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1 INTRODCUCCION

1.1 GRASAS

En el afio 1823, Michel Eugene Chevreul, tras afos de investigaciones con
sustancias lipidicas, determind que la grasa que consumimos se podia dividir en dos
tipos basicos: sélida, a la que denominé stearine, y liquida, la cual bautizé como elaine
(en francés). Afios después, estas dos sustancias acufiarian el nombre de acido estearico
y acido oleico, respectivamente. Segin Chevreul, las diferencias observadas en las
propiedades de las grasas examinadas eran debidas a las diferentes proporciones de
estas dos sustancias. En sus memorias, también acuiié el nombre de cholesterine para
la sustancia cristalina que purificé a partir de calculos biliares (Chevreul, 1823).

Desde entonces, la comunidad cientifica avanzé extraordinariamente en el
estudio y conocimiento de las grasas, término genérico que hoy en dia se utiliza para
designar a varias clases de lipidos, concretamente acilglicéridos, ésteres en los que uno,
dos o tres acidos grasos se unen a una molécula de glicerina formando monoglicéridos,
diglicéridos o triglicéridos, respectivamente.

En nuestro organismo el consumo de grasas es importante, no solo porque
constituyen la principal reserva de energia del cuerpo humano, sino también por otros
motivos:

eintervienen en la formacidn de productos esenciales como son los fosfolipidos, el
colesterol, las hormonas, prostaciclinas, tromboxanos, leucotrienos y
neurotransmisores.

eAportan los acidos grasos esenciales, no sintetizables por el propio organismo,
pero imprescindibles en cuestiones tan decisivas como la formacion de la membrana
celular, el buen funcionamiento del cerebro o la accion hormonal, entre otras.

eSon necesarias para la circulacidn sanguinea, la absorcion digestiva y el transporte
de las vitaminas liposolubles. Estas vitaminas son fundamentales para diversas
funciones esenciales del organismo.

eContribuyen, con las ingestas adecuadas, al equilibrio y la variedad necesarias (se
recomienda que el 30-35 % de las kilocalorias ingeridas provengan de lipidos).

eConstituyen una proteccion mecanica para diversos drganos vitales (rifiones,

corazon...).



1 INTRODCUCCION

eDesde el punto de vista dietético, mejoran la textura de los alimentos,
aumentando aspectos organolépticos como el sabor, el aroma, el gusto, la suavidad...
haciéndolos mas agradables y placenteros.

Por lo general, los acidos grasos constituyentes de las grasas poseen una
estructura lineal, no ramificada, con un numero par de atomos de carbono,
predominando los saturados en las grasas de origen animal y los insaturados en las de
origen vegetal.

En el primer caso se trata de grasas formadas por triglicéridos (Figura 1.1.A)
sélidos a temperatura ambiente. Entre las grasas saturadas se encuentran el sebo,
tocino, panceta, baicon, y diversas mantecas (cacao, cacahuete, etc).

Glicerol
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Figura 1.1.A.- Triglicérido de una grasa saturada

Las grasas de este tipo formadas por acidos grasos de cadena larga (mas de 10
atomos de carbono), como son los acidos ldurico, miristico y palmitico, se consideran
gue elevan los niveles plasmaticos del colesterol asociado a las lipoproteinas de baja
densidad LDL (conocido popularmente como “colesterol malo”).

Un segundo tipo de grasas son las constituidas en su mayor parte por acidos
grasos insaturados. Estas grasas insaturadas son liquidas a temperatura ambiente y
comunmente se les conoce como aceites (aceite de oliva, de girasol, de soja...). Son
beneficiosas para el cuerpo humano por sus efectos sobre los lipidos plasmaticos (Sacks

& Katan, 2002) (Wardlaw & Snook, 1990) y algunas contienen acidos grasos esenciales,
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qgue el organismo no puede fabricar, siendo la ingesta directa el Unico modo de
conseguirlos.

A su vez, las grasas insaturadas pueden subdividirse en dos grupos:

Grasas monoinsaturadas

Contienen dacidos grasos con un solo doble enlace, como el acido oleico o el
erucico (acido docosanoico). Reducen los niveles plasmaticos de colesterol asociado a
las lipoproteinas LDL (Williams, y otros, 1999) y elevan los de las lipoproteinas HDL
(Ilamadas comunmente “colesterol bueno"), por lo que facilitan la eliminacion de la
acumulacién de placas en las paredes arteriales, que pueden ser la causa de un ataque
cardiaco o accidente vascular. Ademas de las aceitunas, se encuentran en el aguacate y
en algunos frutos secos.

Grasas poliinsaturadas

Formadas por acidos grasos de las familias omega-3 y omega-6, denominados
asi por la posicion que ocupa el primer doble enlace de la molécula, contado a partir del
grupo metilo de su cadena hidrocarbonada. Cada una de estas familias presenta un
precursor a partir del cual se sintetizan los demas acidos grasos que forman parte de las
mismas: el acido alfa-linolénico (ALA) es el precursor de los omega-3 y el linoleico (LA)
de los omega-6. Ambos son dcidos grasos esenciales, necesarios para un correcto
funcionamiento fisioldgico del organismo, pero que no pueden ser sintetizados por el
cuerpo humano. Su ausencia en el organismo esta relacionada con numerosas
enfermedades: cancer, hipertrofia prostatica, ateroesclerosis, disminucién del cociente
intelectual, obesidad, diabetes, reuma, problemas circulatorios, etc. La mayoria de las
grasas insaturadas son de origen vegetal.

Grasas trans.

Por regla general, los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados que se
encuentran en los aceites vegetales poseen configuracidn cis, pero si estos aceites
sufren un proceso industrial de hidrogenacion parcial para transformarlos en grasas
semisolidas o sodlidas, los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados que perduran
tras el proceso de hidrogenacién presentan conformacién trans. Es por ello por lo que

se llaman grasas trans, cuya configuracion es parecida a la de las grasas animales
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(saturadas) (Figura 1.1.B). La industria alimentaria las utiliza para aumentar el tiempo
de caducidad y mejorar el sabor y la textura de los productos en los que intervienen: la
comida rdpida, los alimentos fritos, palomitas de maiz, margarina, bolleria, pasteles,

galletas...

O e dobleenli

cis-insaturado

Saturado trans-insaturado

Figura 1.1.B.- Configuracion estructural de dcidos grasos saturados e insaturados.

Estas grasas son muy perjudiciales para la salud, ya que son altamente
aterogénicas (el organismo no las distingue de las saturadas), contribuyendo a elevar los
niveles de lipoproteinas LDL y de los triglicéridos y disminuyendo peligrosamente los
niveles de HDL. Por esta razoén, la Agencia Alimentaria de Estados Unidos (FDA) anuncié
recientemente que se iria limitando progresivamente el uso de estas grasas en los
alimentos comercializados en Estados Unidos. La razén esgrimida para ello es que éstas
se consideran, segln los términos utilizados por ese organismo, "un peligro para la salud
publica". Por otra parte, en ese mismo comunicado la FDA publicé que entre 2003 y
2012 el uso de grasas trans se redujo un 78% en Estados Unidos. Hasta el momento en
Europa solo en algunos paises como Austria, Dinamarca, Islandia y Suiza disponen de
una normativa que establece que las grasas trans no pueden superar el 2% en los
productos alimentarios. En el resto de Europa, solo estda limitada la cantidad de acidos
grasos trans en leches para lactantes, en cuyo caso la directiva prohibe que se supere el
3% de contenido graso total. En los demds casos, no es obligatorio especificar en la
etiqueta la cantidad de grasas trans que contiene un producto; Unicamente se informa

al consumidor de que contienen grasas hidrogenadas o parcialmente hidrogenadas.



1 INTRODCUCCION

1.2 ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos se encuentran formando parte de los fosfolipidos, glucolipidos
y esfingolipidos de la bicapa de las membranas celulares, confiriéndoles propiedades
diferentes de acuerdo con el 4cido graso predominante, repercutiendo todo ello en el
contenido de los lipidos plasmaticos (HDL, LDL), en la sintesis de prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos, en la accién del endotelio, las enfermedades inflamatorias,
las autoinmunes, e incluso en el cancer. Por otra parte, en los ultimos afios se han
realizado progresos en lo referente al papel de algunos acidos grasos, o de sus derivados
metabdlicos, como moduladores de la expresion de genes (Jump, 1999). Al actuar como
ligandos de receptores nucleares desencadenan una gran variedad de respuestas
celulares: inducen la diferenciacién de adipocitos, modifican la resistencia a la insulina,
regulan la presion vascular, inducen la apoptdsis de células tumorales, modifican el
metabolismo de los carbohidratos, etc. Esta nueva funcién de los acidos grasos los
identifica como importantes reguladores de los genes, con lo cual actualmente se les
relaciona con algo mas que con la mera produccion de energia (Sanhueza & Valenzuela,
2006).

Constan de una cadena alquilica con un grupo carboxilo (-COOH) terminal. La
coexistencia de ambos componentes convierte a los acidos grasos en moléculas
anfipdticas, con una regioén hidréfoba (la cadena hidrocarbonada) y otra polar, hidrdfila
(el extremo carboxilo), que interactta con el agua. Cuanto mds largas sean las cadenas
hidrocarbonadas y menos dobles enlaces tengan, mayor es la posibilidad de formacién
de enlaces de Van der Waals y, en consecuencia, menor es su solubilidad en agua. Por
otra parte, esta solubilidad también depende de que el grupo carboxilo se encuentre
ionizado o no. Puesto que el valor del pK estd comprendido entre 4 y 5, en medios
neutros o alcalinos se encuentran ionizados y son mas solubles en agua.

Cuando se extienden en la interfase aire/agua forman una monocapa (si la
cantidad depositada es suficientemente pequefia) en la que las colas hidrocarbonadas
se encuentran orientadas hacia el aire, y la cabeza polar se ancla en el agua,

estableciéndose puentes de hidrégeno entre el grupo carboxilo y el agua.
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Por lo general las cadenas hidrocarbonadas poseen un nimero par de dtomos de
carbono. La razén de esto es que en el metabolismo, las cadenas de acido graso se
sintetizan y se degradan mediante la adicidn o eliminacién de dos atomos de carbono.
No obstante, hay excepciones, ya que se encuentran acidos grasos de nimero impar de
atomos de carbono en la leche y grasa de los rumiantes, procedentes del metabolismo
bacteriano del rumen, y también en algunos lipidos de vegetales, que no son utilizados
comunmente para la obtencidén de aceites.

Los acidos grasos constituyentes de los mamiferos tienen estructuras
relativamente sencillas, presentando una cadena lineal, pero los de otros organismos
pueden ser muy complejos; por ejemplo, con un anillo de ciclopropano (acido
lactobacilico) o de ciclopenteno (acido chaulmégrico), con un triple y un doble enlace
(acido nemotinico, acido 6,9 octadeceninoico), o con ramificaciones en la cadena: acido
tuberculoestearico (10-metil estearico), cerebronico (2-hidroxi C24:0) o ricinoleico (12-

hidroxi C18:1) (Devlin, 2004).

1.2.1 Nomenclatura
Hay tres formas de denominar los acidos grasos:

1. Comun, impuesta por la tradicion.
2. Sistematica, segun las reglas de la IUPAC.
3. Abreviadas o numéricas:

» sistema “delta” (4)

* sistema “omega” (w)

“w_n

=  sistema “n

1. Nombre comun
Se utilizan nombres no quimicos, sino los relacionados con su origen, es decir,
con las fuentes de donde fueron aislados por primera vez. Algunos ejemplos son los

siguientes:
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Nombre comun Origen
Acido palmitico en el aceite de palma
0

/\/\/\/\/\/\/\AOH

Acido estearico del griego stéar: grasa, sebo

O

/\/\/\/\\/“\/\/‘\./\)LDH

Acido oleico en el aceite de oliva
8]
-
OH
Acido linoleico en el lino
i
- OH
S
Acido a-linolénico en el lino

Tabla 1.2.A.- Ejemplos de nombres comunes de dcidos grasos.
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Otros nombres comunes son: araquidico y araquidénico (cacahuete), butirico
(del latin butyrum, manteca, por su olor a manteca rancia), caprico, caprilico, caproico
(olor a cabras), laurico (laurel), malico (de malum, manzana), citrico (de citrus, limon,
naranja), (margdrico (margarina), miristico (del latin mirystica fragans, nuez moscada),

pelargdnico (aceite de pelargonium), valérico (valeriana).

2. Nomenclatura sistemdtica o quimica (IUPAC)

Los nombres describen las estructuras en detalle en funcidn de las reglas de
nomenclatura de la quimica organica definidas por la IUPAC. Al carbono carboxilico le
corresponde el nimero 1y las demas posiciones se definen en referencia a éste.

Ejemplos:

En la Tabla 1.2.B se indica la nomenclatura sistematica correspondiente a los

mismos acidos que se utilizaron en la denominacién comun, comparando ambas.

Nombre Nombre sistematico Descripcion
comun
Acido Acido hexadecanoico 16 atomos de C, saturado
palmitico
Acido Acido octadecanoico 18 4tomos de C, saturado
estearico
Acido oleico Acido cis-9- 18 atomos de C, con un doble enlace
octadecenoico entre los carbonos 9y 10
Acido linoleico Acido cis,cis-9,12- 18 atomos de C, con un doble enlace
octadecadienoico entre los carbonos 9 y 10 y otro entre los
carbonos 12y 13
Acido a- Acido cis,cis,cis-9,12,15- 18 &tomos de C, con tres dobles enlaces:
linolénico octadecatrienoico entre los carbonos 9y 10, entre 12 y 13,

entre 15y 16
Tabla 1.2.B.- Comparacion entre la nomenclatura comun y la sistemdtica de los dcidos
grasos.
3. Nomenclaturas abreviadas o numéricas
Las nomenclaturas abreviadas o numéricas son las mas utilizadas; se asume que
los dobles enlaces estan en configuracion cis (la mas habitual en los acidos grasos
naturales) y que estdn separados por un grupo metileno, a menos que se indique lo

contrario.
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En el sistema “delta” (A), el primer nimero en la nomenclatura indica la longitud
de la cadena (niumero de atomos de carbono). Seguidamente, detrds de dos puntos, se
sefiala el nUmero de dobles enlaces. A continuacién la letra griega A seguida de uno o
mas numeros indica la posicion de los dobles enlaces, contada desde el grupo carboxilo,
al que se le asigna el niumero 1. Asi, el acido palmitico se designa como 16: 0, en donde
16 es el niumero de atomos de carbono y 0 el numero de dobles enlaces (saturado),
mientras que el acido oleico es 18:1 A® (18 dtomos de carbono con un doble enlace
situado entre el C9 y el C 10, contado desde el grupo carboxilo). Del mismo modo, el
acido a-linolénico, con 18 atomos de carbono y tres dobles enlaces, se denomina 18:3
A>1215 Algunos autores prescinden de la letra A sustituyéndola por un paréntesis con la
posiciéon de los dobles enlaces. Para el acido a-linolénico la nomenclatura es: 18:3
(9,12,15).

El sistema omega (w) es bastante popular hoy en dia (Holman, 1964) para
nombrar a los acidos grasos insaturados y sera el que utilizaremos mas frecuentemente.
Toma como referencia el extremo metilo (CHs -) de la molécula (carbono w, minuscula;
Q mayuscula) e indica la posicién del primer doble enlace contando desde el carbono w,
es decir, el carbono mas alejado del carboxilo, al que se asigna la ultima letra del alfabeto
griego ya que, tradicionalmente, al carbono contiguo al grupo carboxilo se le ha
denominado alfa. De ahi derivan las denominaciones de acidos w-3, w-6 y w-9. Un acido
graso w-3 serd el que tenga su primer doble enlace entre los carbonos 3y 4, y un acido
graso w-6 tendrd el primer doble enlace entre los carbonos 6 y 7, siempre a contar desde
el extremo CHs—.

La nomenclatura omega es muy util cuando se consideran los acidos grasos
desde el punto de vista bioldgico, porque define familias de dcidos grasos (w-3, w-6, w-
9), las cuales agrupan a los que estan sujetos a unos mismos procesos bioquimicos, en
los que la estructura terminal del acido graso no se ve alterada debido a que en los seres
vivos las modificaciones metabdlicas de los acidos grasos se producen a partir del
extremo carboxilo; asi, numerando desde el metilo se mantiene la relacion entre los
acidos grasos que pertenecen a una misma serie metabdlica. En la designacién del

numero total de atomos de carbono y de enlaces insaturados se sigue el mismo
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procedimiento que el del sistema “delta”. Asi, el acido linoleico se nombra como 18:2
w-6, en donde 18 es, como siempre, el nimero de atomos de carbono, 2 son los dobles
enlaces que posee y w-6 sefiala que el primer doble enlace se sitia entre el C6 y el C7,
contados a partir del terminal —CHs de la cadena hidrocarbonada. El segundo doble
enlace estard separado del primero por un grupo metileno, por lo que se situard entre
los carbonos C9y C 10, siempre contados a partir del terminal de la cadena.

La variante “n” consiste simplemente en sustituir el simbolo w por la letra n.

Una comparacién de las distintas nomenclaturas se muestra en la Tabla 1.2.C

(Graciani, 2006).

Nombres
Comun Sistematica (IUPAC) Sistema delta Sistema, Sistema
omega n
Acido Acido 16:0 16:0 16:0
palmitico hexadecanoico
Acido Acido ¢ 18:0 18:0 18:0
estearico octao[ecanomo
AShly . 0. " 18:119 18:1w-9  18:1n-9
oleico C|s-9—oc:[adecen0|co
Acido AGdo
o cis,cis-9,12- 18:2A912 18:2w-6  18:2n-6
linoleico : )
octade,cadlenmco
Acido Acido
e cis,cis,cis-9,12,15- 18:3A912.15 18:3w-3  18:3n-3
a-linolénico . ;
octade’catrlenmco
Acido Acido
todo cis-5,8,11,14- 20:4A5811.14 20:4w-6  20:4n-6
araquidénico . .
eicosatetraenoico
Acido
EPA todo cis-5,8,11,14,17- 20:5A%8111417  20:5w-3  20:5n-3
eicosapentaenoico
Acido
todo cis- -6A47,10,13,16,19 : :
DHA 47.101316,19- 22:6A 22:6w-3  22:6n-3
docosahexaenoico

Tabla 1.2.C.- Comparacion de los distintos sistemas de nomenclatura de los dcidos grasos.
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1.2.2 Acidos grasos omega-3 (n-3): Tipos y Fuentes

1. Tipos

Existen varios tipos de acidos grasos omega-3, siendo los que se muestran en la
Tabla 1.2.C los de mayor relevancia bioldgica. El precursosr de todos ellos es el acido a-
linolénico (a-LA), cuya estructura fue elucidada en 1909 (Erdmann, Bedford, & Raspe,
1909) vy sintetizado cuarenta afios mds tarde (Raphael & Sondheimer, 1950). Los dos
primeros tipos de la serie son de cadena corta y el resto de cadena larga. Se trata de
acidos grasos poliinsaturados que el organismo no es capaz de sintetizar, por lo que
deben ser aportados por la dieta, ya que son esenciales para el normal funcionamiento

del cuerpo humano.

Nombre comun Nomenclatura Nombre quimico
Acido alfa-linolénico (a-LA) 18:3 (n-3) Acido octadeca-9,12,15-trienoico
Acido esteariddnico (SDA) 18:4 (n-3) Acido octadeca-6,9,12,15-tetraenoico
Acido eicosatetraenoico (ETA) 20:4 (n-3) Acido eicosa-8,11,14,17-tetraenoico
Acido eicosapentaenoico (EPA) 20:5 (n-3) Acido eicosa-5,8,11,14,17-pentaenoico

Acido docosapentaenoico (DPA) 22:5 (n-3) Acido docosa-7,10,13,16,19-
pentaenoico
Acido docosahexanoico (DHA) 22:6 (n-3) Acido docosa-4,7,10,13,16,19-

hexaenoico

Tabla 1.2.D- Lista de dcidos grasos omega 3

2. Fuentes

Las fuentes mas ricas en acidos Omega-3 son los pescados azules, peces de aguas
frias, incluyendo el salmén, pez que supuestamente posee el nivel mas bajo de
contaminacién. Ademads de éste, fuentes importantes son la sardina, la caballa, el
arenque, la anchoa y la caballa, cuyos contenidos en omega - 3 son, aproximadamente:
sardina 3,3%; caballa 2,5%; arenque 1,7%; anchoa 1,4%; salmén 1,4% (Nasiff-Hadad, y
otros, 1990).

En el reino vegetal la fuente mas importante se encuentra en las semillas de chia

(Salvia hispdnica), planta herbdcea cultivada en México, Nicaragua y Guatemala, cuya

13
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fraccién grasa posee la concentracion de dcidos Omega 3 mas alta conocida hasta ahora,
con un porcentaje del 58-65% en acido omega 3 a-ALA (499 g/kg) (Ayerza & Coates,
1999) (Peiretti & Gai, 2009). Otra fuente importante es la salvia romana (Salvia sclarea),
cuyo aceite contiene cerca del 50-60% de acido a-LA. A diferencia de otras alternativas
vegetales, los dcidos grasos de ambas plantas son sumamente estables, por contener
estas plantas antioxidantes naturales.

