferencias simultaneas. Se utilizé Unicamente como cuba simple.

e Espectrofotdmetro UV Varian Cary 50 Bio, con monocromador Czerny-Turner, haz doble,
ldampara de xenoén y un rango de longitudes de onda 190-1100 nm. Cubeta de cuarzo
de1cm.

e Microscopio de fuerza atdmica (AFM). Multimode 8, de la empresa Veeco-Bruker,
equipado con unaunidad de controlNanoscope V. Cantilevers RTESPA-150 (Bruker), con
una frecuencia de resonancia nominal de 150 kHz y una constante de Spring nominal de
5N-m™.



e Microbalanza de Cristal de Cuarzo (QCM) Stanford Research Systems modelo QCM200
con sensores QCM25, cuya frecuencia de resonancia fundamental es proxima a los
5 MHz.

e Tensidmetro de la marca Attension modelo Theta Lite.

e Microjeringuillas Hamilton de 1y 2,5 mL. Empleadas para dispersar y para preparar
disoluciones.

3.3. Métodos

3.3.1. Espectroscopia Ultravioleta-Visible en disolucion

La espectroscopia UV-Vis nos permite estudiar la absorbancia de luz de
compuestos quimicos endisolucion, en elrango de longitud de onda (A) de entre 190y 1100
nm. La absorbancia depende de la concentracion segun la ley de Beer-Lambert:®

Abs =¢-C-1 (1)

donde Abs es laabsorbancia, C laconcentracion de compuesto en mol-L™7, [ la longitud del
paso 6ptico en cm (distancia que atraviesa la luz dentro de la cubeta) y € es la absortividad
molar caracteristica del compuesto en el disolvente en L-mol”-cm™.

Esta técnica es relevante para caracterizar el comportamiento de la arctiina libre
en disolucion. La linealidad de la representacién Abs vs C a una misma longitud de onda
puede proporcionarnos informacién sobre la formacion de agregados intermoleculares,
que dificultarian la obtencién de una monocapa. Ademas, como veremos mas adelante,
podemos comparar el espectro UV-Vis medido en disolucién con el de la monocapa
obtenida por Langmuir-Blodgett.

3.3.2. Isotermas de Langmuir y transferencias de Langmuir-Blodgett

La técnica de Langmuir' permite obtener monocapas en la interfase aire-agua y
estudiar sus interacciones intermoleculares y propiedades quimico-fisicas. Todas las
monocapas de este TFG han sido preparadas a partir de esta técnica.

Los experimentos se realizan en una cuba de unos pocos milimetros de
profundidad de material hidréfobo, en nuestro caso teflén. La cuba se llena de una subfase
acuosa, para nosotros agua Milli-Q, y se dispersa una disolucion de las moléculas que
formaran la monocapa en la superficie. Las moléculas deben ser anfipaticas e insolubles
en la subfase para que permanezcan en la superficie, mientras que el disolvente debe ser
inmiscible con el agua, dispersarse facilmente sobre ésta y ser volatil para evaporarse
poco después de la dispersién; tanto la arctiina como el cloroformo cumplen estas
condiciones, respectivamente.

La Figura 2 muestra las partes de la cuba de Langmuir. A cada lado de la cuba hay
una barrera mévil también de material hidréfobo. Durante el experimento, las barreras se
acercan hacia el centro, arrastrando a las moléculas sobre la superficie del agua. Asi, las
moléculas se encuentran cada vez mas cerca entre si e interaccionan las unas con las
otras. Dicha interaccidn se cuantifica a través de la presidn superficial (1), definida como:

T=Yy—VY (1)



donde y, es la tension superficial de la subfase (antes de dispersar) y y la tensién
superficial a lo largo del experimento, la cual disminuira conforme las barreras se cierran
debido al aumento en la concentracion superficial del surfactante. En nuestro caso y, es
la tensidn superficial del agua pura a 20 °C: 72,8 mN-m™. Como 7 es diferencia de
tensiones superficiales, sus unidades también se expresan en mN-m™.

Para registrar el valor de 1t a lo largo del proceso de compresidn, el equipo cuenta
con una balanza de Wilhelmy, un dispositivo constituido en nuestro caso por un papel de
filtro en la superficie del agua sujeto por un gancho a un sensor de posicion previamente
calibrado.

Tanto el area como el numero de moléculas en la superficie es conocido, por lo que
a lo largo del experimento conocemos también el area por molécula (A), calculado
mediante la ecuacién:
_ Area entre las barreras

A= CV-Ng @)

donde el Area entre las barreras estda en nm?, C es la concentracion de la disolucion
dispersada en mol-L", V el volumen dispersado en L y Na el nimero de Avogadro. Asi, las
unidades de A son nm?molécula™.