La Sacha Inchi, una variedad de mani de origen amazdnico que se encuentra
principalmente en Perd, contiene un 83% de acidos insaturados, de los cuales el 48%
corresponde a acidos Omega-3. El aceite de perilla, obtenido de las semillas de las
hierbas perennes del género Perilla, normalmente de la Perilla frutescens, contiene un
50-60% de acido omega 3 alfa-linolénico. En regiones de Asia el aceite de perilla se usa
como aceite comestible, aunque es mas valorado por sus propiedades medicinales que
por su sabor.

Otras fuentes de origen vegetal son las semillas de lino, de las cuales se extrae
el aceite de linaza, que contiene un 72% de dacidos poliinsaturados (45-65% de acidos
omega -3 y el resto de omega-6), los cafiamones, semillas del cafiamo (Cannabis), con
un alto valor proteico (hasta un 34%) y de elevado contenido en acidos grasos
esenciales, de tipo omega-3 y omega-6 en una proporcion de 3:1, que son muy utiles en
la prevencion de artritis y reumatismos, entre otro gran numero de afecciones, y
las nueces, que si bien proporcionan una elevada cantidad de calorias (700 Kcal por 100
g), son muy beneficiosas para la salud cardiovascular por su elevado contenido en acidos
omega -3. El acido a-LA estd presente en verduras de hoja y en algunos aceites como el
de colza o el de soja. El aceite de canola (procedente de la colza genéticamente
modificada para reducir el contenido en acido erucico) presenta un reducido contenido

en acidos saturados y un porcentaje elevado en omega-3.
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1.2.3 Acidos grasos omega-6 (n-6): Tipos y Fuentes

1. Tipos
Los acidos grasos omega 6 (w-6) son un tipo de acidos grasos considerados como
esenciales, siendo el 4cido linoleico (LA) el precursor de la serie.

En la Tabla 1.2.D se presentan los de mayor interés bioldgico.

Nombre comun Nomenclatura Nombre quimico
Acido linoleico (LA) 18:2 (n-6) Acido 9,12-octadecadienoico
Acido gamma-linolénico (y-LA) 18:3 (n-6) Acido 6,9,12-octadecatrienoico
Acido eicosadienoico (EA) 20:2 (n-6) Acido 11,14-eicosadienoico
Acido araquiddnico (AA) 20:4 (n-6) Acido 5,8,11,14-eicosatetraenoico
Acido docosadienoico 22:2 (n-6) Acido 13,16-docosadienoico
Acido adrénico 22:4 (n-6) Acido 7,10,13,16-docosatetraenoico
Acido docosapentaenoico (DPA) 22:5 (n-6) Acido 4,7,10,13,16-docosapentaenoico

Tabla 1.2.E.- Lista de dcidos grasos omega 6

2. Fuentes

Ademas de las citadas en el apartado anterior, en cuyo caso se encuentran
combinados con los acidos grasos omega-3, las principales fuentes de los w-6 son las
gue se indican a continuacién.

El acido linoleico (LA), precursor de esta serie de acidos, se encuentra en grandes
proporciones en muchos aceites usados frecuentemente, incluyendo aceites de girasol,
de maiz, de cartamo y de soja. Se trata de aceites vegetales promovidos por la industria
alimentaria para evitar el consumo del colesterol existente en las grasas saturadas
(manteca de cerdo, por ejemplo). Por ello, suelen ser muy abundantes en la dieta
habitual, sobre todo el aceite de girasol y el de soja. También se puede encontrar en
nueces, cacahuetes, semillas de girasol, uva, maiz y sésamo.

El acido y-linolénico se encuentra presente en aceites menos frecuentes, tales
como de borraja (en una proporcién del 18-25%) (Guil-Guerrero, Garcia Maroto, &
Gimenez Gimenez, 2001), verdura utilizada habitualmente en dietas de adelgazamiento

por sus propiedades depurativas y diuréticas. Es fuente de numerosos acidos grasos
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esenciales, que son necesarios para la sintesis de prostaglandinas, precursoras de
hormonas que regulan las diferentes funciones de nuestro cuerpo. Este dcido omega-6
también se encuentra en el aceite de onagra (en una proporcion del 10%), originario de
Ameérica del Norte, utilizado por los indios americanos por sus propiedades medicinales.
Este aceite también es rico en acido linoleico (70%) (Guil-Guerrero, Garcia Maroto, &
Gimenez Gimenez, 2001).

Igualmente son fuentes naturales de acidos grasos omega-6 la manteca de cerdo,
los embutidos y el higado, pero también las carnes rojas, la carne de cerdo, el atun rojo,
layema de huevo y los lacteos grasos como leche entera, queso y mantequilla contienen
cantidades considerables de acido araquiddnico. Las aves de corral, especialmente las
procedentes de animales alimentados de piensos con alto contenido de maiz, soja y
otros granos ricos en este tipo de acidos, son también importantes fuentes de acidos

omega-6.
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1.2.4 Acidos grasos omega-9 (n-9): Tipos y fuentes

1. Tipos

También se conocen como dacidos oleicos, por ser éste el precursor de la serie, y
a diferencia de los omega-3 y omega-6 el cuerpo los produce, pero aun asi la ingesta de
los mismos en los alimentos es beneficiosa. Su nombre proviene del hecho de que el
doble enlace se encuentra situado en la novena posicidon contada desde el extremo

omega. La lista de los mas importantes se muestra en la Tabla 1.2.F.

Nombre comun Nomenclatura Nombre quimico
Acido oleico (OA) 18:1 (n-9) 9-acido octadecenoico
Acido gadoleico 20:1 (n-9) 11-acido eicosenoico
Acido ertcico 22:1 (n-9) 13-acido docosenoico
Acido nervénico 24:1 (n-9) 15-acido tetracosenoico

Tabla 1.2.F.- Lista de dcidos grasos omega 9

2. Fuentes

Los alimentos con mayor contenido en acidos omega 9 son basicamente aquellos
de origen vegetal, ricos en grasas, como el aguacate, y los frutos secos (almendras,
avellanas, pistachos, pifiones, nueces y cachuetes.

El dcido oleico se encuentra en los aceites de oliva, canola, girasol, y nuez en una
proporcién superior al 70%. Estos aceites han surgido como una alternativa mas
saludable y altamente funcional a los aceites de cocina parcialmente hidrogenados, que
a menudo tienen un alto contenido de grasas trans y saturadas no saludables. El aceite
de canola, acrénimo de “Canadian oil low acid”, fue introducido en el mercado en 1978
por cientificos canadienses en sustitucion del aceite de colza, que contiene elevados
niveles de acido erucico, que provoca lesiones de corazén. Con un contenido en oleico
comprendido entre el 40 y el 50% se encuentran el aceite de carcamo, de cachuete, de

almendras y de soja, siendo los de maiz y amaranto los de menor contenido (20-30%).


https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_oleico
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_eicosenoico&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_er%C3%BAcico&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_nerv%C3%B3nico&action=edit&redlink=1
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El dcido gadoleico se encuentra en la mostaza blanca, los pifiones, los pistachos

mostaza, las semillas de amapola, el jengibre, el centeno y, junto con el dcido oleico, en

el aceite de cachuete.

El dcido erucico se encuentra en las semillas de plantas cruciferas, como la

mostaza, la colza, el aceite de mostaza y de canola.

En la Tabla 1.2.G se presentan los alimentos ordenados de mayor a menor

contenido en acidos omega-9. Figura ademas el contenido en acidos omega-6 y omega-

3.

Alimento por 100 g

Aceite de oliva
Avellanas

Aceite de cacahuete
Aceite de palma
Pistachos
Almendras
Margarina de maiz
Aceite de maiz
Anacardos
Cacahuetes

Aceite de soja
Aceite de girasol
Aceite de higado de bacalao
Aguacate

Nueces

Pipas de girasol
Aceite de coco
Queso de bola
Queso de Burgos
Atun en aceite vegetal
Coco rallado seco
Carne de ternera

Acido oleico
Omega-9
(g.)

70
45,8
44,8
37,1
34,8
32,6
32,6
29,4
24,4
21,6
20,8
20,2
18,3
15,1
10,8
10,7

5,8
5,3
3,6
3,6
3,5
2,1

Acido linoleico
Omega-6
(g.)

9,1
8,5
32
10,1
7,9
12,6
31,3
50,4
7,2
12,8
51,5
63,2
2,6
0,7
34
37,4
1,8
0,44
0,43
5,3
1,5
0,35

Acido linolénico
Omega-3
(g.)

0,85
0,11
0
0,3
0
0,26
0,65
0,9
0,15
0,35
7,3
0,1
1,1
1,17
8
0,08

0,25

0,46

0,13
0
0

Tabla 1.2.G.- Alimentos ricos en dcidos grasos omega 9, omega-6 y omega-3.
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1.2.5 Biosintesis de PUFAs a partir de acidos grasos esenciales w-3 y w-6

Los 4acidos grasos esenciales omega-3 (a-LA) y omega-6 (LA) comparten un
metabolismo oxidativo similar asi como el mismo grupo de enzimas implicados en el
mismo. Estos acidos se absorben en el intestino y por medio de la sangre son llevados
hasta el higado donde se metabolizan a través de una serie de reacciones alternas de
elongacién (alargamiento de la cadena hidrocarbonada) y de desaturacién (insaturacion
de la cadena) mediante la accién de las correspondientes enzimas (elongasas y
desaturasas), dando lugar a la formacién de acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga de hasta 24 atomos de carbono y hasta 6 enlaces dobles (llamados PUFAs, poly
unsatured fatty acids). Estas rutas necesitan las enzimas desaturasa A-6D y A-5D, una
elongasa del sistema microsémico y la beta-oxidacién en los peroxisomas (Moore, Hurt,

Yoder, Sprecher, & Spector, 1995) (Sprecher, 2002) (D’Andrea, y otros, 2002).

1.2.5.1 PUFAs de la serie omega-3

En lo que se refiere a la serie w-3, el acido graso esencial a-LA (18:3 n-3),
precursor de la serie, se convierte primero en acido estearidénico (SDA; 18:4 n-3), con
un doble enlace mas que el acido inicial, mediante la accion de la A-6D desaturasa, para
dar lugar posteriormente, tras una elongacion y una desaturacion A-5D al acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) tal como recoge la Figura 1.2.A. De este modo, a
través de este mecanismo se ha pasado del acido graso precursor, con 18 atomos de

carbono y tres dobles enlaces, a otro de 20 atomos de carbono y 5 dobles enlaces.

1.2.5.2 PUFAs de la serie omega-6
Cuando se trata de los acidos grasos omega-6, el proceso es similar. Partiendo

del LA (18:2 n-6), puede convertirse en el dcido eicosadienoico (EA; 20:2 n-6) por accion
de la elongasa correspondiente o dar lugar al 4cido y-linolénico (y-LA; 18:3 n-6) mediante
la actuacién de la A-6D desaturasa. Ambos acidos grasos resultantes daran lugar al acido
dihomo-y-linolénico (Dy-LA; 20:3 n-6) por mediacién de los enzimas A-6D o elongasa,
respectivamente. A su vez, a partir del Dy-LA se sintetiza el acido araquiddnico (AA; 20:4

n-6) con la ayuda de la A-5D desaturasa.
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ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS

w-3/0mega 3 w-6 /Omega 6
a-LA LA
(Acido Alfa-Linolénico) (Acido Linoleico)
18:3n-3 18:2n-6 A_6D
E (Delta-6
A_GD (Elongasa) Desaturasa)
(Delta-6
Desaturasa) L ]
SDA EA y-LA
(Acido Octadecatetranenoica)| (Acido Eicosadienoica) Acido Gamma-Linolénico)
18:4n-3 20:2n-6 18:3n-6
[ | E
(Elongasa) A-6D (Elongasa)
(Delta-6
Desaturasa)
ETA Dy-LA
(Acido Eicosatetraenoico) Dihomo—G(aAn:In(’jl;—linelénico)
20:4n-3 20:3n-6

(Del urasa)
W\ y

(Acido Eicosapentaenocico) (Acido Araquidénico)
20:5n-3 20:4 n-6
E
(Elongasa)
Acido Docosapentaenoico] (Acido Adrénico)
22:5n-3 22:4n-6
E
(Elongasa)
24:5n-3 24:4n-6
A-6D
(Delta-6
Desaturasa)
24:6 n-3 24:5n-6
DHA > < — DPA
(Acido Docosahexaeénico) (Acido Docosapentanoico)
22:6n-3 \ / 22:5n-6

(Beta-Oxidacién)

Figura 1.2.A.- Metabolismo dcidos grasos omega 3 y 6

A partir del EPA y del AA, sucesivas elongaciones y desaturaciones en cada una
de las series dan lugar a la sintesis de un acido graso de 24 atomos de carbono con 6
dobles enlaces en el caso de los omega-3 (24:6 n-3), y con 5 dobles enlaces en los omega-

6 (24:5 n-6). El destino de estos acidos grasos poliinsaturados es el de sufrir una
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retroconversidon a sus homodlogos de 22 dtomos de carbono mediante un proceso de
oxidacion, denominado B-oxidacién, debido a que la supresion de los dos atomos de
carbono tiene lugar en los carbonos beta de la cadena hidrocarbonada. De este modo
se sintetizan los acidos docosahexaenoico (DHA; 22:6 n-3) en la serie de los omega-3 y
el 4cido docosapetanoico (DPA; 22:5 n-6) en la serie de los omega-6. Estos procesos se
llevan a cabo en las peroxisomas, érganulos del citoplasma que contienen oxidasas y
catalasas, que son enzimas que intervienen en el acortamiento de los acidos grasos de
cadena muy larga para su completa oxidacién en las mitocondrias, donde sufrirdn un
proceso catabdlico consistente en la eliminacién de 2 4&tomos de carbono en cada ciclo
de oxidaciéon hasta quedar reducido el dcido graso a una molécula de acetil-CoA que, a
su vez, serd oxidada para la obtencion directa de energia quimica (ATP).

Existen todavia algunas cuestiones sin resolver relacionadas con la complejidad
inherente a los procesos que conllevan a que los precursores de los acidos grasos
omega-3 y omega-6 se conviertan en acidos PUFAs. Se sabe que en los humanos estos
procesos ocurren de forma lenta, pero la ratio de conversion todavia no se conoce de
forma exacta. Por ejemplo, no esta claro qué cantidad de a-LA se convierte en EPA vy
DHA, aunque en el caso particular del DHA se sabe que su ratio de sintesis es bajo.
Debido a esto, junto con la baja proporcion de acidos grasos omega-3 en las dietas
occidentales, y a la importancia de los PUFAs en muchos procesos fisiologicos, se
considera necesario aumentar el nivel de los acidos omega-3 en la dieta, a base de
incremetar el consumo de alimentos ricos en estos compuestos, presentes
fundamentalmente, tal como se ha comentado, en pescados como el salmédn, sardinas,
caballas, arenques, etc. Fue precisamente la alta ingesta de este tipo de pescados en las
poblaciones de Groenlandia, norte de Canada y Alaska, relacionada con su reducida tasa
de mortalidad cardiovascular a pesar de su alto consumo de grasa, superior al 30% de
los requerimientos energéticos, lo que hizo sospechar que los acidos grasos w-3,
particularmente los de cadena larga, podrian tener propiedades protectoras
cardiovasculares (Bang, Dyerberg, & Sinclair, 1980) (Petrova, Dimitrov, Willett, &
Campos, 2011). Estos resultados fueron confirmados en estudios realizados

posteriormente en poblaciones con una alimentacién similar, las cuales evidenciaron,
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ademas de una baja incidencia de enfermedades cardiovasculares, una menor
manifestacion de enfermedades inflamatorias (Egert & Stehle, 2011). Datos similares
obtenidos en la poblacién japonesa que, como es bien sabido, tiene una dieta rica en
pescados de mar que contienen cantidades elevadas de EPA y DHA, demuestran
también una menor incidencia de enfermedades isquémicas cardiacas y
ateroesclerosisn (Kinjo, y otros, 1999). Del mismo modo, estudios epidemioldgicos han
acumulado datos que demuestran que el consumo de acidos grasos w-3 de cadena larga
reduce el riesgo de muerte cardiovascular (Albert, y otros, 1998).

Las dos rutas metabdlicas de los acidos grasos omega-3 y omega-6 que se acaban
de describir son independientes entre si y no se produce reaccidn cruzada alguna. No
obstante, ambas rutas omparten los mismos enzimas, dando lugar a una competencia
de los acidos grasos por ellos. El 4cido graso que predomine en la dieta determinara qué
tipo de PUFA serd el mayoritario en los niveles celulares y plasmaticos. Dado que en las
dietas occidentales existe un notable predominio de consumo de alimentos con elevado
contenido en acido linoleico LA (de la serie omega-6), con respecto a los que contienen
acido linolénico (a-LA), de la serie omega-3, los acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga mayoritarios corresponden a los de la serie omega-6, es decir, existe un
predominio de acido araquiddnico (AA) frente a los PUFAs de la serie omega-3, los
cuales, como veremos, estan implicados en la formacién de eicosanoides, compuestos
con importantes propiedades antiinflamatorias, entre otras. En los ultimos afios el
consumo de omega-6 ha aumentado y disminuido el de omega-3 en paralelo con el
aumento de enfermedades cardiacas. Por esta razon, se intenta buscar una proporcién
“ideal” de acidos grasos omega-6 y omega-3 en la dieta (Simopoulos A. , 2008),
habiéndose establecido en una relacion 2:1 0 4:1. En una tipica dieta norteamericana la
proporcién de acidos grasos omega-6 puede llegar a ser de 11 a 30 veces mayor que la
de omega-3, explicando el aumento en la tasa de trastornos inflamatorios,

enfermedades coronarias, artritis y depresion (Hibbeln, 2006).
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1.2.6 Biosintesis de Eicosanoides

Los eicosanoides son un grupo de moléculas de caracter lipidico originadas por

la oxigenacién de los acidos grasos omega-3 y omega-6 (Figura 1.2.B). Cumplen amplias

funciones como mediadores de la inflamacién y de la respuesta inmune en vertebrados

e invertebrados. Los precursores de los mismos son el AA, el EPA y el Dy-LA, es decir,

acidos grasos poli-insaturados de 20 atomos de carbono (de ahi su nombre genérico).

Los nombres especificos de estos eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y

leucotrienos) derivan del hecho de que son sintetizadas en la prdstata, en las plaquetas

(trombocitos) y en los leucocitos, respectivamente.

w-6

omega 6

Dy-LA
(Acido

Dihomo-Gamma-linolénico)

Series-1

Prostaglandinas
TXA, PGE,
PGF,, PGD,

AA

(Acido Araquidénico)

20:4 n-6

Series-2

Prostaglandinas
TXA, PGE, PGF,,
PGD, PGH, PGL,

Series-4
Leukotrienos

|
Eicosanoides

Series-3

Prostaglandinas
PGE; PGH,
PG, TXA,

Series-5
Leucotrienos,

Figura 1.2.B.- Biosintesis Eicosanoides

1.2.6.1 Eicosanoides de la serie 2

Los eicosanoides mas abundantes son los correspondientes

w-3

omega 3

Acido Eicosapentaenoico)

EPA

20:5n-3

a la serie 2,

procedentes del acido araquiddnico, que es normalmente el acido graso poliinsaturado

mas abundante en la dieta.
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Durante las primeras etapas de un proceso inflamatorio, el AA es liberado desde
los fosfolipidos de las membranas celulares por activacién de la enzima fosfolipasa A;
(FLA;). Posteriormente, un grupo de enzimas conocidas como ciclooxigenasas (COX-1y
COX-2) y lipooxigenasas (LOX) metabolizan al AA generando eicosanoides bioactivos,
entre los que se encuentran las prostaglandinas y tromboxanos de la serie 2 (por
contener 2 dobles enlaces) y leucotrienos de la serie 4 (Calder, Yaqoob, Thies, Wallace,
& Miles, 2002). Para ello, el AA tiene dos vias distintas de accidn: la primera (via ciclica)
(Figura 1.2.C) involucra a las COX (1-2), las cuales convierten el AA en prostaglandina
PGH; (Holinstat, y otros, 2011), la cual, posee una vida muy corta metabolizandose, por
una parte para originar el tromboxano A; (TXA;) y, por otra, en prostaglandinas PGl;
(prostaciclina), PGE;, PGD, y PGF,. De éstas, la prostaglandina E2 es un potente
mediador de la inflamacion, del dolor, de la fiebre y del aumento de la permeabilidad
vascular (Sampath & Ntambi, Polyunsaturated fatty acid regulation of genes of lipid
metabolism, 2005). Es también un mediador importante de la vasodilatacion. Por el

contrario, el tromboxano A; es vasoconstrictor.

XA,
COX-1
. AA N
(Amdo;{;;q;_ﬁonmo) / PG H 2
COX-2 PGI
PGD,
PGF,
PGE>

Figura 1.2.C.- Via ciclica de formacidn de eicosanoides a paratir del AA.
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La segunda via del AA (via lineal) (Figura 1.2.D) involucra a la enzima 5-
lipoxigenasa que da lugar a la formacion del leucotrieno LTA4, el cual se convierte, por
una parte, en leucotrieno B4 (LTB4) gracias a la intervencién de la enzima LTA4 hidrolasa,
y por otra, en LTCs (por accion de la enzima LTCs sintasa) que a su vez origina
posteriormente los leucotrienos D4, Es y Fa. Todos ellos son potentes agentes pro-
inflamatorios que aumentan la permeabilidad vascular, la actividad de las células

inmunes, y estimulan la liberacién de citoquinas inflamatorias (Xi, Cohen, Barve, & Chen,

2001).
LTA 4
hidrolasa LTB 4
LOX-5
(AcidoAéthuidénico} AN LTA 4
20:4 n-6
LTC, — LTD,— LTE,— LTF
ITC 4 4 4 4 4
sintasa

Figura 1.2.D.- Via lineal de formacion de leucotrienos a partir deAA.

En definitiva, los productos del metabolismo del AA (PGE2, TXA; y LTB4) tienen
propiedades pro-inflamatorias, por lo que todos los farmacos que reducen la produccién
de estos compuestos son beneficiosos para reducir la inflamacién y la correspondiente
patologia vascular. Una clase de medicamentos ampliamente utilizados, los
antiinflamatorios no esteroides, tales como iboprufeno, naproxeno, indometacina, etc.,
actudan sobre las enzimas ciclooxigenasas, inhibiendo su accién y, en consecuencia, la

produccién de eicosanoides derivados del AA.

1.2.6.2 Eicosanoides de la serie 3
En los humanos y en animales, las dietas ricas en EPA aumentan la proporcidn de

estos acidos grasos omega-3 en la bicapa de las membranas celulares, particularmente

en los linfocitos, lo cual, ademads de reducir el contenido de AA en la bicapa por un efecto
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de competencia (Su, Huang, Chiu, & Shen, 2003) (Phinney, Odin, Johnson, & Holman,
1990) disminuye la generacién de los productos pro-inflamatorios que acabamos de
describir, derivados del AA (Lapillone, Clark, & Heird, 2004) (Sampath & Ntambi, 2004).
Esto se debe a que el EPA es un buen sustrato de las enzimas ciclooxigenasas y de la
lipooxigenasa-5, por lo que compite con el AA en la generacién de eicosanoides,
inhibiendo la formacién de prostaglandinas PGE,, tromboxanos TXA; y leucotrienos
LTB4, con propiedades pro-inflamatorias (Sampath & Ntambi, 2004) (Wall, Ross,
Fitzgerald, & Stanton, 2010), y produciendo, entre otros eicosanoides, prostaglandina
TXAs (una prostaciclina de la serie 3, con tres dobles enlaces), la cual es un inhibidor de
la agregacion plaguetaria (Calder, y otros, 2009) (Holinstat, y otros, 2011). Los demas
productos de la conversidn del EPA en eicosanoides de la serie 3 (TXAs, prostaglandinas
I3 y E3 y leucotrienos LTBs) (Figura 1.2.B) son significativamente poco potentes en
estimular la inflamacién, la vasoconstriccion y la agregacién plaquetaria, e incluso
pueden antagonizar los efectos tipicamente pro-inflamatorios de los eicosanoides

derivados del AA (Layé, 2010) (Cottin, Sanders, & Hall, 2011) (Tabla 1.2.H).

Via AA EPA
Tromboxano A; Tromboxano As
PLAQUETAS Ciclooxigenasas  Agregacion plaquetaria Biolégicamente
Vasoconstrictor inactivo

. Prostaglandinas
Prostaglandinas g

CELULAS Ciclooxigenasas Serie 2 Serie 3
ENDOTELIALES . . Antiagregacion
Proinflamatorias .

Vasodilatador

Leucotrieno Ba Leucotrieno Bs

Proinfl . Antiinfl .
LEUCOCITOS Lipooxigenasas mlr.’f qm?tfar/o ntlm]" afna’to.r 0
Quimiotdxico No quimiotdxico

Adhesion celular Inhibe adhesion

Tabla 1.2.H.- Efectos metabdlicos de los tromboxanos, prostaglandinas y leucotrienos
derivados del dcido araquidadnico (AA) y del dcido eicosapentaenoico (EPA)
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1.2.6.3 Eicosanoides de la serie 1

Una tercera ruta para la produccién de eicosanoides la constituye aquella que
parte del acido acido dihomo-gamma-linolénico (20:3 n-6) (Dy-LA) como precursor de
eicosanoides de la serie 1 (Figura 1.2.B), los cuales poseen importantes acciones
bioldgicas.

La liberacidon de Dy-LA de las membranas celulares se produce por la accién de la
fosfolipasa A, de igual modo que en el caso del AA. Una vez liberado el Dy-LA, compite
con el AA para unirse a las ciclooxigenasas para dar origen a los eicosanoides de la serie,
cuyas prostaglandinas (PGi) y tromboxanos (TXAi) presentan caracteristicas
estructurales similares a los compuestos de la serie 2, pero propiedades bioldgicas muy
diferentes, puesto que son sustancias anti-inflamatorios que inducen la vasodilatacién
e inhiben la agregacion plaquetaria.

Por otro lado, cuando el Dy-LA es sustrato de la enzima 15-LOX no origina
leucotrienos como el AA, pero si produce acido 15-hidroxieicotrienoico (15-HETE),
potente inhibidor de la enzima 5-LOX, responsable de la conversiéon del AA en
leucotrieno LTB4 que, como se senald antes, es un destacado agente inflamatorio. Por
tanto, el Dy-LA también inhibe la inflamacion a través de la ruta lineal de los
eicosanoides.

El 4cido Dy-LA no suele estar presente en grandes cantidades en nuestra dieta
habitual, pero se puede encontrar en el aceite de onagra y en el de borraja,
comercializados como suplementos alimentario. El problema es que un elevado
consumo de estas fuentes de Dy-LA puede conducir a que este acido pueda tomar la
ruta de formacién de AA, tal como se observa en la Figura 1.2.A y, en consecuencia, la
produccién de prostaglandinas pro-inflamatorias de la serie 2. Para evitarlo, la clave esta
en la relacién entre acidos grasos omega-6 y omega-3 en la dieta: si faltan acidos grasos
omega-3, concretamente acido a-linolénico, el Dy-LA se convertira en las
prostaglandinas "malas" de la serie 2. Si en cambio la dieta es rica en a-LA, el Dy-LA se
convierte en prostaglandinas "buenas" de la serie 1. La causa de esto radica en la enzima
A5-desaturasa. Como se puede apreciar en la Fihgura 1.2.A, esta enzima actua en dos
reacciones bioquimicas a la vez: por un lado, en la conversién de Dy-LA en 4cido

araquidonico (es decir, el camino que queremos evitar), y por otro en la conversién de
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o-LA en otros acidos grasos omega-3. Pues bien, si hay abundante a-LA la A5-desaturasa
estara ocupada en seguir esta segunda ruta, y no le quedara capacidad para metabolizar
el Dy-LA en acido araquiddnico y otros omega-6. Y sin A5-desaturasa libre, el Dy-LA se
convertird directamente en prostaglandinas de la serie 1 mediante la accién de otras
enzimas (ciclo-oxigenasas y lipo-oxigenasas). Por tanto, a la hora de tomar aceite de
onagra o de borraja, es muy importante asegurarse de seguir una dieta rica en a-LA para

asegurar la biosintesis de eicosanoides de la serie 1.
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1.2.7 Inflamacion: Eicosanoides como mediadores quimicos

La inflamacion es un mecanismo de defensa natural frente a agresiones externas
por el cual factores protectores como los anticuerpos y las células fagociticas, que se
encuentran localizados normalmente en la sangre, pueden penetrar en el tejido y tener
acceso a los sitios de invasiéon de elementos extrafios. Se trata de una respuesta
inespecifica del organismo que se inicia a través de mediadores quimicos de la
inflamacién, entre los que se encuentran las prostaglandinas, tromboxanos y
leucotrienos (Matheus, 1988) (Abbas, 1999), a los que algunos autores consideran como
hormonas locales (llyina, 1995) debido a que no existen depdsitos de ellos en las células,
sino que se sintetizan y liberan localmente segln la demanda. Ademas, se metabolizan
con rapidez por lo que son detectables solo por periodos cortos (Margni, 1989).

No todos los tejidos pueden sintetizar los eicosanoides mediadores de la
inflamacién puesto que depende de la bateria enzimatica que exista en cada uno de
ellos; por ejemplo, las plaquetas sélo cuentan con la tromboxano sintetasa, produciendo
una importante cantidad de tromboxano A, pero carecen de enzimas para sintetizar
prostaglandinas, por lo que las plaguetas son elementos formes de la sangre con
capacidad exclusiva de ser agregantes. A2.

Las células del endotelio vascular son ricas en la enzima prostaciclina sintetasa
formando PGI2. Las PGE2, PGF2 Y PGD2 se encuentran difundidas en casi todas las
células del cuerpo, con la excepcidn de los glébulos rojos y los linfocitos. Las células del
musculo cardiaco producen PGI2, PGE2 y PGF2 en cantidades mas 6 menos iguales
(Voet, 1992). Por otra parte, las células del encéfalo sintetizan PGD2, las endoteliales del
higado PGI2 y las endocrinas producen prostaglandinas PGE1 y PGE2.

Los leucocitos forman leucotrienos. Por ejemplo, los neutréfilos y los eosinéfilos
producen LTB4 y los baséfilos LTC4, LTD4 y LTE4, los cuales son también sintetizados por
los mastocitos en los pulmones, desempefiando un papel importante como agentes
broncoconstrictores (Margni, 1989) (Abbas, 1999).

Los signos de la inflamacidn aguda, conocidos desde hace tiempo, son el rubor
(enrojecimiento), el tumor, el calor y el dolor. Los eicosanoides estan involucrados en

todos ellos, como veremos a continuacion).
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® Enrojecimiento.- Tras la agresidon externa (la picadura de un insecto, por
ejemplo) se inicia la respuesta clasica de la inflamacién. Ciertos vasoconstrictores de
corta duracidn, como el TXA2 se liberan rapidamente después de la lesidon haciendo que,
inicialmente, el lugar de la agresién pueda tornarse momentaneamente palido. Luego,
la liberacion de vasodilatadores como PGE1, PGI2, PGE2, y PGD2 provoca que los vasos
sanguineos se dilaten y la lesién se enrojezca (rubor).

® Inflamacion.- Al inicio de la inflamacion aguda las células del tejido dafiado son
las productoras de eicosanoides, ya que los fagocitos PMN no son productores eficientes
de prostaglandinas (Bohinski, 1991) (Abbas, 1999). Los exudados que se producen en los
momentos iniciales del proceso inflamatorio son ricos en leucocitos formadores de
leucotrienos LTB4, los cuales, junto con las prostagladinas de la serie 2, provocan un
aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos y, consecuentemente, una salida
del plasma hacia los tejidos conjuntivos, hinchandolos, con formacién local de edema
(Stites & Stobo, 1966). El proceso también libera citoquinas proinflamatorias.

® Dolor.- El dolor se debe a la presién ejercida en las terminales nerviosas por la
acumulacién de liquido extravascular y a la liberacidon de mediadores quimicos, como las
citoquinas, que incrementan la actividad de COX-2. Ello eleva los niveles de PGE2 e |2,
causantes del dolor, siendo PGI; la mas efectiva debido a su capacidad de elevar los
niveles intracelulares de AMP ciclico (Margni, 1989) (Stites & Stobo, 1966), haciendo
mas sensibles a los nervios del dolor. Los leucotrienos (LTBs) también se tornan en un
sistema de amplificacién del mecanismo del dolor en el proceso inflamatorio (Matheus,
1988) (Diaz Arglielles, 2001).

e Calor (Fiebre).- La PGE; es un potente agente pirético. Interacciona con las
citoquinas para producir la fiebre que se observa en las respuestas inflamatorias
sistémicas que aparecen en las infecciones. La suplementacion dietaria con EPA y DHA
es capaz de reducir la produccidn de estas citoquinas que se liberan cuando los
macrofagos y monocitos son activados (Camuesco, y otros, 2006). Si bien estas
citoquinas son potentes activadores de la funcién inmune, el exceso de actividad de
estas sustancias contribuye a la inflamacion patoldgica, situacion observada en la

inflamacidn intestinal crénica (Nieto, Torres, Rios, & Gil, 2002), en la artritis reumatoidea


https://es.wikipedia.org/wiki/Eritema
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Picadura_de_insecto&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Vaso_sangu%C3%ADneo
https://es.wikipedia.org/wiki/Vaso_sangu%C3%ADneo
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(Hurst, Zainal, Caterson, Hughes, & Harwood, 2010), entre otras patologias
inflamatorias.

Por otra parte, la aspirina es un inhibidor de la prostaglandina PGE: e inhibe la
sintesis de otras PG inflamatorias. Junto con los anti-inflamatorios no esteroides
(paracetamol, butiprofeno, ibuprofeno) bloquean la accién del COXy detienen la sintesis
de eicosanoides de la serie 2, limitando asi la fiebre o el calor de la inflamacion
localizada.

Estas prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos que intervienen como
mediadores quimicos de la inflamacién son considerados por algunos autores como
hormonas locales (Margni, 1989) (llyina, 1995) debido a que no existen depdsitos de
ellos en las células, sino que se sintetizan y liberan localmente segin la demanda y se
metabolizan con rapidez por lo que son detectables solo por periodos cortos. De
acuerdo don lo expuesto, actian como mediadores en todos los procesos de la

inflamacién aguda (Margni, 1989).
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1.3 COLESTEROL

1.3.1 Generalidades
Fue aislado por primera vez a finales del s. XVIII por Couvreur a partir de calculos

biliares y, en principio, se denomind colesterina, como se sefald al inicio de este
capitulo. La férmula empirica (C27H460) no se llegd a conocer hasta el afio 1888, cuando
F. Reinitzer la descifro (Reinitzer, 1888). Al descubrirse la presencia de un grupo hidroxilo
pasé a llamarse colesterol. Los trabajos sobre el colesterol continuaron debido a los
estudios sobre su estructura llevados a cabo por Heinrich Wieland que fueron
galardonados con el Premio Nobel en Quimica en 1927. Sin embargo, la estructura
presentada en 1928 no era del todo correcta y fue en 1932 cuando Wieland y Schonberg
dieron con la verdadera (Wieland & Schonberg, 1932).

El colesterol es esencial para la fabricacién y constitucion de las membranas
celulares, regulando sus propiedades fisicoquimicas, en particular su fluidez. M3as del
90% del colesterol del organismo se localiza en las membranas, mientras que sélo un 7%
circula por el plasma. Es precursor de:

1. sales biliares, esenciales en la absorcion de algunos nutrientes lipidicos y
via principal para la excrecién del colesterol.

2. vitamina D, necesaria para el metabolismo del calcio en los huesos

3. hormonas sexuales como progesterona, estrégenos y testosterona.

4. hormonas corticoesteroideas: cortisol y aldosterona.

Ademas, el colesterol es un importante protector cutaneo debido a que, junto
con otras sustancias lipoides que también se depositan en grandes cantidades en la piel,
impide la absorcién de sustancias hidrosolubles a través de la piel, ya que es inerte
frente a los acidos y solventes, los cuales, de lo contrario, podrian penetrar facilmente
en el organismo. Ademas, estos lipidos también evitan la evaporacién masiva de agua
por la piel.

La carencia de colesterol puede producir graves alteraciones, principalmente en

el desarrollo del sistema nervioso central (SNC), que en muchas ocasiones son letales.
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Por ultimo, el colesterol es necesario para la sintesis y secrecidn de lipoproteinas,
las cuales son necesarias para su transporte y el de triglicéridos en la sangre, puesto que
ambas sustancias son insolubles en agua.

En la Figura 1.3.A se presenta la formula estructural del colesterol.

Tiy
1 s
i-’

Figura 1.3.A.- Formula estructural del colesterol

Consta de un nucleo de ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano formado
por cuatro anillos, denominados A, B, Cy D, que presentan varias sustituciones:

1. Dos radicales metilo en las posiciones C-10 y C-13.

2. Una cadena alifatica ramificada de 8 carbonos en la posicion C-17.

3. Un grupo hidroxilo en la posicion C-3.

4. Un doble enlace entre los carbonos C-5 y C-6.

Los cuatro anillos del esterano y la cadena hidrocarbonada sustituyente del anillo
D del colesterol constituyen una estructura compacta, rigida e hidréfoba aunque la
molécula es anfifilica porque tiene una pequena parte polar constituida por el grupo
hidroxilo del carbono 3 y una cola o porcion apolar formada por el carbociclo de nucleos
condensados y los sustituyentes alifaticos. Asi, el colesterol, al igual que otros lipidos, es

insoluble en agua y bastante soluble en disolventes apolares como el cloroformo.
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1.3.2 Metabolismo

1.3.2.1 Biosintesis del colesterol

El colesterol existente en nuestro organismo proviene de dos fuentes principales:

1.- La alimentacidn (colesterol exdgeno) que es la responsable de un tercio de
los aportes diarios (0,3 g/dia, aproximadamente). Entre los alimentos mas ricos en
colesterol encontramos sobre todo:
® |os de origen animal como la carne roja, el pato, las visceras, la charcuteria
(embutidos, foie gras) y el marisco.

® |a manteca de cerdo y algunos aceites con alto contenido en acidos grasos
saturados y sus derivados: la bolleria industrial, la reposteria, patatas fritas
y los snacks en general.

® |a leche y lacteos enteros, la nata y los quesos grasos.

® |os alimentos elaborados que contengan aceites en sus ingredientes como

mayonesas, empanadillas y productos rebozados.

2.- La fabricacion o sintesis (colesterol endégeno) por parte de las células, que
corresponde a la mayor parte de los aportes diarios (1 g/dia, aproximadamente). La
fabricacidon del colesterol tiene lugar en el reticulo endoplasmatico liso de practicamente
todas las células de los animales vertebrados. Aunque el higado es el lugar principal, se
sabe que otros muchos tejidos también lo sintetizan, por ejemplo: intestino, piel, pared
arterial y otros. Esta regulada en parte por el aporte de colesterol exdgeno, ya que
niveles dietéticos altos de colesterol o la presencia de precursores del mismo, dan lugar
a una disminucién de su sintesis hepatica. Por el contrario, los factores que causan
disminucion en los niveles de colesterol sirven para estimulo de su biosintesis. En
consecuencia, el organismo se autorregula para conseguir un nivel éptimo de colesterol
en el mismo. No obstante, una ingesta exagerada de colesterol exdgeno o una anomalia
en la produccién de colesterol enddgeno, causando un incremento de su produccion,
puede provocar el deterioro del mecanismo de autorregulacion, incrementandose los

niveles de colesterol en sangre.
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La sintesis de colesterol en el hepatocito se produce a partir de la enzima acetil-
CoA (que como vimos es el producto de la oxidacion de las grasas) mediante una cadena
de reacciones de condensacion, reduccion e hidroxilacion (Brown & Goldstein, 1978),
siendo la conversion de la B-hidroxi-B-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) a
mevalonato, catalizada por la correspondiente enzima reductasa, la reaccién limitante
de la sintesis (Figura 1.3.B). En el higado e intestino se han detectado las mayores
cantidades de este enzima, de forma que de 2/3 a 3/4 partes del colesterol total del
organismo se sintetiza en estos érganos (Kenelly & Rodwell, 1985) (Gill, 1985). De un
modo resumido se pueden agrupar las reacciones quimicas de la sintesis de la siguiente
manera (Lehninger, 2009):
= Tres moléculas de acetil-CoOA se combinan entre si formando
mevalonato, el cual es fosforilado a 3-fosfomevalonato 5-pirofosfato.
= El 3-fosfomevalonato 5-pirofosfato es descarboxilado y desfosforilado
a pirofosfato de isopentenilo.
= El ensamblaje sucesivo de seis moléculas de pirofosfato de
isopentenilo origina el escualeno, via pirofosfato de geranilo y pirofosfato de
farnesilo.
= Laciclacién del escualeno da lanosterol.
= E| lanosterol se convierte en colesterol después de numerosas
reacciones sucesivas, enzimaticamente catalizadas, que implican la eliminacién
de tres grupos metilo (—CHs), el desplazamiento de un doble enlace y la

reduccion del doble enlace de |la cadena lateral.
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Figura 1.3.B.- Reacciones quimicas en la biosintesis del colesterol
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1.3.2.2 Rutas metabdlicas

En los organismos sanos el colesterol sintetizado en el higado en virtud de su
biosintesis, junto con el reabsorbido en el tracto digestivo a partir de los alimentos, esta
en equilibrio con el excretado en las heces y con el utilizado en el metabolismo (sintesis
de sales biliares, hormonas, vitamina D, formacion de membranas, etc). La resultante de
este equlibrio constituye el pool metabdlico del colesterol en virtud del cual se logra
mantener constante su nivel en el organismo. De lo contrario hay que recordar que la
acumulacién de este lipido en las arterias esta asociada con enfermedades
cardiovasculares y apoplejia (suspension subita de la accién cerebral debida a derrames
sanguineos en el encéfalo o en las meninges).