y

Figura 2. Partes de la cuba KN 2003
a) Cuba de Tefl6n

b) Barreras moviles de Delrin

c) Balanza de Wilhelmy

d) Papel de Wilhelmy

e) Pozo de transferencia

f) Brazo moévil de transferencia

g) Pinzas de soporte de sustrato para
transferencias

Asi, representando presién superficial vs area por molécula obtenemos lo que se
conoce como isoterma 1t-A o isoterma de Langmuir (Figura 3). En dichas isotermas pueden
observarse variaciones en la pendiente, que se corresponden con cambios en la
organizacion de las moléculas en la monocapa. Dichos cambios se describen por analogia
con los estados de agregaciéon de un sistema en tres dimensiones (gas, liquido, sélido). A
areas muy grandes, las moléculas estdn muy separadas entre siy no interaccionan (1t = 0);
esta se considera la fase gas (G). En el punto en el que las moléculas empiezan a
interaccionar se observa un aumento de 1. A dicho punto se le denomina el lift-off o
“despegue” de laisoterma. A areas menores, las moléculas interactuan, pero tienen cierta
libertad conformacional; corresponde a la fase de liquido expandido (LE). Si seguimos
comprimiendo, forzamos a las moléculas a reordenarse de forma mas rigida dando un
liquido condensado (LC). Si se comprime todavia mas, se obtiene un estado sdlido (S), en
el que las moléculas apenas tienen libertad de movimiento, como en una red cristalina. Si
insistimos en reducir el area teniendo una monocapa sélida, ésta colapsay tipicamente se
observa que la isoterma o bien se “tumba” o bien cae a 0. Cada una de estas fases tiene
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una pendiente caracteristica y relacionada con la resistencia de la monocapa a ser
comprimida, que es mayor cuanto mayor es el grado de ordenacién de las moléculas.

Colapso

Presion superficial

Area por molécula

Figura 3. Isoterma m-A genérica. Adaptada de Oliveira et al.11

La magnitud que mide la resistencia de la monocapa a ser comprimida es el
modulo de Young Ks,? que tiene unidades de tensidn superficial y esta definido como:

dm
Ks=—A (E)T (3)
Valores de Ks entre 10-50 mN-m™ corresponden a una fase liquido expandido,

100-250 mN-m™ a una fase liquido condensado y valores mayores de 250 mN-m™ a una
fase solido.

Cada sustancia o mezcla de sustancias tiene una isoterma caracteristica (a las
mismas condiciones experimentales: temperatura, humedad y cuba empleada), que no
tiene por qué incluir todas las fases mencionadas en el parrafo anterior, puede presentar
varias de cada tipo (por ejemplo LE (l), LE (ll)...) y también regiones transitorias entre unas
y otras.

Ademas de los elementos ya mencionados, algunas cubas presentan un pozo en
su centro y un brazo mavil, lo que permite transferir las monocapas de la superficie del
agua a un sustrato soélido. A este proceso se le denomina transferencia de Langmuir-
Blodgett (LB) cuando el sustrato se situa perpendicular a la superficie acuosa. Para este
TFG, se transfirieron las monocapas emergiendo verticalmente un sustrato de mica del
agua, manteniendo t constante. También es posible hacer la transferencia por inmersion,
o incluso horizontalmente (isotermas de Langmuir-Schaffer).

A continuacidn, se describen la metodologia y parédmetros empleados en este TFG
para realizar las isotermas de Langmuir y las transferencias de Langmuir-Blodgett:

En primer lugar, cabe sefalar que las isotermas se registraron a 20 + 1 °C. Como
trabajamos con concentraciones tan pequefas, también es muy importante evitar
cualquier contaminacién. Los laboratorios de LB son salas semi-blancas en las que se
trabaja con calzas, batay guantes, y que se limpian diariamente para eliminar el polvo.

Antes de cada experimento se limpian tanto la cuba como las barreras con acetona
para arrastrar contaminantes organicos, y tras su evaporacion se lavan de nuevo con
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cloroformo, que ademas de limpiar favorece la hidrofobicidad del tefldn. Después, se
realizan tres ciclos de llenado de la cuba con agua Milli-Q, vaciandola entre ciclos con
ayuda de una bomba de vacio. Tras el tercer llenado se realiza un blanco, cerrando las
barreras a alta velocidad. Durante el blanco, la presion no debe variaren mas de 1 mN-m™;
de lo contrario, esto indicaria la presencia de un contaminante y la necesidad de iniciar el
protocolo de limpieza de nuevo.

Paralelamente a la limpieza, se prepara el papel defiltro de la balanza de Wilhelmy,
que debe tener la misma anchura (en nuestro caso 0,8 cm) en todos los experimentos. Se
limpia con etanol, y tras su evaporacidn se sumerge en agua Milli-Q.

Una vez la cuba esta lista, puede dispersarse la disolucion de arctiina en
cloroformo, que previamente se ha mantenido 5 minutos en un bano de ultrasonidos para
deshacer posibles agregados intermoleculares. La dispersidn se realiza con una jeringuilla
Hamilton de 1 mL, gota a gota y a una velocidad de 5 min-mL™ para evitar la saturacion de
la superficie con cloroformo.

Finalmente, programamos el experimento para que una vezfinalizada la dispersion
elequipo espere 15 minutos y después cierre las barreras a una velocidad constante de 10
mm-min™ hasta llegar al 4rea minima, registrando de este modo la isoterma de presién
superficial vs area por molécula.

Asimismo, se pueden programar otro tipo de experimentos, como medir la
estabilidad de la monocapa o realizar ciclos de histéresis. El primero se basa en estudiar
las modificaciones en el drea por molécula cuando la monocapa se mantiene a una 1
constante, durante un tiempo prolongado. El segundo se basa en comprimir y
descomprimir la monocapa para registrar la histéresis del proceso de
compresidon-descompresion.