En la Figura 1.3.C se esquematizan las relaciones entre los tejidos periféricos, el

higado y el intestino en el mantenimiento de la homeostasis del colesterol (Ros, 2006).

Tejidos
periféricos

fl.-DL

Higado Intestino

LDL <@ V| DL Colesterol de la dieta
(300 mg/dia)

Colesterol P =STE
Acetil-CoA \ \
v“‘:“ l J
Colesterol sintetizado Esteroles fecales

(800 mg/dia) (1.100 mg/dia)

Figura 1.3.C.- Homeostasis del colesterol en el organismo. HDL: proteinas de alta densidad;
rLDL: receptor para las lipoproteinas de baja densidad (LDL); QM: quilomicrones; VLDL:
lipoproteinas de muy baja densidad
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Ruta intestino-higado.

Entre un 95%-98% del colesterol que ingerimos esta esterificado con acidos
grasos. Los ésteres del colesterol no sufren ninguna modificacion en la digestién bucal y
gastrica. Es en el intestino delgado en donde la enzima colesterol estereasa hidroliza
practicamente el 100% de los ésteres con la ayuda de las sales biliares, que actian como
activadores de la enzima (Huff, 2003). El colesterol libre difunde en forma de micelas
con los acidos biliares a través de la membrana de las células de la mucosa intestinal y
una vez dentro de éstas, en el endotelio intestinal, es de nuevo esterificado en una
proporcion del 40% con ayuda de la enzima acilCoA-colesterol-acil-tranferasa (ACAT)
(Chen, 2001), elimindndose el resto por las heces. (Es necesario destacar que el
colesterol, a diferencia de otras moléculas, no se metaboliza hasta originar C02 y H,0, de
modo que la Unica via de eliminacion es la intestinal).

El colesterol re-esterificado pasa a la sangre para ser conducido hacia los 6rganos
y sistemas del organismo donde se le requiera. Pero como es un compuesto que no se
disuelve en agua ni en disoluciones acuosas como el plasma sanguineo, necesita unirse
a sustancias solubles como las proteinas formando parte de unas particulas sintetizadas
en el intestino llamadas quilomicrones (QM), que contienen los ésteres de colesterol,
proteinas, y triglicéridos procedentes de la dieta. Se trata de una clase de lipoproteinas
muy poco densas porque contienen mucha grasa, aunque son las de mayor tamafio

(Figura 1.3.D).
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Figura 1.3.D.- Quilomicron y lipoproteinas
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Los quilomicrones llegan a la circulacién sanguinea por via linfatica y mientras
circulan van descargando sus triglicéridos en los musculos (a los que aportan energia) y
en los tejidos adiposos (donde se almacenan como reserva) (Miyazaki, Sakai, Sakamoto,
& Horiuchi, 2003). A medida que se van descargando de grasa disminuyen de tamafio,
de modo que llegan menguados al higado, pero enriquecidos en ésteres de colesterol.
En las células del higado estos residuos son captados por moléculas receptoras que los
reconocen y los introducen en el hepatocito para que éste haga uso de ellos segun sus
requerimientos. De esta manera, el colesterol de la alimentacion es incorporado a las
células hepaticas. Parte del colesterol que las células no utilizan es excretado en forma
de acidos biliares o de colesterol libre, el cual puede ser reabsorbido por el intestino,
reinicidndose asi el ciclo (Figura 1.3.C, parte derecha). En cada vuelta de este ciclo el
organismo pierde algo de colesterol por las heces.

Ruta tejidos-higado.

Ademas del colesterol intestinal que llega al higado a través de los QM, también
llega el colesterol sintetizado en los tejidos periféricos, transportado por las
lipoproteinas de alta densidad (HDL, high density lipoproteins). Estas, al igual que las
demas lipoproteinas, son particulas esféricas que estan constituidas por dos porciones
(Figura 1.3.E): un nucleo interno (que contiene ésteres de colesterol y triglicéridos) y
una capa externa formada por fosfolipidos, colesterol libre y apoproteinas (el término

“apo” se refiere a la proteina en su forma libre) (Packard, 1982).

Fosfolipido

s
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Triglicéridos

Colesterol libre

Figura 1.3.E.- Representacion esquemdtica de una lipoproteina.
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Las lipoproteinas del tipo HDL, originalmente pequeiias, se vuelven como globos
al retirar el colesterol de las células, y asi llegan al higado donde hay un receptor
especifico para la fraccion proteica (apoA) del HDL, convirtiéndose el colesterol en
acidos y sales biliares que se excretan con la bilis (parte izquierda de la Figura 1.3.C). Se
ha demostrado que niveles altos de HDL se relacionan con la disminucion de la incidencia
de infarto cardiaco; por eso al colesterol transportado por estas lipoproteinas HDL se le
reconoce popularmente como colesterol bueno. El tabaquismo, la obesidad, la vida
sedentaria, y los andrégenos disminuyen su concentracion en el suero

Ruta higado-tejidos

Cuando la dieta contiene mdas acidos grasos de los que son necesarios, éstos se
convierten en triglicéridos en el higado y se empaquetan con las apolipoproteinas
especificas y el colesterol formando lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, “very
low-density lipoproteins”). El exceso de glicidos en la dieta también se puede convertir
en triglicéridos en el higado, exportdndose en forma de VLDL. Estas lipoproteinas
circulan durante varios dias en la sangre desde el higado hacia los tejidos muscular y
adiposo, donde, al igual que los quilomicrones, descargan parte de sus triglicéridos y
proteinas, con participacién de la enzima lipoprotein-lipasa, cargandose en colesterol y
transformdndose sucesivamente en lipoproteinas IDL y LDL; es decir, a medida que van
perdiendo estos componentes su densidad va aumentando desde muy baja (VDL),
pasando por una intermedia (IDL) y, finalmente, baja (LDL).

Las lipoproteinas LDL, que contienen una carga muy alta de colesterol, son las
encargadas de transportar la mayor parte de éste en la sangre, casi las tres cuartas
partes (Packard, 1982). Las LDL son captadas por cualquier érgano del organismo
(incluyendo el higado) mediante un mecanismo de endocitosis gracias a receptores
especificos (rLDL) que se encuentran en la membrana celular (Figura 1.3.C). El 60-80%
de estos receptores se encuentra en el higado, dependiendo su nimero de la cantidad
de colesterol intracelular. Esta via estad autorregulada, de forma que cuando la célula
hepatica tiene cubiertas sus necesidades de colesterol se suprime la sintesis de
receptores de LDL. Por el contrario, ante una demanda de colesterol, la sintesis de

receptores especificos para LDL se ve aumentada (Brown & Goldstein, 1978) (Gill, 1985).
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De este modo el higado actiia como una computadora: procesa los datos del colesterol
recibido procedentes del intestino y de los tejidos periféricos y regula la cantidad de
colesterol que debe producir a partir de su propia sintesis con el fin de conseguir un
estado de equilibrio entre el colesterol recibido y el consumido en la fabricaciéon de
acidos biliares, en su excrecion (McNamara, y otros, 1987) (Jones, y otros, 1996), en la
fabricacion de membranas celulares, formacién de lipoproteinas VLDL, sintesis de

hormonas, vitaminas, etc. (Hopkins, 1992).
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1.3.3 Aterosclerosis

Cuando hay un exceso de colesterol en nuestro organismo (por ejemplo, debido
a alguna enfermedad genética que da lugar a un incremento de la biosintesis de
colesterol en el higado), no todo el colesterol transportado por las lipoproteinas LDL
puede ser captado por los tejidos extrahepdticos, acumulandose en la sangre vy
contribuyendo a la formacidn en el interior de las paredes de los vasos sanguineos de
placas ateroesclerédticas (Stary, y otros, 1995) (Figura 1.3.F) constituidas, ademas de
colesterol, por depdsitos de lipidos, tejido fibroso, plaquetas, células inflamatorias y
calcio, que aumentan el grosor de la pared de la arteria, perdiendo ésta su flexibilidad,
y provocando ictus e infartos cardiacos al impedir la circulacion sanguinea.

Las lesiones caracteristicas de la aterosclerosis (ateromas) se inician con el
aumentode la permeabilidad de la pared de la arteria a las LDL provocado por agresores
como tabaco, hipertensién arterial, diabetes, dcidos grasos saturados o determinadas
infecciones. Las lipoproteinas LDL se adhieren a la capa intima de las arterias
acompafiadas de monocitos (gldbulos blancos), inflamandose la capa por la conversiéon
de los monocitos en macroéfagos. Si no hay muchas lipoproteinas LDL, los macrdéfagos las

captan vy las digieren, moderandose la reaccién inflamatoria.

° Arteria normal

- Pared arterial
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Figura 1.3.F.- Arteria normal y arteria con depdsito de placa.
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Sin embargo, si hay muchas lipoproteinas LDL en la sangre, las células de la pared
arterial interpretan el depdsito de colesterol en la misma como una invasion. Ante este
hecho excitan al sistema inmune contra la inflamacién enviando glébulos blancos que
penetran en el interior de la pared de la arteria, transformandose en macroéfagos que
fagocitan las particulas de LDL, convirtiéndose en células espumosas. Estas acaban por
estallar y formar una masa de macréfagos muertos, colesterol, triglicéridos y restos de
lipoproteinas LDL, de color amarillento, que unido a la inflamacidn local de la intima,
reduce mucho la luz de la arteria, lo que técnicamente se conoce como estenosis. Esto,
sumado a la aparicién de colageno en el punto de lesidn, que atrapa la masa formada,

es lo que acaba formando la placa de ateroma.

En la formacion de la placa existen varios factores que explican por qué el exceso
de colesterol en las lipoproteinas LDL se acumula en la sangre sin ser captado por los
tejidos extrahepaticos. Tales factores son:

1) Falta de receptores para transportar el colesterol debido a que las
lipoproteinas LDL no lo reconocen, acumuldandose por este motivo en las placas
(pacientes Receptor LDL negativo).

2) Existencia de receptores pero con una mutacion en un aminodcido que
impide la unién con las LDL.

3) Existencia de sintesis de receptores sin que se trasladen a la membrana.

Los factores de riesgo que inicialmente provocan desgarros en la luz de las
arterias para originar mas tarde las placas de ateroma son universalmente reconocidos
como los siguientes (Grundyk, Pasternak, Greenland, Smith, & Fuster, 1999):

e Tabaco (Jacobs, y otros, 1999)

e Niveles elevados de colesterol y triglicéridos (Stamler, Wentworth, & Neaton, 1986)
e Hipertensién arterial (Stamler, Stamler, & Neaton, 1993)

® Obesidad

® Sedentarismo

® Dieta con alto porcentaje de grasas saturadas y grasas trans

e Antecedentes familiares préximos con aterosclerosis
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1 INTRODCUCCION

Aunque habitualmente se afirma que la existencia sostenida de niveles elevados
de colesterol LDL (popularmente conocido como colesterol malo) por encima de los
valores recomendados incrementa el riesgo de sufrir episodios cardiovasculares, de
acuerdo con el estudio iniciado en 1948 en la localidad de Framingham (USA) por un
conjunto de investigadores sobre 5.209 hombres y mujeres, no se conoce con suficiente
seguridad el mecanismo por el cual la reduccién del colesterol LDL puede prevenir
enfermedades cardiovasculares. Actualmente se sabe que no todas las particulas LDL
son del mismo tamafio, sino que existen LDL grandes (de tipo A), que no presentan
sensibilidad especial a desarrollar ateromas y LDL pequeias (de tipo B), que son
especialmente sensibles. Se argumenta que las LDL pequefias pueden atravesar
facilmente los poros de las membranas de las células para llegar a la intima de las
arterias donde ocurre la oxidacion de la LDL-colesterol por los radicales libres, cuestiéon
involucrada en el desarrollo de la placa de ateroma. El hecho de que se reconozca la
existencia de individuos poco sensibles al desarrollo de ateromas y otros hipersensibles,
justifica la importancia de la genética en la evolucion de la aterosclerosis.

Normalmente no hay sintomas de la enfermedad hasta que una o mas arterias
estdn tan obstruidas con placa ateroesclerdtica que reduce drasticamente el flujo de
sangre. Esta reduccién en el flujo de sangre y oxigeno a algunas partes del cuerpo (como
el corazon), se denomina isquemia y puede ocasionar dolor o molestias. Algunas
personas no tienen sintomas hasta que se forma un coagulo de sangre que obstruye por
completo una arteria ya estrechada, y causa un ataque cardiaco o derrame cerebral.

Los sintomas de la enfermedad dependen de cudles son las arterias que se
encuentran gravemente obstruidas y qué parte del cuerpo resulta afectada por la
reduccion en el flujo de sangre:

o Si resultan afectadas las arterias que transportan sangre al musculo del
corazon, se trata de una enfermedad de las arterias coronarias (EAC). Puede existir un
dolor en el pecho llamado angina de pecho, que se presenta cuando se esfuerza

demasiado y desaparece cuando descansa. También podria existir un ataque cardiaco.
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o Siresultan afectadas las arterias que transportan sangre al cerebro, se trata
de una enfermedad cerebrovascular. Podra tener lugar un ataque isquémico (AIT) o un
derrame cerebral.

o Siresultan afectadas las arterias que transportan sangre a las piernas, se trata
de una enfermedad arterial periférica (EAP). Al caminar se puede sentir un dolor
denominado claudicacion intermitente en los musculos de la pantorrilla o muslo. Este

dolor desaparece cuando se detiene y descansa.
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1.4 MONOCAPAS DE LANGMUIR

Una monocapa es, segun Langmuir, una extension de moléculas de naturaleza

anfifilica en la interfase aire/agua, de grosor unimolecular.

En las ultimas décadas, se le ha prestado mucha atencidn a las monocapas de
Langmuir debido a su potencial uso en una variedad de aplicaciones industriales, asi
como a la diferente percepcién que ofrecen de varios problemas bioldgicos. No
obstante, tienen un interés fisico intrinseco como modelo de sistemas bidimensional

(Knobler, 1990; McConnell H. M., 1991).

e Aplicaciones bioldgicas:

El mayor interés biolégico de las monocapas es debido a su similitud con las
bicapas lipidicas que constituyen las membranas celulares (J. P. Slotte, 1993; R. Grimard,
1993; S. W. Hui, 1993). Una membrana celular esta constituida por una bicapa lipidica
con proteinas incrustadas y forma una vesicula cerrada con agua en el interior y el
exterior. La bicapa puede verse como dos monocapas interaccionando de forma débil.
Los estudios han mostrado que estas bicapas lipidicas experimentan muchas de las fases

de transicién que se observan en las monocapas de Langmuir.

A parte de su uso como modelos de membranas celulares, algunos sistemas de
monocapas tienen relevancia bioldgica directa (Rana, Mautone, & Dluhy, 1993; K. Nag,
1993). Destaca entre ellos el surfactante pulmonar, una sustancia que reduce la tension
superficial en los pulmones por un factor de al menos 50. Esta reduccion de tensién
superficial facilita la expansion y compresién del alvéolo pulmonar con cada soplo
respiratorio. Debido a que los nifios prematuros suelen tener falta de surfactante
pulmonar, muchas investigaciones han tratado de estudiar sus propiedades e intentado

aislar sus componentes activos para un uso terapéutico.
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e Aplicaciones industriales

El interés tecnoldgico en las monocapas deriva del elevado niumero de aplicaciones
que presentan los films organicos monomoleculares (J. D. Swalen, 1986). Estas
aplicaciones incluyen: films oépticos, sensores y transductores, capas protectoras,
materiales modelables como fotoresistencias, preparaciéon superficial y modificacién
(humectacién, adhesion) [patternable materials such as photoresists, Surface
preparation and modification (wetting, adhesion)] y electrodos modificados
guimicamente. Muchas de estas aplicaciones incluyen los films multicapa (Langmuir-
Blodgett), constituidos por la deposicidn sucesiva de varias monocapas de Langmuir. El
orden y la estructura molecular son parametros importantes que afectan a la utilidad de
estos films. El conocimiento de la inclinacion del ordenamiento molecular en las
monocapas es de gran importancia para mejorar la tecnologia de films
monomoleculares.

El estudio de las monocapas formadas por dcidos grasos y colesterol permite
determinar las interacciones entre ambos tipos de compuestos, proporcionando
informacién que puede ser extrapolable a las interacciones que acontecerian entre
estos lipidos en la bicapa lipidica. Con este modelo se puede controlar de forma sencilla
la ordenacién molecular, modificando su area y la presién superficial de la monocapa,
suponiendo esto una gran ventaja sobre los liposomas y los modelos de bicapas planas.
Variando estos valores se pueden obtener datos que proporcionan informacién
fundamental acerca de las interacciones acido graso-acido graso, acido graso-subfase, o

acido graso-colesterol.
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1.4.1 Técnica de monocapas

Cuando se deposita una gota de un liquido insoluble sobre la superficie del agua
mediante disolventes organicos volatiles, puede comportarse de tres formas diferentes:
a) Permanecer como una lente sin que exista extensién, en forma de gota.
b) Extenderse formando lo que se denomina un film “duplex”, es decir una
pelicula delgada con un espesor tal que las dos interfases, pelicula-aire y agua-
pelicula, sean independientes.
c) Extenderse en forma de monocapa, dejando el exceso de liquido en
forma de gotas en equilibrio con la monocapa.

La gran mayoria de las sustancias organicas no voldtiles e insolubles en
disolventes acuosos son capaces de extenderse sobre la superficie del agua formando
una monocapa.

Considerando un elemento Al del contorno de la gota, ese elemento se
encuentra sometido a tres fuerzas (llustracion 1.4.A):

e una fuerza yaAl debida a la tensidn superficial del liquido A en contacto con el aire;
e otra fuerza ysAl debida a la tension superficial del liquido B en contacto con el aire;
e y finalmente, una tercera fuerza yasAl debida a la tension interfacial de ambos

liquidos.

YA, Ya 4,

llustracion 1.4.A- Fuerzas a las que se encuentra sometido un liquido A

cuando se extiende sobre un liquido B.

T -
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Los vectores que definen estas fuerzas son tangenciales a las superficies liquidas
correspondientes. La forma de la gota va a depender de la diferencia entre ys y la suma
de ya + yag. Si la resultante de yaAl y yasAl es inferior a la fuerza ygAl, la superficie de la
gota del liquido A se extendera por toda la superficie libre de B. Si sucede lo contrario,
entonces la superficie del liquido A se contraerd adoptando la forma de la figura.

En el equilibrio se cumplira:

YaB = VB —Va (1.1)

Esta ecuacidn se conoce con el nombre de relacion de Antonoff. Segun lo indicado, la

condicidon de extension sera:

Ya+Yap < VB (1.2)

lo que es lo mismo que

Y8 — (Yat+Vap) >0 (1.3)

Esta diferencia se define como coeficiente de extension inicial:

S=vs— (Va+ Vap) (1.4)

El coeficiente de extension también se puede expresar en funcién del trabajo de
adhesién y del de cohesidn. El trabajo de adhesion entre dos liquidos inmiscibles Ay B
se define como el trabajo necesario para separar 1 cm? de la interfase liquido-liquido y
formar dos interfases liquido-aire separadas.

Como el trabajo superficial viene dado por y-AS y AS vale 1 cm?, el trabajo de

adhesién (Wa) se puede expresar de la forma:
Wy =va+vs—Vas (1.5)
Esta expresidn se conoce como ecuacion de Dupré.

El trabajo de cohesién (W) de un liquido es el trabajo necesario para separar en

dos partes una columna liquida de 1 cm? de seccidn:
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We=2-vy4 (1.6)

A la diferencia entre estos dos trabajos se le denomina coeficiente de extension:

S=Wy—We=Wat+Vs—Yap) =2 Va (1.7)

o también

S=vg— (Ya+Vap) (1.8)

Los trabajos de adhesién y de cohesidn de los liquidos estan estrechamente
relacionados con las energias superficiales de los mismos. Se producira extensién
cuando la tensidn superficial del liquido soporte B sea elevada y la correspondiente al
liquido a extender A sea baja. La monocapa que asi se ha formado sera estable si existe
un equilibrio adecuado entre los grupos hidréfobo e hidréfilo en las moléculas que la
forman, de manera que las caracteristicas de uno sean suficientes para contrarrestar la

atraccién que experimenta el otro hacia el soporte acuoso, respectivamente.

Sustancia liquida Tensién superficial Y

(mN/m)

Mercurio 485
Agua 72,75
Acido oleico 32,5
Benceno 28,85
Tolueno 28,5
Cloroformo 27,13
Acetona 23,7
Alcohol etilico 22,75
Metanol 22,61
n-Hexano 18,43

Tabla 1.4.A.- Tension superficial de varios liquidos a temperatura de 20°C.
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1.4.2 Presion superficial

Las monocapas presentan una tendencia a ocupar la mayor superficie disponible
y, COMO consecuencia, ejercen un empuje sobre cualquier obstaculo que se oponga a su
extensién. En un principio se atribuyd este fendmeno a un origen analogo al que da lugar
a la presion de un gas, considerandolo como una consecuencia de la agitacién térmica
de las moléculas que forman la pelicula, las cuales, al chocar con una barrera que se
oponga a un desplazamiento, provocan un empuje bidimensional. Al valor de la fuerza
gue actua por unidad de longitud se le denomind presidn superficial.

La descripcion de una monocapa de extensidon o de Langmuir, se hace en funcién
de su curva presion superficial-area, es decir, de la relacién entre la presion superficial
observada y el drea ocupada por las moléculas del film sobre la superficie del sustrato
acuoso. Para obtener estas representaciones, se necesita, obviamente, realizar la
medida de la presién superficial simultdneamente a la del drea ocupada por la
monocapa a medida que se comprime la misma.

En la presente memoria se ha utilizado la Iamina de Wilhelmy como método para
determinar la presion superficial. En dicho método, se mide la fuerza hacia abajo que
sobre una lamina ejerce la superficie o interfase a la cual se desea determinar la tensién
cuando ésta toca exactamente dicha superficie. La [dmina esta unida a un sensor de
presidbn que, a su vez, esta acoplado a una cubeta equipada con una barrera,

denominada “balanza superficial” (llustracion 1.4.B).

llustracion 1.4.B.- Ejemplo de balanza superficial de Langmuir.
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1.4.3 Estabilidad de las monocapas

En los sistemas formados por monocapas que no estén firmemente
empaquetadas, la barrera de energia que impide que se produzca el fendmeno de
disolucién es pequefia y la velocidad de destruccion de la monocapa viene determinada
fundamentalmente por la difusién de las moléculas hacia el sustrato soporte. La
estabilidad de una monocapa se ve condicionada por varios factores, entre los cuales
destacan, por su importancia, la presidn superficial y la temperatura.

Un aumento de la presidon superficial suele provocar un incremento en la
inestabilidad de la monocapa si el mecanismo de respuesta de la misma es la difusién
de moléculas o el colapso. Se conoce como la presién de colapso el valor maximo de
presion a la que se puede comprimir una monocapa sin que se produzca una expulsién
manifiesta de moléculas que la componen (Lipp, Lee, Zasadzinski, & Waring, 1966). Al
sobrepasarse esta presion, la monocapa se destruye y tiene lugar la formacion de
nucleos y multicapas.

En la Figura 1.4.A se muestra una caracterizacion del colapso de una monocapa
mixta de dipalmitoilfasfatidilcolina (DPPC) y 1-palmitoil-2-oleil-sn-fosfatidilglicerol
(POPG). En este caso, al comprimir la monocapa cerca del colapso, se forman pequefias
ondulaciones (a) que terminan doblandose (b). Estas dobleces aumentan su tamafio (c
y d) dando lugar finalmente a una bicapa (e y f) (Baoukina, Monticelli, Risselada, Marrink,

& Tieleman, 2008).

Figura 1.4.A.- Monocapa mixta de DPPC (verde) y POPG (amarillo) de proporcion 4:1 sobre

agua.
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La temperatura es otro factor que también afecta a la estabilidad. Asi bien, es de
esperar que la velocidad de pérdida de material desde la monocapa se vea aumentada
con el incremento de la temperatura debido al descenso de las fuerzas de atraccién
entre las moléculas de la monocapa y entre éstas y las de la subfase, incluyendo las de
enlace de hidrégeno. No obstante, en algunos casos se ha observado el efecto contrario
de la temperatura (Binks, 1991).

Por ultimo, cabe mencionar que existen otros factores que influyen en el
fendmeno de disolucién de las moléculas que constituyen la monocapa: la relacion de
pK y pH (fundamental en monocapas ionizadas), la masa o el balance hidrofilico-

lipofilico.
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1.4.4 Estados fisicos de las monocapas

Como se ha visto, uno de los indicadores mas importantes de las propiedades del

material que forman las monocapas viene dado por el registro de la presidn superficial

en funcidn del area ocupada por cada molécula. Cuando estas medidas se realizan a una

temperatura constante, las representaciones obtenidas reciben el nombre de isotermas

presién-area (m-A).

Las representaciones obtenidas de esta forma son del estilo de la que se presenta

en la Figura 1.4.B a partir de la cual se describen los distintos “estados” que puede

alcanzar una monocapa.

Presion superficial (w)

T T

Fase
Liquido-Condensado

Transicion
Fase

Liquido-Expandido

Fase
Gas

Area molecular (A)

Figura 1.4.B.- Distintos estados por los que puede atravesar una monocapa de una sustancia

anfifilica extendida en la interfase aire-agua al ser comprimida segun la técnica de Langmuir.

Conformacion de las moléculas para cada estado.
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Inicialmente, las moléculas se encuentran flotando en la superficie del sustrato
acuoso, sin ejercer ninguna o muy poca fuerza entre ellas. En esta zona de la isoterma
la presidn se aproxima a cero y diremos que la monocapa se encuentra en estado
“gaseoso” (G), por analogia con los estados de la materia.

A medida que disminuye el area, las moléculas se aproximan mds unas a otras y
no sélo eso, sino que tienden a adquirir todas la misma orientacién, esta regién de la
isoterma recibe el nombre de “liquido expandido” (LE). Para algun tipo de sustancias,
como es el caso de la AmB, la monocapa presenta un estado de transicion (LE-LC) en el
que la presion se mantiene constante a pesar de la disminucién del area. En esta zona,
no hay aumento de presion porque lo Unico que ocurre es que la parte hibrofébica de la
molécula se esta levantando en la interfase aire-agua.

Una vez superada esta meseta, la monocapa adquiere un estado de “liquido
condensado” (LC), en el que todas las moléculas estan orientadas de la misma forma 'y
se produce un aumento brusco de la presidén. A continuacion, se alcanza un estado de
“sélido” (S), en el que las moléculas alcanzan el mayor grado de empaquetamiento y se
hallan orientadas perpendicularmente a la superficie del agua. Por ultimo, se llega al

colapso, cuando la monocapa se rompe y unas moléculas se superponen sobre otras.

Con el objetivo de establecer los estados fisicos que atraviesa una monocapa se
determina el médulo de compresibilidad (Davies & Rideal, 1963), pardmetro calculado
a partir de las isotermas m-A que, ademas, nos permitira conocer la rigidez o elasticidad
de la capa monomolecular, asi como la posible presencia de estados de transicién, que
a veces no son facilmente observables en las isotermas.

El médulo de compresibilidad, Cs?, se calcula de acuerdo con la ecuacién:

¢t = —-A0/ 4 (1.9)

donde A es el drea ocupada por la monocapa segun la presién m alcanzada. El médulo
de compresibilidad es cero en agua y se incrementa al aumentar la cantidad de material
superficialmente activo. Cuanto mayor sea el valor obtenido para este parametro,

menos elastica serd la monocapa analizada y, por lo tanto, mas condensada. Por otro
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lado, la presencia de un minimo en las representaciones del médulo de compresibilidad
frente a la presidn superficial, es sefial de un estado de transicién de la monocapa a una
presién determinada.

De esta forma, en funcion del valor de Cs* se puede determinar el estado fisico

de la monocapa (Tabla 1.4.B).

ESTADO Cst(mN/m)
Gas (G) 0-12
Liquido expandido (LE) 12 -50
Liquido condensado (LC) 100 - 250
Sélido (S) 1000 — 2000

Tabla 1.4.B.- Valores del modulo de compresibilidad

para los distintos estados de una monocapa.

1.4.4.1 Monocapas en estado gaseoso

El estado gaseoso es el mas simple conceptualmente, al igual que en el caso de
la materia en tres dimensiones. En este estado fisico, las moléculas se encuentran
flotando sobre el sustrato acuoso, encontrandose lo suficientemente separadas como
para no ejercer muy poca o ninguna fuerza entre ellas. Tales monocapas se caracterizan
por tener una presion superficial que, de manera asintotica, se aproxima a cero a medida
gue aumenta el drea disponible por el film, ademds de poseer un potencial de superficie
constante y una densidad superficial muy baja. En un principio, cualquier sustancia que
forme una monocapa puede existir en estado gaseoso si las moléculas estan lo
suficientemente separadas.

La interpretacion del comportamiento m-A de estas monocapas es analogo al
analisis cinético correspondiente a la teoria de los gases ideales en tres dimensiones, sin
tener en cuenta la subfase liquida. Esta aproximacién asume simplemente que las
moléculas se mueven con una energia cinética de traslacién de % - K - T por cada grado
de libertad. Las dos dimensiones en el plano de la superficie conducen a una energia
cinética total de K- T, la cual es la que produce la presion superficial, lo que conduce a

una ecuacion de gas ideal bidimensional:
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n-A=K-T (1. 10)

A 25 °C, el valor de K- T es de 411,7 mN/m - A2/molécula y, entonces, a una
presion superficial de 1 mN/m, el area ocupada por una molécula es de,
aproximadamente, 400 A2/molécula; si la presion es de 0,5 mN/m, le corresponde un
area de 800 A2/molécula. Puesto que es una ecuacion limite, como su anéloga en tres
dimensiones, la conformidad con la misma solo se alcanza a muy grandes areas y bajas
presiones.

El hecho de que la Ecuacién 1.10 sea una ecuacion limite puede observarse
experimentalmente al representar graficamente n-A frente a la presion, o frente al area:
la linealidad se observa a bajos valores de m y se desvia cuando la monocapa es
comprimida. La causa de esta desviacion parece residir en el tamafio de las moléculas
gue forman la monocapa, de manera que al encontrarse éstas tendidas en la superficie
ocupan un area del orden de 100-200 A2, por lo que la suposicién de que la superficie
estd esencialmente “vacia” se invalida cuando el area de la monocapa se reduce por
debajo de varios miles de A?/molécula. Con el fin de corregir este defecto se ha

introducido un término de co-superficie en la ecuacion Ecuacion 1.10:

T (A=A)=K-T (1. 11)

en la cual Ao es, bien un parametro ajustable, o se asocia con el drea molecular
observada en films condensados. Aun cuando esta ecuacion se aplica con éxito a las
monocapas obtenidas en la interfase agua/aceite, es insostenible en el caso de
monocapas en la interfase aire/agua. En la practica se encuentran desviaciones
negativas en el caso de monocapas neutras eléctricamente, lo que requeririaque T - A
fuese mayor que K - T. Tal evidencia de la no idealidad se ha atribuido a la existencia de
fuerzas atractivas entre las moléculas del film, por analogia con las de van der Waals en
el tratamiento de gases.

Se han propuesto varias expresiones para corregir estas desviaciones, como es

el caso de la ecuacion:
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m-(A-A)=q-K-T (1.12)

en donde g es menor que 1 (habitualmente 0,7). En la interfase aire/agua esta atraccion
intermolecular estaria reducida o seria despreciable.

Se ha indicado que las moléculas en monocapas gaseosas estdn acostadas
(Figura 1.4.B). Existe la evidencia experimental de este hecho al comparar el
comportamiento de monocapas compuestas de moléculas con grupos polares
distribuidos en diferentes partes de las mismas. Por ejemplo, los ésteres dibasicos, con
un grupo polar a cada lado de la cadena, tienden a formar films gaseosos, mientras que
la simple sustitucion de un grupo polar por otro apolar origina una monocapa
condensada. De forma similar, esteroles con un solo grupo ceto o hidroxilico forman
monocapas condensadas, mientras que monocapas de esteroles con grupos polares
distribuidos a lo largo de la molécula tienden a ser gaseosas. No obstante, estos
resultados no pueden considerarse como concluyentes, debido a las dificultades
experimentales que se han mencionado para su comprobacion. Sin embargo, Langmuir
sefiald que las macromoléculas aisladas sobre la superficie del agua permanecen
acostadas (Langmuir, 1917), lo que corresponde a la posicion de minima energia. Esta
conclusién ha sido criticada mas décadas después, y se ha sugerido que, en vez de ello,
las moléculas se proyectan hacia fuera de la superficie en un estado enrollado al azar
(Aranov & Witten, 1958). Debido al movimiento térmico, es probable que esto sea cierto
durante la mayor parte del tiempo, para un determinado tipo de moléculas. En cualquier
caso, el peso de la evidencia sugiere que la configuracién media en una monocapa

gaseosa estd mas préxima a la de la extensién horizontal que a la vertical.

1.4.4.2 Monocapas expandidas

Las monocapas expandidas, denominadas “liquido” (Dervichian D. G., 1939) y
“liquido expandido” (Harkins, 1952) (Adam N. K., The Physics and Chemistry of Surfaces,
1956), presentan un d4rea molecular intermedia entre la correspondiente a las

monocapas gaseosas Yy las condensadas. Las isotermas m-A de estas monocapas
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muestran una curvatura considerable, aunque se aproximan al eje de abscisas con un
angulo claramente agudo, en lugar de la forma asintdtica observada en el caso de las
monocapas gaseosas. Las monocapas son coherentes aun a presiones superficiales
bajas, manifestando con ello poca tendencia a que las moléculas de la monocapa se
encuentren muy separadas. El area molecular es de dos a tres veces superior a la de la
seccion transversal de la molécula; asi, por ejemplo, sustancias grasas de cadena
sencilla, que originan monocapas expandidas, poseen un drea extrapolada de 45 a 55
A2/mélecula.

El potencial de supercie (AV) no fluctia, lo que pone de manifiesto que estas
monocapas son homogéneas, aumentando AV a medida que el drea molecular se
reduce, de modo que el momento dipolar es insensible a la compresiéon. Lo mismo
ocurre con el registro de espesores, que aumentan paulatinamente sin la presencia de
notables oscilaciones. La Figura 1.4.C muestra variaciones de presidn y espesor para una

monocapa de este tipo.

Tiempo

—— |Isoterma n-A

Presion superficial (r)
Espesor

Area molecular

Figura 1.4.C.- Ejemplo de isoterma rt-A y espesor-A de una monocapa expandida.
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Como hemos visto, cuando la monocapa se encuentra en estado gaseoso, las
moléculas reposan horizontalmente y estdn ampliamente separadas y, como veremos,
la monocapa en estado condensado presenta las moléculas con una configuracién bien
alineada y empaquetada. En monocapas expandidas, la configuracion es en cierto modo
intermedia entre estos extremos, aunque existe cierta controversia sobre ello. Langmuir
introduce el concepto, generalmente aceptado, de que una monocapa expandida puede
considerarse como una fase liquida muy fina: las partes hidrocarbonadas en una
monocapa expandida adoptan una orientacidn al azar, mas que regular, y sélo los grupos
polares se encuentran obligados a estar en contacto con la subfase (Figura 1.4.B).

Idealmente, una disposicidén al azar de las cadenas hidrofdbicas, flexibles como
en el liquido, concuerda de modo cualitativo con el comportamiento de las monocapas
expandidas. La compresibilidad y la viscosidad de estas monocapas son las esperadas
para estas estructuras. Las d4reas moleculares que se han encontrado son
completamente razonables, puesto que es obvio que una monocapa de estas
caracteristicas no puede expandirse indefinidamente sin desaparicion de la capa que en
fase volumen se comporta como un liquido, mientras que si las moléculas son forzadas
a unirse demasiado, las cadenas tienen que asumir una configuracion ordenada mas
regular.

Langmuir propuso la primera ecuacion de estado para la interpretacién
cuantitativa de las curvas m-A de monocapas expandidas, dando por supuesto que la
superficie superior de la monocapa se comporta como un hidrocarburo liquido en fase
volumen, existiendo una tensidn superficial como la de un liquido. También supuso que
la contribucidn de los grupos polares a la presién superficial podia representarse por

una ecuacion de gas ideal corregida:

T2 '(A_Ao):K‘T (1 13)

si sustituimos,

m—1my - (A—Ay)=K-T (1. 14)
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To (que presenta valor negativo) corresponde al coeficiente de extension de la parte

hidrocarbonada de las moléculas de la monocapa, es decir,

Yaceite/Y (1. 15)

o = Yagua — VYaceite — ( agua)

en donde y son las correspondientes tensiones superficiales e interfaciales. Ao es la

correccion del area debido al tamafio finito de los grupos polares.

1.4.4.3 Monocapas condensadas

En las monocapas condensadas las moléculas estan dispuestas en su mayor
empaquetamiento posible, justo lo contrario que sucedia con las monocapas gaseosas,
en el que las moléculas se situaban alejadas entre si.

Estas monocapas se pueden considerar como un cristal bidimensional en el que
las moléculas se disponen casi verticalmente con los grupos polares terminales en el
agua y sus cadenas apolares densamente empaquetadas dirigidas hacia el aire (Figura
1.4.B). Las isotermas m-A son casi rectas y verticales, lo que indica una baja
compresibilidad de la monocapa. Esto refleja la fuerte presencia de interacciones entre
las cadenas como consecuencia de la disposiciéon de las cadenas en su estado
empagquetado.

Las isotermas m-A correspondientes a monocapas condensadas de series de
compuestos de larga cadena muestran pequeias variaciones con la longitud de la
misma, de forma que el area ocupada por una molécula es sustancialmente
independiente del nimero de atomos de carbono de la cadena saturada. Para una
cadena larga sencilla esta area de alrededor de 20 A2, casi la misma que el drea de la
seccidn transversal en el cristal, determinada por medidas de rayos X.

Estudios de difraccion de electrones realizados sobre monocapas transferidas a
solidos muestran que las cadenas estan orientadas casi verticalmente a la superficie,
mientras que las medidas dpticas demuestran que el espesor de estas monocapas es el

esperado para cadenas completamente extendidas.
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Es realmente importante reconocer el hecho de que la existencia de monocapas
insolubles depende de un delicado balance entre fuerzas intermoleculares atractivas y
repulsivas. En el caso de monocapas condensadas, las fuerzas atractivas entre las
cadenas son de gran importancia. Para el acido estedrico a un area de 20 A2/molécula,
Salem calculé que las fuerzas de van der Waals, entre las cadenas saturadas, valen mas
de 8 kcal/mol (Salem, 1962). Sin embargo, estas fuerzas cambian rapidamente con la
distancia intermolecular e incluso una separacién modesta de las moléculas las reduce
considerablemente. Sélo aquellas moléculas que contactan intimamente pueden exhibir
tan grandes interacciones entre las cadenas, formando monocapas condensadas a
presiones superficiales bajas. La introduccién de un grupo sustituyente, o por ejemplo,
de un doble enlace puede alterar el empaquetamiento, cambiando las propiedades de
la monocapa.

Las monocapas condensadas, caracterizadas por presentar las moléculas
empaquetadas y bien orientadas en la interfase, no son tan simples como a priori se
podria esperar, ya que existen multiples variaciones, si bien pequefias, en el
comportamiento de diferentes monocapas particulares. Estas diferencias han
conducido a que varios autores postulasen estados superficiales o fases diferentes
dentro del grupo de la categoria general de monocapas condensadas: “liquido
condensado”, “superliquido” y “sdlido” (Harkins, 1952); “empaquetados por las cabezas”
y “empaquetados por las cadenas” (Adam N. K., The Physics and Chemistry of Surfaces,
1956); y, por ultimo, “mesomorfo” y “solido” (Dervichian D. G., 1939).

Algunos de estos estados estan bien caracterizados experimentalmente,
mientras que otros han sido sugeridos sobre la base de una evidencia experimental
limitada. No existe un acuerdo general acerca de su relacién con los diferentes
empaguetamientos u orientaciones moleculares.

La primera clasificacién de monocapas condensadas (Adam N. K., The Physics and
Chemistry of Surfaces, 1956) se basa en que los diagramas m-A de los films condensados
de acidos grasos, alcoholes y sustancias similares de larga cadena, ofrecen con
frecuencia dos segmentos lineales con una clara discontinuidad de pendiente entre

ellos. En la region de altas presiones superficiales, la curva es muy empinada, y el area
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por molécula se aproxima a la verdadera seccién transversal molecular. Adam describe
a las monocapas en esta regién como si tuvieran “cadenas empaquetadas”.