Para complementar la informacion que nos proporcionan las isotermas de
Langmuir, se acoplaron otras técnicas que se describen a continuacién:

3.3.3. Microscopia de Angulo de Brewster (BAM)

Estatécnica se fundamenta en el principio formulado por David Brewster'*en 1815.
Dicho principio dicta que, al incidir un haz de luz p-polarizada (polarizada en la direccién
del plano de la interfase) sobre la propia interfase entre dos medios, hay un angulo
concreto para el cual la reflexién es minima, idealmente nula. Este es el lamado angulo de
Brewster, que depende de los indices de refraccion de los dos medios y para la interfase
aire-agua es 53°.

En BAM™ se emplea un laser que incide sobre la superficie del agua precisamente
con este angulo. Una camara CCD (dispositivo de carga acoplada) con una resolucion
lateral de 12 um capta la luz reflejada por el agua, que para agua pura es casi hula. Debajo
de la camara se coloca una lamina de obsidiana que absorbe la luz transmitida en el agua
y evita que llegue hasta la camara. Si sobre la superficie del agua se forma una pelicula
organica, como es el caso durante una isoterma de LB, la luz se refleja sobre ella y es
detectada por la camara. Asi, podemos observar la formacion de la monocapa en tiempo
real conforme se realiza la isoterma, y relacionar los cambios en la superficie con el area
por moléculay la presién superficial.



3.3.4. Potencial superficial

El estudio de las isotermas de potencial superficial vs area por molécula (AV-A)
puede darnos informacidn valiosa sobre la organizacién de las moléculas en la monocapa
de Langmuir. Para la realizacion de este experimento, se empled la cuba NIMA 720
(siguiendo la metodologia descrita en el apartado anterior) y se realizé el siguiente montaje:
se situan dos electrodos a ambos lados de la interfase aire-agua: un electrodo de trabajo,
lo mas cerca posible de la superficie del agua pero sin tocarla, y un electrodo auxiliar
sumergido. Tras aplicar una diferencia de potencial, se produce una acumulacion de
cargas, de tal forma que la interfase actia como un condensador. Haciendo vibrar
ligeramente uno de los electrodos, las cargas pueden pasar de un electrodo a otro, y se
genera una corriente alterna cuya intensidad podemos medir y nos permite calcular el
potencial superficial del sistema.® La variacion del potencial superficial depende en buena
medida de la orientacidon de las moléculas. Ademas, la técnica es muy sensible y hace
posible observar transiciones de fase antes de que se detecten en las isotermas Tt-A.

3.3.5. UV-VIS en sélido

La transferencia de una pelicula de Langmuir sobre un sustrato de cuarzo permite
obtener el espectro UV-VIS de la pelicula transferida.

A priori, el espectro una pelicula de Langmuir de un compuesto puro deberia
presentar los mismos maximos de absorbancia que su espectro en disolucion (ignorando
el efecto del disolvente). Sin embargo, la formacion de agregados intermoleculares puede
desplazar estos maximos o provocar el ensanchamiento de las bandas de absorcion, lo
que permitiria detectar dichos agregados.

Por otro lado, la intensidad en el maximo o, mejor aun, el area bajo la banda de
absorcién, permiten cuantificar el angulo de inclinacién de las moléculas respecto al
sustrato.

Para hidrofilizar el cuarzo se siguio el siguiente protocolo extraido de Deng et al.:®

e Selimpid el sustrato con aguay jabon, y después con EtOH.

e Se introdujo en un frasco con diclorometano y se mantuvo en bano de
ultrasonidos durante 10 minutos.

e Serepitid el anterior paso introduciendo el sustrato en MeOH.

e Se introdujo en MeOH:H,O 3:1 con K,CO; 0,5 M y se mantuvo en bafo de
ultrasonidos durante 30 minutos, tras lo que finalmente se dejé evaporar al aire.

Este procedimiento de hidrofilizacion se lleva a cabo para funcionalizar la
superficie del cuarzo con grupos -OH, de tal forma que se vuelva mucho mas hidrofilica
que el cuarzo desnudo y las moléculas de arctiina, que son anfipaticas, se transfieran
mejor.

3.3.6. Microbalanza de cristal de cuarzo (QCM)

El cuarzo es un material piezoeléctrico, lo que significa que al ser deformado se
desplazan las cargas en su estructura y se genera un campo electrostatico. Ocurre lo
mismo a la inversa: un campo electrostatico puede generar una deformacion en el cuarzo.



Si sometemos al cuarzo a un campo eléctrico alterno," inducimos un movimiento
de vibracion con una frecuencia de resonancia especifica. Dicha frecuencia de resonancia
es extremadamente sensible ala masa del sistema, por lo que puede usarse como balanza

para medir variaciones de masa muy pequefas, del orden de los nanogramos. En este TFG
hemos empleado como sensor un disco de cuarzo y oro QCM25 como el mostrado en la
Figura 4 Derecha. Consta de una superficie de oro sobre la que pueden adsorberse
moléculas organicas, y que ademas actua como electrodo para generar el campo eléctrico
alterno.