La forma de las isotermas m-A correspondientes a la zona de bajas presiones
superficiales, en donde la monocapa es considerablemente mds compresible, varia
segln los tipos de compuestos. Para alcoholes grasos, por ejemplo, la extrapolacién de
esta parte a presidon cero origina un area de 22 A2/molécula y la transiciéon en la
compresibilidad tiene lugar a una presiéon de 10-15 mN/m. En el caso de acidos grasos
saturados, el area extrapolada es casi de 25 A2/mélecula y la parte supina de la curva se
manifiesta a una presion mucho mayor. Adam concluye que esta mayor area
corresponde a la ocupada por los grupos polares en la superficie, a bajas presiones. A
medida que estas monocapas se comprimen, la orientacion de los grupos polares
cambia, de forma que permite un empaquetamiento mayor de las cadenas
hidrocarbonadas.

Este concepto ha sido modificado por varios investigadores (Schulman & Hughes,
1932) (Langmuir, 1933); sugieren que es la hidrataciéon de los grupos polares quien
conduce al incremento del area, siendo la “expulsion” de las moléculas de agua, por
incremento de la presion superficial, la responsable de la reduccién del area al valor
observado en las peliculas comprimidas.

Alexander concluye que las monocapas con areas moleculares de 19 a 21 A2
constan de cadenas empaquetadas orientadas verticalmente, mientras que las distintas
ramas de las curvas m-A en la regidon de bajas presiones superficiales pueden
interpretarse como consecuencia de varios factores (Alexander, 1982). En concreto,
resalta la posible importancia de los enlaces de hidrégeno entre los grupos polares
funcionales, aparte de los formados con las moléculas de agua. También pone de
manifiesto que para ciertos compuestos la orientacion mas favorable de los grupos
polares puede conducir a una orientacidn no vertical de las cadenas.

Dervichian (1939) y Harkins (1952) propusieron un esquema basado en la idea
de que los cambios en propiedades tales como compresibilidad o viscosidad se

relacionan con un cambio claramente definido en la monocapa. Llegan a la conjetura de



1 INTRODCUCCION

gue los cambios de fase asociados con las discontinuidades de las monocapas pueden
relacionarse con las observadas en tres dimensiones.

Asi, la fase correspondiente a los films altamente incompresibles, es decir, a los
mas densamente empaquetados, es denominada “fase sdlida” por estos autores. La fase
condensada correspondiente a la regién de presidon superficial mas baja se denomina

“liquido condensado” en el esquema de Harkins, y “mesomorfa” en la de Dervichian.

1.4.4.4 Transicion entre los estados de las monocapas

Por lo general, las monocapas de moléculas simples exhiben mas de un estado
fisico. En la Figura 1.4.D se muestra la isoterma m-A correspondiente a la anfotericina B
(Seoane, y otros, 1997); en ella se pueden observar con claridad los diferentes estados
vistos hasta el momento: gas, liquido expandido, liquido condensadao y sdlido (la
seudomeseta corresponde a una transicién entre liquido expandido y liquido

condensado).
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Figura 1.4.D.- Isoterma n-A de la anfotericina B para un

depdsito de 1,69-10% (1) y 2,3-10*¢ (2) moléculas (Seoane, y otros, 1997).
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Al estudiar la influencia de la temperatura sobre estas isotermas, se pone de
manifiesto un cambio regular de la estabilidad de los diferentes estados gaseosos,
expandido y condensado, de modo que a temperaturas bajas es mas estable el estado
condensado, mientras que a elevadas predomina el estado expandido. En series
homodlogas de compuestos de larga cadena se producen cambios similares en funcién
de la longitud de la cadena. La reduccion de la temperatura o el aumento de la longitud
de las cadenas, incrementa la efectividad de tales interacciones, tendiendo a hacer la

monocapa mas coherente y ordenada.
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1.4.4.4.1 Transicion de monocapas gaseosas

La transicion de una monocapa gaseosa, que se presenta, generalmente, a bajas
presiones superficiales, se caracteriza por una “presion de vapor superficial” constante
a lo largo de un gran intervalo de areas. Esta presidon es la presidon superficial
correspondiente al equilibrio entre la monocapa gaseosa y la monocapa mas coherente
(expandida y condensada).

Desde un punto de vista molecular, el fendémeno queda reducido a lo siguiente:
a medida que se comprime la monocapa, llega un momento en el que las fuerzas
atractivas intermoleculares llegan a ser tan grandes que las moléculas que forman la
monocapa se reunen para formar una monocapa coherente. Este momento
corresponde a una licuacion bidimensional, de estado gas a liquido (sustancia A en la
Figura 1.4.E), o condensacion, de estado gas a sdlido (sustancia B), y la presién

superficial de equilibrio es equivalente a la presién de vapor.
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Figura 1.4.E.- Ejemplo de isotermas n-A con transicion de estado gas a liquido (Sustancia A) y

con transicion de estado gas a sélido (Sustancia B).



1 INTRODCUCCION

La constancia de esta presidon de vapor estd asociada con una variacién de
entalpia. Dichos calores de vaporizacion bidimensionales han sido estimados mediante

modificacion de la ecuacidn de Clausius-Clapeyron (Adam N., 1923).

1.4.4.4.2 Transicion de liquido expandido a liquido condensado

Una segunda region de transicidn bien definida es la que existe entre los estados
de liqguido expandido y liquido condensado. Cuando una monocapa expandida se
comprime, aparece bruscamente la transicidn, caracterizada por un repentino
incremento de la compresibilidad; esto ocurre a un area aproximada de 30-40
A2/molécula para la mayoria de los compuestos grasos de cadena recta. En este punto
la curva 1-A viene a ser casi paralela al eje del drea, como si el drea cambiase a presién
casi constante.

A medida que el area se aproxima a la de la monocapa condensada, la curva
adquiere rapidamente mayor pendiente, de modo que no existe ninguna discontinuidad
notable de pendiente cuando se alcanza la regién de condensada plena. Las monocapas
en esta regidn de transicion entre el estado expandido y el condensado son
denominadas por Adam y Harkins como monocapas de “transicion” o “intermedios”,
mientras que Derviachian los denomina “mesomorfos expandidos”.

Para explicar el comportamiento de la monocapa en esta regién de transicién se
han propuesto varias teorias. La mas antigua de todas considera que el comienzo de la
transicidn tiene lugar porque algunas de las moléculas de la monocapa en estado liquido
expandido se organizan en grupos o micelas bidimensionales (Langmuir, 1933). Estas
micelas pueden contener hasta 15 moléculas; sobre la base de un empaquetamiento
hexagonal, la configuracién mas estable corresponderia a 7 o 13 moléculas simples. A
medida que la monocapa se comprime, el nUmero de micelas incrementa hasta que esta
se hace condensada. Langmuir considera que la presidn superficial observada es la suma
de las contribuciones de las moléculas individuales y de las micelas, y que las moléculas
en las micelas ocupan el drea caracteristica de la monocapa condensada, mientras que

el area de las moléculas simples es la que corresponde a la presion limite mayor de la
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monocapa expandida. Estas suposiciones conducen a una presién superficial total, a

cualquier drea molecular A, dada por:

LKT A4
Te T a4, A—4,

T = (1. 16)
en donde T y Ae son la presion superficial y el drea molecular, respectivamente, al
comienzo de la transicion desde la regidn de liquido expandido; Ac es el area molecular
de la monocapa condensada y B el nUmero de moléculas de la micela. Langmuir aplicé
esta ecuacion a los datos de Adam para acidos grasos y encontré valores razonables de
B, que varian de 5 a 13 segun la naturaleza de la molécula.

Diferentes autores han desarrollado otros tratamientos basados en la mecanica
estadistica de los sistemas condensados (Band, 1940), o en el hecho de que la
disminucion o impedimento de la rotaciéon molecular (Kirkwood, 1943) puede conducir
a la discontinuidad de la compresibilidad que aparece al comienzo de la transicién.
Aungue esta posibilidad parezca totalmente razonable, la teoria no ha sido aplicada a
fin de interpretar cuantitativamente la manera en que se alcanza la disposicién
ordenada de la fase condensada.

La aplicacion de la ecuacion de Clausius-Clapeyron a la transicion de fase que se

estd considerando, conduce a la expresion:

dT[C N QC
ar  T(A, —A,) (1.17)

donde mic es la presion a la que tiene lugar la condensacién superficial y Qc el calor latente
de la condensacién (es decir, el calor absorbido o emitido en el cambio de fase). Los
términos Ac y Ac representan el area correspondiente a la fase expandida y a la
condensada, respectivamente; Ae es el drea a 1. y Ac se obtiene extrapolando la parte

de la isoterma condensada a 1t = .
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Debido a que la transicidén de fase no ocurre a una presion superficial constante
(existe una ligera pendiente en la isoterma m-A durante la transicién), Qc no puede
igualarse al cambio de entalpia (AH), ya que hay que incluir el término:

Ac
f ndA (1.18)
Ae

En realidad, las medidas de presién superficial no proporcionan la suficiente
informacién como para poder dilucidar acerca de las diferentes estructuras formadas
durante las transiciones de fase. Una de las técnicas empleadas para diferenciar los
diferentes estados de las monocapas es la microscopia de luz polarizada bajo el angulo
de Brewster, también conocida como microscopia de angulo de Brewster (BAM)
(Lheveder, Meunier, & Hénon, 2000).

Mediante esta técnica se puede visualizar directamente la morfologia de la
monocapa Yy, como consecuencia, determinar los cambios estructurales que se
producen en la misma cuando es sometida a compresion.

Para la transicién liquido condensado a liquido expandido, los valores del calor y
de la variacién de entropia son positivos para muchas sustancias, tales como acidos
grasos. Esto concuerda con la transicion en sistemas tridimensionales y refleja un
aumento de la energia potencial de las moléculas y el desorden.

Es a partir de 1983, cuando se pueden visualizar directamente a nivel
microscopico las transiciones de fase. Ello es debido gracias a la utilizacion de la
microscopia de fluorescencia técnica en la que una pequefia cantidad de colorante
fluorescente se aifade a la monocapa. Si la monocapa es heterogénea, es decir, si esta
formada por regiones de liquido condensado flotando en una fase continua de liquido
expandido, el colorante se reparte entre las dos fases de acuerdo con su solubilidad, de
modo que si es menos soluble en la fase mds densa (liquido condensado), las regiones
de esta fase se observaran oscuras sobre un fondo blanco, que corresponde a la fase de
liquido expandido. En consecuencia, la microscopia de fluorescencia proporciona un
camino muy util para poder discriminar las diferentes fases LC, LE o G, asi como para

investigar la estructura de la monocapa en las regiones de coexistencia entre tales fases.
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1.4.4.5 Relacidn del estado fisico y el area molecular

La similitud entre las fases tridimensionales y los estados de la monocapa es una
herramienta de gran utilidad pero, obviamente, no puede ser exacta debido al
importante efecto de la interfase liquido-gas. Sin embargo, a pesar de esta restriccién
es innegable que existe una gran similitud en la progresién del orden moleculary en la
importancia de las fuerzas intermoleculares en las fases gaseosa, liquida y sélida en tres
dimensiones por una parte, y los estados gaseoso, expandido y condensado de las
monocapas por otra.

En una monocapa gaseosa, las moléculas estan lo suficientemente alejadas entre
ellas, de forma que las interacciones intermoleculares exhibidas son despreciables y hay
razones para suponer que tales moléculas estan dispuestas de forma casi horizontal en
la superficie del sustrato. También se ha indicado que la distribuciéon de los grupos
polares en una molécula compleja y grande puede decidir si la sustancia forma una
monocapa coherente o gaseosa. Este hecho a veces puede ser util para obtener
informacién acerca de la estructura molecular en caso de que se forme una monocapa
gaseosa.

Cuando la configuracion estable es una monocapa expandida no existe ninguna
relacion directa entre el tamafio de las moléculas individuales y el area molecular. Sin
embargo, a veces es posible obtener algunas conclusiones. Se acepta generalmente que
el area molecular observada no puede ser menor que la proyeccién de la seccién
transversal molecular, y esto puede servir de regla para establecer ciertas
configuraciones moleculares en la monocapa.

También existe una buena razén para pensar que las monocapas expandidas son
obtenidas a partir de sustancias que contienen largas cadenas hidrocarbonadas, tipo
liguidas, mientras que las monocapas condensadas se forman solo si el
empaguetamiento puede permitir interacciones entre las cadenas. La comparacion de
monocapas de compuestos cuyas estructuras difieren solo ligeramente (como la
presencia de un doble enlace o una cadena ramificada) puede ser instructiva, ya que la
insaturacion de las cadenas es muy especifica, puesto que los dobles enlaces cis son mas

efectivos en evitar el empaquetamiento que los trans. En este sentido, ahora ya se sabe
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casi con certeza que el efecto de la insaturacion es sobre el empaquetamiento, y no esta
relacionado con ninguna atraccién especifica entre el doble enlace y el liquido de la
subfase, aunque es verdad que en una monocapa expandida los grupos funcionales,
tales como los dobles enlaces, son mas accesibles a la subfase liquida.

En films condensados, en los que las moléculas estan relativamente orientadas y
empaquetadas, la informacion sobre el tamafio molecular y forma de las moléculas se
obtiene a partir de las curvas m-A. Sin embargo, no existe un criterio uniforme para
seleccionar los puntos mads significativos de la curva n-A de una monocapa condensada,
en relacion con la seleccion molecular transversal.

Un método tradicional consiste en extrapolar la parte correspondiente a altas
presiones, la de mas pendiente, a =0, y tomar el drea de presion cero o drea limite,
Aoestado), COMO caracteristica de la monocapa. Si existe alguna curvatura en la curva n-A,
tal extrapolacién puede ser algo incierta. Langmuir y Schaefer critican el procedimiento
sobre la base de que no existe ninguna razon tedrica para que esta area sea considerada
de particular significacion (Langmuir & Schaefer, 1937). Indican que es mejor considerar
el drea a una presion superficial elevada arbitraria, tal como 15 0 30 mN/m.

Asi mismo, también se utiliza el area a la cual la presion superficial comienza su
ascenso, también conocida como lift-off o drea inicial (Ao), para sefalar de esta manera
el punto en el que la monocapa abandona el estado gaseoso. En el caso de las
monocapas mas condensadas, dicho valor suele coincidir con Aoestado).

Otros investigadores prefieren utilizar el area observada en las inflexiones o
discontinuidades de las curvas mt-A como, por ejemplo, el area de colapso (Ac) o el area
de transicion (A:). Para ello se basan en que dichas variaciones reflejan transformaciones
de fase de las monocapas asociadas con algun cambio en la estructura o
comportamiento de la monocapa. Ademas, las transiciones son extremadamente
agudas y reproducibles. En el caso del drea de colapso de la monocapa, que se
corresponde con el drea minima en la que las moléculas pueden agruparse, los efectos
cinéticos conducirdan a pequenas variaciones del area molecular para cambios
apreciables en la presién del colapso, puesto que los films condensados son menos

compresibles cerca del colapso.
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1.4.5 Monocapas mixtas, consideraciones tedricas

El estudio de monocapas mixtas presenta enorme importancia, ya que de él se
puede obtener informacién acerca del empaquetamiento y de las interacciones que se
pueden establecer entre las moléculas que constituyen la monocapa. Para determinar
la naturaleza de las interacciones moleculares que se producen en estas monocapas
mixtas, es necesario conocer el grado de miscibilidad de sus componentes en su estado
bidimensional.

Cuando los componentes de una monocapa mixta son inmiscibles, la extension
de una mezcla de estos componentes originara “islotes” de un componente distribuidos
en la monocapa del otro. Si los “islotes” son suficientemente grandes, sera posible
detectar su presencia por la aparicion de fluctuaciones en el potencial de superficie, si
bien lo mds natural, es que se originen islotes pequefios conteniendo tan solo algunos
cientos de miles de moléculas (imagenes del microscopio de angulo de Brewster). La
Figura 1.4.G (monocapas mixtas) muestra esquematicamente las posibles distribuciones

moleculares que pueden resultar de la extensién de una monocapa mixta.

A. Miscibilidad, monocapa homogénea.
Inmiscibilidad, pequeios islotes.
C. Inmiscibilidad, separacion completa.

w

Figura 1.4.G.- Tipos de distribuciones moleculares entre dos componentes.
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Las propiedades de una monocapa en la que sus componentes son inmiscibles,
reflejaran las de los componentes por separado, de tal manera que una monocapa mixta
puede considerarse como constituida por dos monocapas separadas en equilibrio entre
si, correspondientes cada una de ellas a cada uno de los componentes. El area ocupada
por la pelicula mixta serd la suma de las dreas qué obtendrian sus componentes por
separado. La misma consideracion se puede aplicar a cualquier otra propiedad de la
monocapa mixta.

En las monocapas mixtas se cumplird entonces que a una determinada presién

A1,2 - X1 . A1 + X2 . A2 (1. 19)

A1, es el area molecular media de la monocapa mixta a una determinada presion, es
decir, la relacion existente entre la superficie ocupada por la monocapa y el nimero
total de moléculas que la integran. X1 y X2 son las fracciones molares de los
componentes y A1 y Ay las dreas moleculares de los componentes puros en sus
respectivas monocapas a la misma presion superficial a la que se mide A1.

De la misma manera, el potencial de superficie viene dado por:

AVLZ - X1 . AVI + XZ ] AVZ (1 20)

en la medida de la viscosidad superficial es la fluidez, ¢= 1/n, quien obedece a estas

ecuaciones:

Q12 =X1" @1+ X5 @, (1.21)

Estas ecuaciones son validas siempre que cada molécula posea un entorno
idéntico al que tendria en su monocapa pura, de forma que se puedan despreciar las
moléculas que se encuentran en las fronteras de los islotes.

En concordancia con estas ecuaciones, la representacién grafica del area
molecular media de la monocapa mixta en funcién de la fraccién molar de uno de los
componentes dara lugar a una linea recta, cuya ordenada en el origen representa el area

molecular del otro componente.
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Tal comportamiento no es exclusivo de una monocapa formada por dos
componentes inmiscibles, ya que si son miscibles y se componen idealmente es decir,
interaccionan entre si en la misma medida, por término medio, en que lo hace cada
componente por separado, también obedecen a la ecuacién anterior. Es necesario
disponer de informacidn adicional, que permita definir si la monocapa mixta es una
mezcla homogénea ideal o si, por el contrario, esta constituida por dos componentes
inmiscibles en la interfase.

Una manera de establecer la diferencia existente entre un tipo de
comportamiento y otro, consiste en la aplicacién de la regla de las fases de Defay-Crisp
(Defay, Prigogine, Bellemans, & Everett, 1966) (Crisp, 1949), aplicada a sistemas
bidimensionales. El procedimiento utilizado por Crisp es exactamente andlogo al
utilizado por Gibbs para deducir la regla de las fases ordinaria. Si se considera que la
tensién superficial, la temperatura y la presidon externa son variables independientes,

puede escribirse la siguiente ecuacién (Gaines G. L., 1967):

L=(Cy+Cs)— (Fy +Fs) +3 (1. 22)

Siendo L el numero de grados de libertad, Cy el nimero de componentes en la fase
volumen, Cs el nimero de componentes insolubles en la interfase, Fy el nimero de fases
volumen, y Fs el nimero de fases superficiales en equilibrio.

Si se extiende una monocapa de un solo componente en la interfase aire/agua
(o en la interfase entre dos liquidos puros), se tendra que:
Cv =2 (airey agua)
Cs = 1 (sustancia extendida)
Fv =2 (aire y agua)

La regla de las fases conduce a:

L=4—F (1. 23)

Si la monocapa es homogénea, existira una sola fase superficial y entonces el
sistema presentara 3 grados de libertad. Puesto que las isotermas de comprensién m-A

se obtienen a temperatura y presién externa constante, resulta un solo grado de
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libertad, de modo que debera existir una relacién monovariante entre la presién
superficial y el darea ocupada por la pelicula. Si por el contrario existiesen dos fases
superficiales como sucede en el caso de una monocapa en estado liquido expandido en
equilibrio con el estado gaseoso, o en la transicidon de liquido expandido a liquido
condensado, en estos casos sélo existiran dos grados de libertad. Al ser fija la
temperatura y presion externa, el sistema sera invariante, por lo que la presién
superficial permanecera constante mientras las dos fases superficiales se encuentren en
equilibrio, explicandose asi la existencia de mesetas en las curvas m-A.

La aplicacion de la regla de las fases a una monocapa mixta constituida por dos
componentes en la interfase, conduce a C, = 2 (aire y agua); Cs = 2 (componentes Ay B)

y Fv = 2 (aire y agua), de forma que:

L=5—F, (1. 24)

Si los componentes son miscibles, existe una sola fase superficial, por lo que
resultan cuatros grados de libertad: temperatura, presidon externa, presion superficial y
composicion del sistema. Puesto que tanto la presién externa como la temperatura se
mantienen constantes a lo largo de las experiencias, el sistema asi constituido resulta
ser bivariante, de modo que se necesita especificar la presién superficial y la
composicidn para que quede perfectamente definido el estado del sistema.