/

Figura 4. Izquierda: Microbalanza de Cristal de Cuarzo. Derecha: Sensor de QCM.

La siguiente ecuacion relaciona la variacion de frecuencia de resonancia con la
variacion de masa:

Af =—Cr- ¢ (3)

donde Af es la variacién de frecuencia en Hz, ¢ es la variacion de masa en pg-cm?y Cres
el factor de sensibilidad caracteristico del cristal, que para el tipo de sustrato empleado en
este trabajo tiene un valor de 56,6 Hz-cm?-ug™.

Para este TFG, usamos la técnica de QCM para determinar el ratio de transferencia
(RT) resultante de un experimento de LB, definido como:

moléculas-cm™2 en el sustrato
RT =

moléculas-cm~2 en la interfase

(4)

donde el término en el numerador se obtiene a partir de la ¢ determinada por QCMy el del
denominador se obtiene directamente de los datos de laisoterma t-A. Un RT de 1 indicaria
que la monocapa se ha transferido al sustrato perfectamente, y con el mismo
empaquetamiento de las moléculas que el que tenia en la interfase aire-agua.

Previamente a la transferencia de la pelicula al sustrato de QCM, se siguié un
protocolo de limpieza del sustrato: introduccion en cloroformo durante 3 h, lavado con
agua tras la evaporacion del cloroformo e introduccion en EtOH:H,0 1:1 durante un dia.

3.3.7. Angulo de contacto

La forma de una gota de agua sobre una superficie plana esta determinada por el
equilibrio entre la cohesién de las moléculas de agua entre siy la adherencia del agua a la
superficie. Cuanto mas hidrofilica sea la superficie, mas “achatada” sera la forma de la
gota, pues el agua tendera a extenderse todo lo posible sobre el sustrato para maximizar
la superficie de contactoy las interacciones hidrofilicas. Por el contrario, si la superficie es



hidrofébica la forma de la gota se aproximara a una esfera, minimizando la superficie de
contacto.

Esta tendencia puede cuantificarse con el angulo de contacto entre la gota y la
superficie sobre la que se encuentra, y es por tanto una forma de estimar la hidrofilicidad
o hidrofobicidad de dicha superficie.

Eldispositivo empleado para dejar formar la gota sobre el sustrato y medir el angulo
de contacto es muy sencillo. Se llama tensidmetro y se muestra en la Figura 5:

Figura 5. Tensiometro empleado
para medir el angulo de contacto

En este TFG usamos la técnica del angulo de contacto para confirmar la
transferencia de una pelicula de Langmuir de la interfase aire-agua al sustrato, y para
caracterizar el grado de hidrofilicidad o hidrofobicidad de dicha pelicula.

3.3.8. Microscopia de fuerza atémica (AFM)

La microscopia de fuerza atdomica se fundamenta en las fuerzas atractivas y
repulsivas que actian sobre una punta moévil, llamada cantiléver.'® Cuando se acerca el
cantiléver a la muestra, este siente atraccién por fuerzas de Van der Waals y se deforma
hacia ella. Cuando esta lo suficientemente cerca, se imponen las fuerzas de repulsion
electronicas y el cantiléver se aleja de nuevo. Este equilibrio entre las fuerzas atractivas y
repulsivas genera una vibracion del cantiléver.

Existen varios modos de utilizacion del AFM, pero en este TFG hemos empleado el
tapping mode. Esta técnica consiste en fijar la frecuencia de vibraciéon del cantiléver y
monitorizar la amplitud a la que oscila al desplazarse sobre la muestra. De esta forma la
punta nunca esta en contacto prolongado con la muestra, y se minimiza la erosién (tanto
de la muestra como de la punta). La amplitud se monitoriza gracias a un laser que incide
sobre la parte de arriba del cantilévery se refleja a un fotodiodo con un dngulo que depende
de la posicion de la punta. El equipo de AFM y su funcionamiento se ilustran en la Figura 6.
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Figura 6. a) Equipo de AFM empleado b) Esquema del funcionamiento basico del AFM c) Esquema del
modo tapping (Figuras adaptadas de Kontomaris et al.)1°

Elresultado es un mapa topolégico de la muestra con una resolucion en el eje z de
menos de 0,1 nm. Las imagenes obtenidas nos permiten estudiar la morfologia de las
monocapas transferidas por LB. Uno de los parametros mas importantes es el espesor del
material depositado, ya que esta relacionado con la orientacion de las moléculas y con la
posible formacidon de multicapas.

4. Resultados y discusion

4.1. UV-Vis en disolucion

Se ha estudiado la absorbancia de la arctiina en disoluciéon a distintas
concentraciones, desde 4-10“ a 10° M. Debido al pequefio volumen de disolucién madre
de arctiina disponible, las disoluciones se prepararon por dilucién seriada, empleando
cada disolucién, una vez medida, para preparar la siguiente. Antes de medir su
absorbancia, la disolucién se somete a ultrasonidos durante 30 segundos. Los resultados
del espectro de absorcién Abs-A y la recta Abs(Amax)-Concentracién se muestran en la
Figura 7:

En el espectro se observa claramente un Unico maximo de absorcién a 280 nm.
Esta longitud de onda es coherente con la presencia de grupos aromaticos en la molécula
de arctiina (Figura 1). Estos son los grupos cromoéforos. Como no hay picos de absorcion
en el espectro visible, la arctiina es blanca en sdlido e incolora en disolucidon de
cloroformo.
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Figura 7. Izquierda: Espectro de absorcién UV-Vis de disolucion de arctiina a distintas concentraciones
en cloroformo. Derecha: Recta Abs (A=280nm) vs Concentracién de arctiina

Los datos de absorbancia a 280 nm vs concentraciéon obtenidos se ajustan a la
rectay = (6116 + 55)x, con un R? = 0,9996. Es un ajuste muy bueno, lo que nos indica
que la ley de Beer-Lambert se cumple en todo el rango de concentraciones estudiado. Esto
a su vez confirma que las moléculas de arctiina no forman agregados en disolucidn, o que
estos se deshacen con el tratamiento de ultrasonidos.

Empleando la ley de Beer-Lambert (Ecuacidn 1) y sustituyendo la pendiente de la
rectay el paso éptico | =1 cm obtenemos un valor de absortividad molar para la arctiina
en cloroformo: e = 6116 cm™-M". No hemos encontrado en la literatura valores publicados
de la € de la arctiina, por lo que no podemos contrastarlo.

4.2. Isotermas de Langmuir: optimizacion de las condiciones

Tras una busqueda bibliografica exhaustiva, no se han encontrado publicaciones
en las que se hayan registrado isotermas de Langmuir para la arctiina. En consecuencia,
no se ha contado con condiciones o isotermas de referencia para este TFG, y ha sido
necesario optimizarlas partiendo de cero.

Los parametros a optimizar son la concentracion de arctiina y el volumen
dispersado. Aunque tedricamente la forma de la isoterma deberia ser independiente de
dichos parametros, en la practica no es asi, pues se pueden formar agregados u otro tipo
de estructuras impredecibles que empeoran la reproducibilidad de las isotermas. Asi, se
realizaron isotermas de arctiina en una variedad de condiciones (aunque todas en la cuba
KN 2003), y se repitieron varias veces. Las isotermas m-A obtenidas se muestran en la

Figura 8.
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Figura 8. Isotermas de Langmuir realizadas en bisqueda de las condiciones dptimas

La isoterma preparada dispersando 1 mL de una disolucién 10* M estd muy
desplazada hacia la izquierda, motivo por el cual se decidié continuar el proceso de
optimizacion con disoluciones mas diluidas.

Con una concentracién mas baja de 5-10°M o 10° M, la presién sube a areas
mayores. Sin embargo, todas las isotermas estan mucho mas comprimidas de lo que es
habitual para compuestos de tamafio similar a la arctiina.®

Por otro lado, se observa reproducibilidad bastante baja. Para las mismas
condiciones, el lift-off se desplaza entre 0,2 y 0,4 nm?2. La forma de la isoterma también
varia, aunque el valor de la pendiente (Ks) es similar en la mayoria de ellas. En algunas se
observan cambios de pendiente, lo que podria indicar transiciones de fase.

La estructura del compuesto estudiado (Figura 1) no se ajusta perfectamente al de
una molécula anfipatica, con seis oxigenos en su parte “hidréfoba”, los cuales son
aceptores de enlaces de hidrégeno, ademas de los grupos hidroxilo de la molécula de
glucosa, que son dadores de hidrégeno. Es decir, no dispone de un grupo fuertemente
polar y una zona extensa de la molécula con caracter totalmente apolar. Esto se suma a
que la gran flexibilidad conformacional de la molécula puede dar lugar a gran diversidad de
interacciones con el aguay entre moléculas de arctiina. Estos dos factores se traducen en
que las monocapas de arctiina se encuentran en fases poco condensadas donde las
moléculas pueden disponerse con distintas orientaciones, por lo que atribuimos la
variabilidad de las isotermas fundamentalmente a estos factores.

Las isotermas a 5-10°M, V=2 mLy 10°M, V=10 mL se entrecruzan entre si, y no
parece haber unadiferencia sistematica entre ellas. A partir de este punto, las condiciones
empleadas para la preparacion de las monocapas fueron 5-10° M, V=2 mL por ser mas
rapido y menos problematico en cuanto a saturacidon de la superficie, al dispersar un
menor volumen de cloroformo.
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4.3. Caracterizacion de la interfase aire-agua

Las isotermas expuestas en el apartado anterior nos proporcionan informacién
sobre las propiedades de la pelicula formada en la interfase aire-agua. Sin embargo, la
correcta caracterizacion de esta pelicula requiere de complementar la informacion
obtenida de la isoterma con otras técnicas.

El estudio del potencial superficial acoplado a una isoterma 1-A nos permite
identificar los cambios de fase de la pelicula durante la compresién, y relacionar dichos
cambios de fase con la orientacion de las moléculas. Esta orientacion se relaciona a suvez
con elmomento dipolar de las moléculas, de acuerdo con el modelo de Helmholtz.?° Dicho
modelo describe la monocapa como un condensador de placas paralelas constituido por
dipolos uniformemente distribuidos, y expresa el potencial superficial como:

AV =gy (5)

Agrgg

donde AV es el potencial superficial, A es el area por molécula, g, es la permitividad del
vacio, &, es la constante dieléctrica relativa, u,, es el momento dipolar por molécula en la
direccién perpendicular a la interfase (medido en Debyes o D) y ¥, es la contribucién en
bicapas ionizadas, en nuestro caso nula por trabajar con una monocapa no ionizada.