Cuando esta monocapa miscible alcanza el colapso, aparece una fase adicional
(monocapa colapsada), de modo que en este caso se tiene que C, = 2 (agua y aceite), Cs
= 2 (componentes Ay B) y Fy = 3 (aire, agua y fase colapsada), resultando la siguiente

expresion para la regla de las fases:

L=4—F, (1. 25)

Puesto que los componentes son miscibles continla habiendo una sola fase
superficial en el momento del colapso, por lo que existirdn tres grados de libertad, de
modo que si la temperatura y presion externa se mantienen constantes, la presion de

colapso de la monocapa mixta es la Unica variable que determina el estado del sistema,
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el cual, es por lo tanto, monovariante, es decir, la presién de colapso debe variar con la
composicion del sistema mixto, Figura 1.4.H.

En el caso de que los componentes extendidos sobre la superficie sean
inmiscibles, la aplicacidn de la regla de las fases en la interfase conduce a C, = 2 (aire y

agua); Cs = 2 (componentes Ay B) y F, = 2 (aire/agua), resultando:

L=5-F, (1. 26)

Como el niumero de fases superficiales son dos (Fs = 2), existiran en este caso tres
grados de libertad, y puesto que la presién externa y la temperatura se mantienen
constantes, el sistema es monovariante, de forma que sélo se necesita especificar la
presién superficial para que quede perfectamente definido el estado del sistema. Puesto
que la composicién de las fases es fija (aunque la composicion total de la capa superficial
puede ser alterada como consecuencia del cambio de las cantidades de las dos fases).

En el momento en que esta monocapa inmiscible alcance la presion de colapso
de uno de sus componentes, aparece una fase adicional (la monocapa colapsada),
siendo en este caso C, = 2 (agua y aire), Cs = 2 (componentes Ay B) y F, = 3 (aire, agua y

fase colapsada), quedando la regla de las fases de la forma:

L=4-F, (1. 27)

Como Fs = 2, existiran dos grados de libertad, de tal forma que si se mantienen
constantes la temperatura y la presion externa, el valor de L se hace igual a cero, siendo
en este caso el sistema invariante, es decir, en estas condiciones (colapso de la
monocapa formada por los componentes inmiscibles) el sistema queda perfectamente
definido de modo que la presién de colapso es independiente de la composicién de la
monocapa mixta. El componente de la monocapa mixta que presenta menor presiéon
colapso es “expulsado” de tal monocapa a la misma presion superficial,

independientemente de la proporcion en que se encuentra la mezcla, Figura 1.4.H.
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Presion superficial ()

Presion superficial ()

Miscibilidad'

Area molecular (A)

Inmiscibilidad'

Area molecular (A)

Figura 1.4.H.- /sotermas rt-A tedricas para monocapas con componentes

miscibles e inmiscibles.
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La aplicacién de la regla de las fases presenta, por lo tanto, una gran importancia
como instrumento para detectar la miscibilidad o inmiscibilidad de los componentes de
la monocapa mixta. En el caso de que sean miscibles, es posible conocer el area
molecular parcial del componente mads facilmente colapsable, cuyo valor permitira
obtener una cierta informacién acerca de la magnitud de la interaccidon entre los
componentes. En efecto, en una mezcla de dos componentes 1y 2, uno de ellos, el mas
facilmente colapsable (por ejemplo el 2) es expulsado de la monocapa a una cierta
presion que depende de su composicidn de la monocapa mixta. Para el equilibrio que se
establece entre el componente presente en el monocapa y el que se encuentra en la

fase volumen colapsada, se puede escribir:

T (1. 28)

siendo 5 el potencial quimico del componente 2 en la monocapa, y |5 es el que tiene
la fase volumen. El primero es una funcién de la fraccién molar y de la presion superficial

(Adam N. K., 1956):

En donde pJ es el potencial quimico del componente 2 en el estado normal; X, su
fraccion molar; y, el coeficiente de actividad del componente 2 en el filme; 1, la presidn
superficial a la que es expulsado el mismo, y A su drea molecular parcial

Las ecuaciones (1.28) y (1.29) conducen a:

W=pl+R-T-In(y, Xy)+m-A (1. 30)

Diferenciando, se obtiene:

dinX, T diny,

A=—-R-T .
dr dm

(1. 31)

De acuerdo con la ecuacién 1.31, si el coeficiente de actividad se mantiene
constante, la representacion grafica de InX; frente a  conduce una linea recta cuya

pendiente permite conocer el valor de A.
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Si el valor del area molecular parcial del componente 2 coincide, o es muy
proxima con la extrapolada correspondiente a ese componente puro (Ao), indica que
este componente ocupa en el filme mixto de la misma area que cuando se encuentra
puro, comportdndose aquél de forma ideal. Por el contrario, si A es menor que Ao,
existird una condensacién superficial, como consecuencia de la interaccién entre los
componentes, y si A > Ag se tratard de una expansion.

El tratamiento que se acaba de sefialar, debido a Crisp (Crisp, 1949), solo es
vdlido cuando X, — 1, puesto que si X, — 0, entonces m — o0, lo que es inconsistente
con la experiencia, ya que si X, = 0 (entonces X; = 1), la presion debe coincidir con la
del colapso del componente puro 1.

Otro procedimiento de cdlculo del drea molecular parcial de un componente,
consiste en representar en un sistema de coordenadas del drea molecular media, a
presion y temperatura constante, en funcion del nimero de moléculas de uno de los
componentes que entra a formar parte de la pelicula, manteniendo constante la
cantidad del otro. La pendiente de esta curva en un punto proporciona el valor del area
molecular parcial del componente correspondiente a la composicién determinada por
dicho punto.

No obstante, este procedimiento es bastante inexacto debido a la dificultad de
trazar exactamente las tangentes. Por este motivo, se prefiere el método de la
interseccion, basado en el siguiente razonamiento.

De acuerdo con la definicion del area molecular media:

A
Ay =—— 1.32
(siendo N1y N2 el nUmero de moléculas de cada componente)
El valor de A viene dado por:
A == A1,2 : (Nl + Nz) (1 33)

Diferenciando (a N2 constante) y teniendo en cuenta que el area molecular parcial es:

T ( 0A
1 = aNl)NZ (1 34)
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Por lo tanto:

_ 04 04
A = ( 1’2) "Ny + A, + ( 61\22> N, (1. 35)
Ny

, 94
Sacando factor comun a ( 613‘2

) , esta igualdad se transforma en:
1 NZ

— aAl‘z
A=A, + <—6N ) - (N1 +Ny) (1. 36)
1 Ny

Ahora bien, la derivada con respecto al numero de moléculas N; se puede

transformar en derivada con respecto a la fraccion molar X, mediante la siguiente

&), -G, ) @3
1 Ny 2 Ny 1 Ny

relacion:

Y como X, = NAfN , al diferenciar, suponiendo N, constante, resulta:
1 2
(GXZ) N, 28
Ny, Ny ¥ ;)2 (1.38)

Que al introducir en 1.37 resulta:
04, (’)Alz) [ N, ]
~|N, =|—=|N, - |———— 1.39
<6N1) 2 (axz 2 | (N, + N,)? (1.39)

Y al sustituir este valor en la ecuacidn 1.36 se transforma en la expresion:

A, =4,,— X :
1 1,2 2 ( X, )NZ (1. 40)
O en la equivalente:
A, =A X :
1,2 1+ X, ( X, )NZ (1. 41)

Con arreglo a la ecuacién 1.41, si en un diagrama se representa el area molecular

media en funcidn de la fraccidn molar del componente 2, se obtiene una linea recta de
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cuya ordenada en el origen se puede calcular el drea molecular parcial del componente
1 (o del componente 2, si A1, se representa en funcion de Xi).

Cualquier tipo de interaccién entre los componentes, diferente a la existente
entre los mismos cuando forman un sistema ideal, se traducira en una alteracion del
valor del area molecular parcial, por lo que en el diagrama A-X se producird un cambio
brusco de la pendiente de la recta en el punto correspondiente a la concentracién a la
gue se verifica la interaccién.

Otra manera de conocer el grado de interaccion que se produce entre los
componentes miscibles de una monocapa mixta consiste en la aplicacién de un
tratamiento termodindmico desarrollado (Joos, Bull. Soc. Chim., 1969).

Si la fase colapsada se designa con el supraindice a, el potencial quimico de un

componente en esta fase sera:

W =p* + KT - InX{ (1.42)

En donde p;"“ es el potencial quimico del componente i en el estado normal.
Por otra parte, el potencial quimico del componente i en la monocapa (i7) viene

dado por (Defay, Prigogine, Bellemans, & Everett, 1966):

W=u+K -T-lny;- X; +m- A (1.43)

siendo uio’s el potencial quimico del componente i en la monocapa bajo las condiciones
estandar; y; el coeficiente de actividad; m la presion superficial y A; el drea molecular
limite.

En el colapso (equilibrio):

i = u (L. 44)

En una monocapa formada por el componente 1, puro, éste es expulsado de la misma a
su presion de colapso, mc1, y puesto que X; =1, X =1, y; = 1 se obtiene de la

ecuacion 1.42:

pé = e (1. 45)



1 INTRODCUCCION

Y teniendo en cuenta 1.43 y 1.44, resulta:

uet = plt e - Ay (1. 46)

En donde A; es el area molecular limite del componente 1 a su presidn de colapso, Tc,1.
Para una monocapa mixta en la que interviene el componente 1, se obtiene de

las ecuaciones 1.42, 1.43 y 1.44:

W + KTin X = i + KTlny, X7 + mo Ay (1. 47)

En donde m¢m es la presion del colapso de la monocapa mixta de una determinada
composicion X3 .

Sustituyendo la ecuacion 1.46 en 1.47, resulta:

Tem — T
XE=X] -y, -exp (ch—TClAl) (1. 48)

Y de forma similar, para el componente 2:

Moy — T
[ S
X3 =X5 v exp( KT -Az) (1. 49)
En donde i representa la presiéon de colapso del componente 2.

Recordando que X{* + X5 = 1, resulta:

Tem — T

TTem — T2
e Al AZ) (1. 50)

.A1)+X25-y2~exp( KT

1=Xf-y1-exp(

Si entre los componentes de la mezcla superficial no existe ninguna interaccion
distinta de la pueda existir entre las moléculas de los componentes puros, los
coeficientes de actividad y; y y, se pueden igualar a la unidad. Aplicando, entonces la
ecuacion 1.48 se puede obtener una curva ideal de nie,m frente a Xz (o frente a Xz), la cual
coincidira con la que se obtenga experimentalmente. Si esta curva ideal no coincide con
la experimental serd como consecuencia de la existencia de una interaccién diferente
entre los componentes de la mezcla, con relacidn a la existente entre los componentes
puros (Joos, Ruyssen, Mifones, Garcia Fernandez, & Sanz Pedrero, 1969) (Joos & Demel,
1969), lo que conduce a que los coeficientes de actividad y; y y, sean diferentes a la

unidad.
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Para tal mezcla no ideal, y; y ¥, estan relacionados con un parametro de

interaccion de acuerdo con la relacion:

y1 = exp[¢(x3)?] (1.51)

v2 = exp[§(x1)?] (1.52)

Por otra parte, los coeficientes y; y ¥, estdn relacionados entre si por la ecuacién de

Gibbs-Duhem:

X;-dlny, + X5 -dlny, =0 (1.53)

De modo que el pardmetro de interaccion en el colapso puede calcularse a partir de las
ecuaciones 1.50, 1.51y 1.52.
El conocimiento del parametro de interaccion & permite calcular la energia de

interaccion AE, definida por:

(1. 54)

Siendo E;; la energia de interaccion existente entre una molécula iy otra j.

En el caso de que los dos componentes de la monocapa mixta formen una red hexagonal
cuando se encuentran densamente empaquetados, de modo que cada molécula de un
componente se encuentre rodeada por otras seis del otro (z:L = 6) (Joos, Ruyssen,
Mifiones, Garcia Fernandez, & Sanz Pedrero, 1969) (Joos & Demel, 1969) (Levy, Benita,
& Baszkin, 1991) (Mestres, Alsina, Espina, Rodriguez, & Reig, 1992), se puede escribir:

_E-K-T

AE
z-L

(1. 55)

Este tratamiento puede aplicarse si no existe una gran diferencia de tamafio
entre los dos componentes. Si esto ocurre, el empaquetamiento es no hexagonal y varia
con la composicion del sistema mixto (Kasselouri, Coleman, & Bazskin, 1996).

Un procedimiento alternativo para caracterizar las interacciones que tienen lugar

en las monocapas mixtas consiste en utilizar la aproximacion desarrollada por Goodrich
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(1957) y por Pagano y Gershfeld (1972) en la que la energia libre de exceso se calcula de

acuerdo con la relacion:

T

T T
Aljz'dn_Xl'fAl‘dn_Xz'.I-Az'dn (156)
0

0

AGexc =N - f

0

En donde A1 es el drea molecular media ocupada por el filme mixto y A1 y Az son las
areas moleculares de los films puros.

Los valores del parametro de interaccion (a) a diferentes presiones superficiales,
asi como las correspondientes energias de interaccion (Ah) pueden calcularse a partir

de las ecuaciones:

— AGexc.
R-T -(X;-X2+X,-X?)

a (1. 57)

LN (1. 58)



JBJETIVOS







2 OBJETIVOS

Los primeros datos que evidenciaron los efectos cardioprotectores de los acidos
grasos w-3 surgieron a partir de los estudios realizados en los esquimales quienes a
pesar de tener una elevada ingesta de grasas (superior al 30% de los requerimientos
energéticos) presentaban una muy baja incidencia de enfermedades cardiovasculares,
identificandose como fuente dietaria de estas grasas los animales de origen marino
(mamiferos y pescados azules, ricos en estos lipidos) (Bang, Dyerberg, & Sinclair, 1980).
Estos resultados fueron confirmados en estudios realizados posteriormente en
poblaciones con una alimentacion similar (Kinjo, y otros, 1999) (Egert & Stehle, 2011) y
los efectos benéficos de los w-3 sobre las enfermedades cardiovasculares han sido
abundantemente documentados en estudios realizados en humanos y animales (Wang,
y otros, 2006) (Slee, McLennan, Owen, & Theiss, 2010). Algunos se atribuyen al EPA y
sus derivados metabdlicos (Wang, y otros, 2006) (Cottin, Sanders, & Hall, 2011), aunque
actualmente se plantea que el DHA seria un agente cardioprotector mds potente que el
EPA (Borghi & Cicero, 2006).

Estudios epidemioldgicos indican que el consumo de PUFAs omega-3 puede
afectar favorablemente a la salud cardiovascular. En este grupo de estudios se
encuentra el proyecto “The Seven Countries Study”, primer trabajo importante iniciado
en 1958 por el Dr. Ancel Keys, fisidlogo de la Universidad de Minessota, para investigar
la dieta de 12.763 hombres entre 40-59 afios pertenecientes a 7 paises (Finlandia, Italia,
Holanda, Grecia, Yugoslavia, Estados Unidos y Japon) en relacién con las enfermedades
cardiovasculares. Tras el seguimiento de los voluntarios, se publicaron en 1980 (Keys,
1980) los resultados en los que se concluye la existencia de bajas tasas de enfermedades
coronarias en la regiéon del Mediterrdneo gracias al elevado consumo de aceite de oliva
y de alimentos que constituyen lo que pasé a denominarse dieta del Mediterrdneo.
También se concluyé que un consumo de 30 g/dia de pescado reducia el riesgo de
mortalidad por enfermedad coronaria en un 50% en relacion a los voluntarios que no
consumian pescado (Kromhout, Bosschieter, & de Lezenne Coulander, 1985).
Posteriores estudios (Simopoulos A. , 2004) mostraron que las grasas poliinsaturadas

(PUFAs) reducen las lipoproteinas LDL Yy los triglicéridos, incrementado el colesterol HDL.
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El estudio "The Western Electric" determind que un consumo de mas de 35 g/dia
de pescado presentaba un riesgo relativo de mortalidad por enfermedad coronaria de
0,62 en comparacion con los que casi hunca consumian pescado (Daviglus, Stamler, &
Orencia, 1997), mientras que el proyecto "US Physicians' Health" demostré que el
consumo semanal de pescado estaba asociado a un riesgo relativo de 0,48 de muerte
subita cardiaca (Albert, y otros, 1998). En el mismo sentido, el estudio sobre "Prevencion
de aterosclerosis coronaria mediante intervencion con acidos grasos omega-3 de origen
marino" (también conocido por "SCIMO") demostré una reduccién en el desarrollo de
la aterosclerosis al administrar dosis bajas de PUFAs omega-3 (1,65 g/dia) (Von Schacky,
Baumann, & Angerer, 2001).

Otros estudios, como el “Diet and Reinfarction Trial (DART)” (Burr, Fehily, Gilbert,
& cols., 1989), el “GISSI-Prevenzione” (Hopper, Ness, Higgins, Moore, & Ebrahim, 1999)
o el “Lyon Heart” (Kris-Etherton, Eckel, Howard, & cols., 2001) redundan en la reduccion
de episodios coronarios, en una proporcion que va desde el 30% al 70%, como
consecuencia de la ingesta de pescado azul o de |a dieta tipo mediterranea, con aporte
de acido oleico y antioxidantes naturales, es decir, de acidos grasos insaturados.

Aunque aun no esta claro el mecanismo exacto mediante el cual los dcidos grasos
w-3 ejercen su efecto protector, se han propuesto varios mecanismos posibles, entre los

gue destacan los siguientes (Carrero, y otros, 2005):

1.- Reduccion de triglicéridos (TG).

Los triglicéridos elevados son un factor de riesgo independiente de las
enfermedades cardiovasculares, especialmente en individuos con valores reducidos de
colesterol HDL. La reduccién de TG generada por el consumo de w-3 es uno de los
efectos con mayor evidencia tanto en humanos como en animales (Nodari, y otros,
2011).. Estos acidos disminuyen el colesterol plasmatico y los niveles de TG a través de
la inhibicion de la biosintesis de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de
triglicéridos en el higado, sin alterar la biosintesis de lipoproteinas de elevada densidad
(HDL) (Manerba, Vizzardi, Metra, & Dei Cas, 2010). Otros estudios indican que la ingesta

de DHA y EPA reduce el aumento de triglicéridos tras el consumo de una dieta rica en
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grasas y, por tanto, produce un efecto beneficioso (Zampelas, Roche, & Knapper, 1998)
(Layne, Goh, Jumpsen, Ryan, & Chow, 1996).

Sin embargo, el efecto reductor de los niveles plasmaticos de TG, HDL y LDL
parece ser inverso cuando se ingieren aceites ricos en w-6 (Roth & Harris, 2010),
indicando que la relacién de acidos grasos w-3/w-6 en la dieta opera como un sensor

para la regulacién hepatica del metabolismo lipidico.

2.- Reduccion de la agregacion plaquetaria y la trombosis.

Cuando las células vasculares sufren algun tipo de dafio, se desencadena un
proceso inflamatorio que conlleva una respuesta inmune que conduce a la agregacién
plaquetaria, la formacién de trombos y la aoaricidn de placas de ateroma. El contenido
en acidos grasos de las plaguetas origina la produccién de tromboxano A; a partir de
eicosanoides de la familia w-6, o de tromboxano Az a partir de los de la familia w-3. Este
ultimo posee un efecto proagregante menor que el tromboxano A;, reduciendo, por
tanto, la agregacion plaquetaria y la trombosis (Schectman, y otros, 1996).

Ademas, el efecto ateroprotector de los omega-3 también parece proceder de
su incorporacion a los fosfolipidos de las membranas celulares, donde sustituyen
parcialmente al 4&cido araquiddénico (AA) produciendo eicosanoides menos

protrombadticos y vasoconstrictores que los originados por el AA (Connor, 2000).

3.- Reduccidn de la presion arterial.

La hipertension es uno de los factores mas importantes de riesgo de las
enfermedades cardiovasculardes. Entre otros efectos, la hipertensién activa Ia
produccién de moléculas de adhesién al endotelio de la pared arterial (Brown & Hu,
2001) contribuyendo al engrosamiento de la misma y al desarrollo de la aterosclerosis.
Los w-3 ejercen leves reducciones en la presién arterial (Wang, y otros, 2006) puesto
gue estimulan la produccién endotelial de dxido nitrico (Harris, 1996), el cual provoca
la dilatacidn de los vasos sanguineos, reduciendo la presidn sanguinea. No obstante, se
ha demostrado que sélo cantidades elevadas de aceites de pescado (un minimo de 3
g/dia) producen un descenso significativo de la misma (Appel, Miller, Seidler, &

Whelton, 1993) (Morris, Sacks, & Rosner, 1993). Las cantidades de pescado que habria
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gue consumir para obtener estas dosis efectivas son tan elevadas que en la practica sélo

se alcanzan mediante el consumo de suplementos o alimentos enriquecidos con w-3.

4.- Efecto antiarritmico.