Despejando y teniendo en cuenta las distintas contribuciones a p,, /¢, se llega a la
ecuacion:™

Wodgy =t b b

&Er &1 ) &3
donde u, /&, es la contribucién por la reorientacion de las moléculas de agua, y i, /&,y
Us/€3 corresponden a la parte hidrofilica e hidrofébica de las moléculas anfipaticas,

respectivamente.

Los resultados del experimento se exponen en la Figura 9. Puede observarse que el
potencial superficial es coherente con la isoterma. Presenta los mismos cambios de
pendiente, pero un poco antes, como era de esperar.

Entre 1,3 y 0,85 nm? las moléculas de agua orientadas aleatoriamente
proporcionan la principal contribucién a u,, /€., por lo que es cercana a cero. Cerca de 0,8
nm? las moléculas de arctiina comienzan a interactuar entre si, como indica el lift-off de la
isoterma 1-A. Esto provoca que los grupos hidrofilicos de la arctiina y las moléculas de
agua a su alrededor se ordenen, y consecuentemente u,/&, aumente repentinamente
hasta 0,4 D y continle aumentando hasta llegar a 0,5 D en 0,6 nm?2. A continuacion la
pendiente se vuelve negativa, y cerca de los 0,2 nm? se hace mas pronunciada,
coincidiendo con sucesivos cambios de pendiente en la isoterma 1-A. En esta zona la
monocapa estd ya muy cercana al colapso que se produce a 0,1 nm?, y es posible que se
estén dando pequenos colapsos locales.
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Figura 9. Isoterma n-A y potencial superficial normalizado. Se indican las distintas pendientes
correspondientes a fases de la monocapa

Una vez identificados los cambios de pendiente de la isoterma, es necesario
asignar a cadaregion entre ellos un estado de agregacion. Esto podemos hacerlo mediante
el estudio de Ks.

Pese a la baja reproducibilidad entre isotermas, podemos ver en la Figura 8 que la
mayoria de ellas tienen una forma y una pendiente similar, lo cual se aprecia mas
claramente con las representaciones Ks-tt. En la Figura 10 se muestra una de las isotermas
-A junto a su representacién Ks-1t correspondiente.

Antes del lift-off, el sistema se encuentra en fase gas y Ks es 0. Durante el lift-off,
Ks aumenta rapidamente hasta alcanzar un maximo de 25-30 mN-m™", que al ser menor de
50 mN-m™ corresponde a una fase de liquido expandido. Este maximo se alcanza en
nuestro caso a presiones superficiales de 5-10 mN-m™. Asi, las dos fases diferenciadas
detectadas por medio del estudio del potencial superficial (Figura 9) son LE (l) y LE (l1).

Tras alcanzar el maximo, Ks se mantiene constante hasta presiones superficiales
de 15-25 mN-m™, a las cuales se produce una caida brusca. Esta caida se presenta como
un pequeno llano o “kink” en la isoterma Tt-A, y puede corresponder a un colapso local. A
presiones mayores que la de este colapso, Ks se recupera y vuelve a caer poco después.
Por ultimo, Ks sigue disminuyendo poco a poco, pero sin llegar a 0. Este comportamiento
podria indicar pequefios colapsos locales sucesivos, que darian lugar a multicapas poco
ordenadas.
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Figura 10. Izquierda: Isoterma m-A registrada en condiciones 10 mL 10-5 M. Derecha: Representacion
Ks-mt obtenida a partir de los datos de esta mima isoterma

Gracias a la técnica de BAM, es posible visualizar la formacién de la monocapa en
la interfase aire-agua a lo largo del proceso de compresién. En la Figura 11 se muestran las
imagenes de BAM de la pelicula de arctiina a distintas presiones. Comparando laimagen a
0mN-m™ con las demés, se observan claramente los dominios de arctiina de la pelicula en
formacion. No hay diferencias significativas entre las imagenes a distintas presiones, y en
todas ellas observamos que la pelicula es homogénea y no presenta estructuras

tridimensionales.

Figura 11. Imagenes de BAM de la pelicula de Langmuir de arctiina a las presiones superficiales
indicadas. Todas las imagenes tienen unas dimensiones de 3620 pm x 2564 pm

Otros aspectos importantes de una pelicula de Langmuir son su reversibilidad y
estabilidad. Ambas propiedades se estudiaron en la cuba KN 2003.

Para evaluar la reversibilidad, se realizé un experimento de histéresis, consistente
enrealizar unaisoterma en la que se comprimieron las barreras hasta alcanzar una presioén
de 20 mN-m™, y posteriormente se expandieron hasta que la presion volviera a caer

hasta 0. Se repitid el ciclo un total de 4 veces.
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En la Figura 12 Izquierda vemos que el efecto de histéresis es minimo, pues lacurva
de expansion se desplaza no més de 0,04 nm? a la izquierda respecto a la de compresion.
Entre el primer y segundo ciclo de compresion también hay un pequeno desplazamiento,
pero elresto de los ciclos de compresidn se superponen entre si, y lo mismo puede decirse
de todos los ciclos de expansion. Todo esto implica buena reversibilidad de la pelicula.

Para evaluar la estabilidad, se realizé una isoterma en la que, una vez alcanzada,
se mantuvo la presién a 20 mN-m™ durante 18 horas y se monitorizé también la caida del
area por molécula (lo cual se relaciona con la compresién de las barreras necesaria para
mantener la presidon constante).

En la Figura 12 Derecha podemos apreciar una reduccién del 10% del area por
molécula durante la primera hora de experimento, y una posterior reduccion constante y
muy lenta durante las horas restantes, llegando a reducirse hasta el 12% a las 18 h. Estos
resultados son indicativos de una buena estabilidad de la pelicula.
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Figura 12. Izquierda: Isoterma m-A del experimento de histéresis entre 20 y 0 mN-m-1. Derecha: Representacion
de la reduccion de A vs tiempo para el experimento de estabilidad a 20 mN-m-1

4.4. Caracterizacion en sustratos sélidos

La organizacién molecular de la arctiina en peliculas de Langmuir-Blodgett se ha
estudiado mediante diversas técnicas que implican la transferencia previa de la pelicula a
un sustrato sélido.

Para determinar el ratio de transferencia, se realiz6 una transferencia a sustrato de
QCM a 20 mN-m™. Se midi6 la frecuencia de vibracién del sustrato antes y después de la
transferencia, obteniendo una Af = -68 Hz. Teniendo en cuenta las ecuaciones 3y 4, y el
hecho de que el material se transfiere por ambos lados del sustrato, la masa molar de la
arctiina, y el area por molécula de la isoterma en el momento de realizar la transferencia
(0,1509 nm?-molécula™), se obtiene un RT = 1,021. Este RT indica que la monocapa ha sido
transferida de la interfase aire-agua al sustrato de oro manteniendo la misma organizacion
molecular.
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Para explorar en mayor profundidad la orientacion de las moléculas y la
deposicidon, también se realizé una transferencia a 20 mN-m™ sobre sustrato de cuarzo
hidrofilizado para medir la absorbancia en UV-Vis de la pelicula de LB.

Se estudio la hidrofilicidad de la superficie antes y después de la transferencia
mediante la técnica del angulo de contacto. En la Figura 13 lzquierda apreciamos que la
gota de agua se extiende totalmente sobre la superficie de cuarzo, demostrando que la
hidrofilizacion ha sido efectiva. Una vez se ha transferido la monocapa, el resultado del
experimento es distinto, y una vez la gota se estabiliza se obtiene un angulo medio
de 43+ 10,

Figura 13. Angulo de contacto con gota de agua del sustrato de cuarzo hidrofilizado antes
(izquierda) y después (derecha) de la transferencia de una monocapa de arctiina a
20 mN-m-1

Como este angulo es inferior a 90°, se considera que la superficie es hidrofilica,?’
aungue mucho menos que antes de la transferencia. Este angulo nos confirma que la
arctiina se ha transferido al sustrato, probablemente anclandose por medio de la molécula
de glucosay dejando al descubierto los grupos éter de la parte “hidrofoba”, lo que justifica
el cambio de hidrofilicidad observado.

En cuanto al espectro UV-Vis de la pelicula transferida sobre el sustrato de cuarzo,
si bien se distingue un pico cerca de 280 nm, la absorbancia es muy baja y no esta bien
resuelto, por lo que no pueden hacerse interpretaciones cuantitativas.

Para poder estudiar su topologia en la escala nanoscoépica, se transfirieron sobre
sustrato de mica peliculas de arctiinaa 10, 15, 20, 25y 30 mN-m™ y se tomaron imagenes
de dichas peliculas en AFM.

En la Figura 14 vemos que la pelicula a 10 mN-m™ presenta dos tipos de dominios
condiferencias de alturasde entre 0,6 y 1 nm entre ellos. Enlaimagenzoomde 2 pm x 2 ym
podemos apreciar poros en ambos dominios, lo que nos indica que lo que observamos no
es mica en ninguno de los dos, sino material depositado que se ha organizado de forma
distinta. La zona mas baja corresponderia a moléculas de arctiina mas “tumbadas”,
mientras que en la mas elevada las moléculas se habrian dispuesto de forma mas vertical.
Estos dos dominios pueden relacionarse con los estados LE (l) y LE (lI) que detectabamos
en las isotermas en la seccidn anterior.

En la Figura 15 observamos que la pelicula a 15 mN-m™ es muy homogéneay plana.
Pueden apreciarse algunos pequenos poros distribuidos por la pelicula. Las estructuras
apreciadas en las imagenes nos indican que las moléculas de arctiina estan muy
ordenadas en dos tipos de fase LE, con una orientacidn inclinada respecto a la superficie
y ligeramente distinta entre si.
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perfiles marcados con una linea en la imagen. En los perfiles se indica la diferencia de altura entre
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Figura 15. Imagenes de AFM de la pelicula de arctiina transferida a 15 mN-m-1, con sus respectivos
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En la Figura 16 vemos que la pelicula a 20 mN-m™" es también muy homogénea, y
no presenta poros, por lo que no pudo obtenerse una estimacion de su espesor. Se
exploraron varias zonas de la muestra tomando imagenes 10 um x 10 pmy no se apreciaron
diferencias respecto a la imagen expuesta. Aparentemente toda la pelicula esta
organizada en una uUnica fase de LE.
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Figura 16. Imagenes de AFM de la pelicula de arctiina transferida a 20 mN-m-1, con sus respectivos
perfiles marcados con una linea en la imagen
En la Figura 17 podemos observar que la pelicula a 25 mN-m™ es una vez mas
bastante homogéneay no presenta poros, aunque si algunas estructuras tridimensionales
que se identifican como picos de hasta 2 nm de altura. Al igual que con la pelicula a 20
mN-m™, no conocemos su espesor. También pueden identificarse dos dominios LE
distintos, siendo uno muy mayoritario frente al otro.

En la Figura 18 se aprecia una topologia muy distinta a las anteriores para la
pelicula a 30 mN-m™. La superficie es mucho mas rugosa, y hay numerosos pozos con un
agregado en el centro. Estos pozos podrian corresponder a colapsos locales en la
membrana, formando estructuras liquidas ordenadas similares a las balsas lipidicas de
las membranas celulares (lipid rafts).?? La profundidad de estos pozos varia notablemente
a lo largo de la muestra, yendo desde los 2 hasta los 6 nm. Los agregados en el centro de
cada uno de los pozos pueden estar a la altura de la pelicula o por encima de ella.

Las peliculas a presiones entre 10y 25 mN-m™" son muy homogéneasy planas, y los
espesores medidos por medio de los poros son menores a 2 nm; la longitud de la arctiina
en su conformacién extendida. Estas observaciones confirman que dichas peliculas son
monocapas de Langmuir, sin formacién de multicapas o agregados supramoleculares
importantes. Por otro lado, la pelicula a 30 mN-m™ corresponde a una estructura de
multicapas desordenadas resultante de una serie de colapsos locales en la monocapa.
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Figura 17. Imagenes de AFM de la pelicula de arctiina transferida a 25 mN-m-1, con sus respectivos
perfiles marcados con una linea en la imagen
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Figura 18. Imagenes de AFM de la pelicula de arctiina transferida a 30 mN-m-1, con sus respectivos
perfiles marcados con una linea en la imagen. En los perfiles se indica la profundidad de los pozos
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5. Conclusiones

El objetivo cientifico de este TFG era realizar estudios sobre la actividad superficial
de la arctiina. En primer lugar, se ha confirmado que la arctiina presenta actividad
superficial y es capaz de formar monocapas en la interfase aire-agua. Por otro lado, el
estudio de la absorbancia UV-Vis de la arctiina en disolucidon ha descartado la formacion
de agregados que pudieran dificultar la formacion de peliculas.

Se han estudiado las condiciones experimentales para obtener peliculas de
arctiina por medio de la técnica de Langmuir, encontrando que pueden prepararse
monocapas empleando 2 mL de disolucién de arctiina 5-10° M. Las isotermas m-A
obtenidas son poco reproducibles, lo cual es coherente con el hecho de que la “cola” de
la molécula de arctiina no es totalmente apolar y ademas presenta gran flexibilidad
conformacional. También como consecuencia de estos factores, las moléculas de arctiina
se organizan formando monocapas en estado fluidizado G-LE. El caracter de LE de las
peliculas ha sido confirmado por el estudio de Ks, cuyo maximo es de tan sélo 30 mN-m™".

El estudio del potencial superficial ha permitido distinguir entre dos estados de LE
distintos LE (I) y LE (ll), relacionados con una distinta orientacidon de las moléculas de
arctiina respecto a la superficie. Se ha observado la coexistencia de estos dos estados en
las imagenes de AFM de las peliculas a distintas presiones. Las peliculas son
considerablemente ordenadas, pues ni en AFM ni en BAM se han observado agregados
tridimensionales significativos.

Se ha caracterizado en mayor profundidad la pelicula de arctiina a presiéon
superficial de 20 mN-m™. En la interfase aire-agua, se ha encontrado que presenta muy
buena estabilidad e histéresis casi nula. El estudio por QCM dio un RT muy cercano a 1,
indicando que las peliculas pueden transferirse sobre soportes soélidos, manteniendo el
mismo ordenamiento que en la interfase acuosa. Ademas, estas peliculas son bastante
homogéneas en el rango de 15 a 25 mN-m™, lo que es consistente con los valores de Ks
obtenidos. A presiones mas altas se aprecian estructuras compatibles con la formaciéon
de multicapas y agregados. El estudio del angulo de contacto entre la pelicula transferida
y una gota de agua sugiere que las moléculas de arctiina se anclan al sustrato por medio
de la molécula de glucosa, dejando hacia el aire una cola relativamente polar.

En este TFG se ha encontrado que las monocapas de arctiina son
considerablemente estables y homogéneas, lo que abre la puerta a futuros estudios que
impliguen la incorporacién de este compuesto a modelos de membrana celular y la
optimizacién de condiciones para la fabricacion de liposomas. Un siguiente paso en la
investigacion podria ser la preparacién y caracterizacién de peliculas mezcla de arctiina,
fosfolipidos y colesterol.
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