Un corazén enfermo es susceptible de sufrir irregularidades en la actividad
eléctrica (arritmias), que en muchas ocasiones son la causa de muerte subita cardiaca.
Se ha sugerido que los w-3 podrian tener efectos antiarritmicos (Metcalf, y otros, 2007).
Su accidén reguladora cardiaca estaria relacionada con su capacidad para inhibir los
canales de calcio tipo-L en las células cardiacas, haciendo al miocardio menos sensible a
las arritmias peligrosas (Siscovick, Raghunathan, King, & Weinman, 1996) (De Deckere,
Korver, Verschuren, & Katan, 1998) (Adkins & Kelley, 2010) (Leaf, y otros, 2005).

Todos estos mecanismos que intentan explicar la accién cardioprotectora de los
acidos grasos w-3 se basan en la existencia de respuestas fisioldgicas a la ingesta de
alimentos ricos en estos acidos, echandose en falta una explicacién a nivel molecular de
los procesos que tienen lugar en el sistema grasa-colesterol, que en definitiva es el
responsable, por una parte, de la formacion del ateroma y de las consecuencias que se
derivan del mismo y, por otra, del efecto cardioprotector cuando la grasa esta

constituida por acidos w-3.
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Por ello, el objetivo de este trabajo es estudiar desde un punto de vista
molecular la naturaleza de las interacciones que se producen entre el colesterol y los
acidos grasos w-3, w-6 y w-9 existentes en la dieta alimentaria. Conocida la naturalezay
la magnitud de la interaccidn, se analiza con detalle la influencia que ejerce sobre la
misma la longitud de la cadena hidrocarbonada de los acidos grasos asi como el grado
de saturacion y la posicién de los dobles enlaces en la cadena alquilica. Con esta
finalidad, los acidos grasos a estudiar son el acido estedrico (18:0) (saturado), el acido
oleico (18:1) (monoinsaturado), los acidos poliinsaturados de la familia omega-3: a-
linolénico (18:3 w-3) y esteariddnico (18:4 w-3) y los acidos poliinsaturados de la familia
omega-6: linoleico (18:2 w-6), y-linolénico (18:3 w-6) y acido eicosadienoico (20:2 w-6).

Para llevar a cabo este estudio se hace uso de la técnica de monocapas Langmuir
de extensidn, la cual constituye un excelente modelo in vitro de la bicapa lipidica de la
membrana celular. En efecto, la orientacion de las moléculas extendidas en la interfase
aire/agua cuando forman parte de una monocapa de extension es tal que los grupos
polares de las moléculas se anclan en el agua, mientras que las cadenas hidrocarbonadas
apolares permanecen dirigidas hacia el aire. Esta disposicion es similar a la que posee la
bicapa lipidica de la membrana plasmatica.

Mediante esta técnica se llega a conocer el grado de interaccion existente entre
los componentes de la monocapa mixta formada por colesterol y por diferentes acidos
grasos. Con tal objeto, se compara el comportamiento de estas monocapas con el que
presentan los componentes puros. Con los datos obtenidos de esta comparacién se
determina la naturaleza de las interacciones (atractivas o repulsivas) y el grado de
intensidad de las mismas, calculando éste a partir de datos termodindmicos (energia
libre de exceso). Por otra parte, la observacién microscépica de las monocapas mediante
microscopia de angulo de Brewster (BAM) da informacidn de su morfologia y espesor,

lo que permite conocer la estructura de la monocapa a nivel molecular.
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El plan de trabajo que se ha desarrollado se puede resumir en las siguientes
fases:

1. Obtencidon de monocapas de componentes puros (acidos grasos y colesterol).
Registro de las isotermas presion superficial — area (m-A) bajo diferentes condiciones
experimentales.

2. Obtencién de imagenes BAM en diferentes estados superficiales de cada una de las
monocapas correspondientes a los componentes puros y registro del espesor de las
mismas.

3. Obtencién de monocapas mixtas formadas por colesterol y por cada uno de los
acidos grasos objeto de estudio. Registro de las correspondientes isotermas m-A.

4. Estudio de la morfologia mediante BAM de las monocapas mixtas obtenidas y
determinacion experimental del espesor relativo de las mismas.

5. Estudio comparativo de los sistemas mixtos de colesterol-acidos grasos.

Determinacién de parametros de interaccion.
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3.1 REACTIVOS, DISOLVENTES Y SUSTRATO ACUOSO

3.1.1 Sustancias utilizadas

Los reactivos comerciales utilizados en la elaboracién del presente estudio son de
pureza reconocida y fueron utilizados sin previos tratamientos de purificacion, ya que
éstos, llevados a cabo en condiciones que no reunen los requisitos exigibles a las
industrias de productos quimicos, pueden dar lugar a su contaminacién debido a la
presencia de sustancias tensoactivas en la atmdsfera.

Los lipidos objeto de estudio en el presente trabajo fueron colesterol, acido
estedrico, acido oleico, acido linoleico, acido alfa-linolénico, dcido gamma-linolénico,
acido esteariddnico y acido eicosadienoico; todos ellos suministrados por Sigma-Aldrich,
con una pureza igual o superior al 99%. Las formulas estrucurales correspondientes a los
lipidos estudiados aparecen recogidas en la Figura 3.1.A. Respecto al estado fisico, tanto
el colesterol como el acido estearico se presentan en forma de polvo blanco, mientras
que el resto se facilitan disueltos en etanol. Su almacenamiento se realizé atendiendo

las especificaciones de conservacion de los fabricantes.

3.1.2 Preparacion de las disoluciones de extension

Para la preparacion de las disoluciones de extensidon se estimd conveniente
emplear una concentracidn que estuviese en el intervalo comprendido entre 0.15 y 0.20
mg/ml, concentracidn suficientemente baja como para permitir que tras su depdsito
sobre la superficie del agua la presidn inicial ejercida por la monocapa fuese inferiora 1
mN/m. El empleo de disoluciones mas concentradas presenta el inconveniente de que
la adicién de una simple gota en exceso provoca una elevacién considerable de la
presidon superficial inicial. Por el contrario, la utilizacién de disoluciones mas diluidas
exige el depdsito de un volumen grande de las mismas y puede ocasionar

desbordamiento del agua de la subfase.
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Figura 3.1.A.- Estructuras moleculares de las sustancias estudicadas
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Como disolventes se utilizaron etanol y cloroformo, ambos adquiridos a Merck
KGaA.

Disoluciones de colesterol: el colesterol se disolvi6 en una mezcla de

cloroformo/etanol en proporcion de 1:1 (v/v).

Disoluciones de acidos grasos: los acidos grasos se disolvieron en una mezcla de

cloroformo/etanol en proporcion de 3:1 (v/v).

Las disoluciones de colesterol y acido estedrico se prepararon pesando una
cantidad determinada de dichas sustancias y diluyéndolos en la correspondiente mezcla
de disolventes.

Con los acidos grasos restantes, suministrados en disolucién, se prepararon
disoluciones “madre”, calculando en cada caso el volumen necesario para obtener la
concentracion deseada. A partir de éstas, se obtuvieron las disoluciones de extension.

Se le afadid a cada una de las disoluciones unas gotas de alcohol amilico (0,5%,
adquirido a Merk), con la finalidad de lograr una extension de la monocapa mucho mas
eficaz (Dervichian D., 1939) (Dervichian D., 1940) (Sanchez-Gonzalez, Cabrerizo-Vilchez,
& Galvez-Ruiz, 1999). La presencia de este alcohol en las disoluciones no afecta al
resultado de las monocapas puesto que se evapora inmediatamente después de la
deposicion.

Las disoluciones se guardaron de forma hermética en recipientes de vidrio opaco
que previamente habian sido limpiados con acido nitrico 65%, abundante agua destilada
y posterior secado en estufa. Dichos recipientes fueron almacenados en un desecador
herméticamente cerrado y saturado con vapor de los disolventes para evitar la
evaporacion de los mismos. El tiempo de almacenamiento nunca superé los tres dias.

La extensidon de las mezclas se llevd a cabo de modo que el nimero total de
moléculas depositado fuese siempre el mismo, varidndose para ello la cantidad de
moléculas de cada componente en la mezcla, de acuerdo con la fraccidon molar deseada.
El hecho de utilizar siempre el mismo nimero total de moléculas presenta la ventaja de
gue todas las isotermas m-A, correspondientes a las diferentes mezclas, se puedan
representar en un mismo grafico, sin necesidad de cambiar los ejes de coordenadas del

mismo.
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3.1.3 Soporte o sustrato acuoso

Las disoluciones de extensién se depositaron sobre agua desionizada de
resistividad 18 MQ-cm, obtenida por el sistema Milli-RO (Milli-Q) de ésmosis inversa,
fabricado por la firma Millipore, consistente en un prefiltro “Rogard” de 10 micras, que
se encarga de eliminar el cloro del agua y que va colocado en serie con un cartucho RO
de acetato de celulosa, el cual permite eliminar el 90% de los iones y el 99% de la materia
organica presente en el agua, obteniéndose ésta con la calidad de “grado de
laboratorio”.

A continuacidn, el agua se hace pasar a través del sistema Milli-Q, formado por un
filtro de carbdén activo, dos cartuchos de resinas de intercambio idnico y un filtro
“Organex”, que permite eliminar las Ultimas trazas de materia orgdnica. Finalmente
existe un filtro “Millipack”, que se encarga de retener las particulas o microorganismos
de tamafio superior a 0.22 nm. Llegado a este punto, el agua obtenida adquiere la
calidad de “grado de reactivo”. Esta agua ultra purificada fue la que se utilizé como
sustrato para la elaboracidn de las monocapas de la presente memoria.

El pH del agua desionizada utilizada para la realizacion de todos los estudios
expuestos en este trabajo se mantuvo en el intervalo de 6 - 7. Para su control, se
realizaron mediciones periddicas con un pH-metro o sensor electroquimico de

laboratorio.
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3.2 DESCRIPCION DE LOS DISPOSITIVOS DE MEDIDA

3.2.1 Balanza de superficies

Para el registro de las isotermas presion superficial-area (m-A) se ha utilizado la
balanza Nima 601BAM (Figura 3.2.A), manufacturada por la firma Nima Technology, Ltd.
(Coventry, Reino Unido). Estd compuesta por una cubeta de politetrafluoroetileno

(teflén), una barrera movil recubierta del mismo material y un sensor de presion.

Figura 3.2.A.- Esquema de una balanza superficial

El uso del tefldn, el cual es quimicamente inerte, hidrofdébico y oleofébico, evita la
cesion de iones al sustrato y se eliminan problemas existentes con las cubetas metaélicas
usadas hace afios (Mifiones Trillo, 1995). Por otro lado, este tipo de revestimiento
facilita la limpieza de la misma siendo resistente a la mayoria de las sustancias organicas.

La balanza presenta unas dimensiones de 7 cm de ancho por 85 cm de largo,
ofreciendo una superficie total de 600 cm?, aunque la superficie experimental utilizada
para la realizacion de las isotermas 1i-A de este estudio, fue de 500 cm?. El volumen total
de agua soporte necesitado para llenar la cubeta es de alrededor de 300 mililitros.

El segundo elemento importante es la barrera moévil que se apoya sobre los dos
bordes de la cubeta y se desliza longitudinalmente de un extremo al otro de la cubeta.

Esta barrera esta recubierta también de politetrafluoroetileno, material hidrofilico que
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evita que la pelicula se deslice por debajo de la propia barrera al someterla a compresién
pero permite que el sustrato pase por debajo. De esta manera, al mover la barrera se
consigue que la superficie de la monocapa se expanda o comprima, sin variar el volumen
de la subfase de agua.

En la cubeta existen unos topes para evitar que la barrera mévil entre en contacto
con el dispositivo de medida de la presién o que salga de la cubeta cuando invierte su
recorrido y llega al final del mismo. El movimiento de la barrera estd controlado por un
motor de alta precisidon, controlado mediante software por ordenador. Se puede
modificar la velocidad de compresion desde 10 cm?/min hasta 100 cm?/min. En el
presente estudio se mantuvo constante la velocidad de compresién a lo largo de todo el
trabajo, siendo ésta 50 cm?/min. Dicha velocidad se puede expresar también en funcién
del nimero de moléculas depositadas (como variacién del drea por numero de
moléculas y tiempo). En |la Tabla 3.2.A aparecen recogidas las velocidades relativas a los

diferentes niumeros de moléculas depositadas en el presente estudio.

Velocidad de compresion

, ; Velocidad de compresion
Numero de Moléculas P

(cm?/min) (A2/molécula-min)
2-101° 25
50 4-1016 12,5
6-101° 8,34

Tabla 3.2.A.- Velocidades de compresion relativas al numero de moléculas.

El tercer elemento de la balanza es el sensor de presion, situado en uno de los
extremos de la cubeta (Figura 2.2.B). Para determinar la presidn superficial se utilizé el
método de wilhelmy (Gaines G. L., 1977), el cual consiste en una ldmina de papel de
filtro (con dimensiones de 10 mm de ancho y 0.15 mm de grosor), sefialada con el
numero 1 en la figura, que mide la fuerza ejercida hacia abajo por la superficie del agua
contenida en la cubeta. Dicha [dmina estd unida al sensor de presién mediante dos
ganchos en forma de “S” enlazados en serie a un pequefio alambre que sobresale del
sensor. Un dispositivo de elevacién (niumero 2) permite subir o bajar la lamina hacia la

superficie del liquido.
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Figura 2.2.B.- Sensor de presion.

El sensor de presion tiene una espiral magnética y un brazo mévil (nimero 3) que
estd iluminado por un diodo infrarrojo (nUmero 4). La sombra producida por el brazo
incide en dos detectores de infrarrojos (nimero 5) y el control electréonico mantiene el
brazo fijo de manera que la sombra incidente en cada detector sea siempre la misma.
La fuerza requerida para mantener el brazo fijo se calcula midiendo la corriente que pasa
por la espiral. La resolucion es de 0.1 mg y la precision viene determinada por la anchura

de laldmina; para unalamina de 10 mm de ancho, es factible una precision de 0.1 mN/m.

Todas las operaciones de la balanza Nima estan controladas por un programa de

ordenador, registrandose en la pantalla del mismo las isotermas 7©-A correspondientes.

Por ultimo, la balanza presenta un serpentin situado en el fondo de la cubeta que
se conecta a un circuito de refrigeracion con el fin de mantener en todo momento el
control de la temperatura con la ayuda de un ultratermostato de circulacion (Digit-Cool)
con una estabilidad de +0,1 °C. El rango de temperaturas permitidas por el fabricante
para este modelo de balanza comprende desde 10 °C hasta 30 °C. La temperatura de la
subfase se mide con un termdémetro sumergido en la zona de la misma donde no se

deposita monocapa.
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3.2.2 Microscopio de angulo de Brewster

3.2.2.1 Fundamento

El conocimiento de la morfologia y espesor de los films extendidos en la
interfase aire/agua es de considerable interés practico, ya que, dependiendo de su
estructura, la monocapa presenta propiedades diferentes que repercuten en el
comportamiento global del sistema. En los ultimos afios se han obtenido notables
progresos en la caracterizacidon estructural de las monocapas, utilizando para ello
nuevas técnicas de observacion, tales como difraccidon de rayos X (Kenn, B6hm, Bibo,
Peterson, & Mohwald, 1991) (Paudler, Ruths, & Riegler, 1992), microscopia de
fluorescencia (Mohwald, 1990) (McConnell H. , 1991) y, mas recientemente,
microscopia de angulo de Brewster (BAM) (Hénon & Meunier, 1991) (Honig &
Mébius, 1991) (Mébius, 1998).

Esta ultima, que es la utilizada en este trabajo, presenta la ventaja sobre las
demads técnicas microscopicas de que permite revelar la existencia de dominios e
irregularidades en los filmes (Vollhardt, 1996) sin necesidad de adicionar a la
monocapa ninguna sustancia extrafia, como por ejemplo un marcador fluorescente,
que puede alterar el estado fisico de la misma (Losche, Sackman, & Moéhwald, 1983).
El fundamento de esta técnica es el siguiente (Lheveder, Meunier, & Hénon, Physical
Chemistry of Biological Interfaces, 2000): cuando la luz blanca (luz no polarizada)
incide sobre la superficie de separacion de dos medios transparentes, no
absorbentes, parte de la misma se refracta y parte se refleja (Figura 3.2.C). La luz
reflejada estd siempre parcialmente polarizada, con su plano de polarizacién
perpendicular al plano de incidencia. Del mismo modo, la luz refractada también esta
polarizada, pero en este caso la direccidon del plano de polarizacion es paralela al
plano de incidencia. La intensidad de la luz reflejada depende del angulo de incidencia
(61), asi como de la naturaleza de la interfase, utilizandose la reflectividad
(reflectancia) como una medida de la misma. Esta magnitud viene definida por la

relacion entre la intensidad de la luz reflejada y la de la luz incidente.
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Monocapa

Figura 3.2.C.- Polarizacion de la luz por reflexion.

Para una interfase Fresnel, es decir, una interfase plana entre dos medios
isotropicos en la que el indice de refraccion cambia bruscamente desde ni (indice de
refraccion del medio incidente) hasta n; (indice de refraccion del segundo medio), la

reflectividad viene dada por las férmulas de Fresnel:

a) Lareflectividad del rayo reflejado p-polarizado (polarizacidn paralela al plano de

incidencia) es:

[tan(ei -0, (3.1)
)=

tan(0; + 06,)

b) La reflectividad del rayo reflejado s-polarizado (polarizacion perpendicular al

plano de incidencia) es:

S

_[sen(6;—6,) 2 (3.2)
B [sen(@i +0,)

en donde O; es el angulo de refraccion:

ng-senB; =n, -senb, (3.3)

La Figura 3.2.D muestra las reflectividades Ry y Rs, en funcién del angulo de

incidencia, para n1 =1 (aire) y n, = 1,33 (agua).
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Figura 3.2.D.- Reflecividades R, y Rs en funcion del dngulo de incidencia.

Como puede observarse, Rs aumenta a medida que lo hace el angulo de incidencia,
mientras que R, disminuye al principio hasta un valor 0 y luego aumenta hasta 1. El
angulo de incidencia para el cual Rp = 0 recibe el nombre de dngulo de Brewster. La
ecuacion (3.1) muestra que esto sucede cuando tan(0; + 0,) es infinito, es decir,

cuando:

T
0+ 0, = 5 (3.4)

lo que significa que los rayos reflejado y refractado son perpendiculares entre si.
Las dos ecuaciones (3.3) y (3.4), en el angulo de Brewster, permiten escribir:

n, senB; senb; (3.5)
= = = tan O epster

n, sen6, coso;
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Figura 3.2.E.- Reflectividades R, y Rs en funcion del dngulo de incidencia para una
monocapa de indice de refraccién 1,5 y espesor 20 A.

De acuerdo con esto, si la luz incidente es p-polarizada, no existe nada de luz
reflejada cuando el dngulo de incidencia coincide con el de Brewster, el cual, en el caso
del agua, es aproximadamente de 53°. Si se deposita una monocapa sobre la interfase,
cambia el indice de refracciéon del medio (pasa de ser 1.33, que es el indice de refraccién
del agua, a 1,50 aproximadamente, en una monocapa de 20 A de espesor),
modificandose por ello el valor del angulo de Brewster y aumentando la reflectividad
hasta un valor del orden de 5-10™ en las proximidades de tal angulo (Figura 3.2.E). Esta
pequefiia reflectividad es suficiente como para que se pueda visualizar la monocapa, que

se manifiesta como una imagen clara sobre un fondo oscuro, correspondiente al agua.

La caracterizacion cuantitativa del espesor de la monocapa por elipsometria
requiere un analisis mas complicado (Azzam & Bashara, 1992). En efecto, la intensidad
de luz reflejada bajo el dngulo de Brewster depende del espesor y de las propiedades

Opticas del filme, estando relacionadas tales magnitudes mediante la ecuacién:
I=|Rp|-2=cCc-d-2 (3.6)
en donde | es la reflectividad relativa (definida como la relacion entre la

intensidad reflejada, Ir, y la intensidad incidente, lIp) C es una constante; d es el

espesor de la monocapay R, es la reflectividad del rayo reflejado p-polarizado, la cual
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depende de un conjunto de pardmetros dpticos, tales como longitud de onda de la
luz, indices de refraccién del aire, de la monocapa y del agua y angulos de incidencia
de la luz relativos a los planos de incidencia del aire, de la monocapa y del agua. Con
frecuencia, algunos de estos parametros son desconocidos, especialmente el indice
de refraccién de la monocapa, pero ello no es ébice para poder conocer el espesor
(relativo) del filme en un determinado estado superficial con relacién a otro diferente
(de Mul & Mann Jr., 1998), de modo que en muchas ocasiones no interesa tanto el
conocimiento del espesor real de la monocapa, sino su variacion a medida que se
comprime la misma. No obstante, recientemente se han desarrollado modelos
tedricos para calcular los valores reales del espesor (Overbeck, Honig, Wolthaus,
Gnade, & MoObius, 1994) (Overbeck, Honig, & Mobius, Thin Solid Films, 1994)
(Weidemann, Gehlert, & Vollardt, 1995).

3.2.2.2 Caracteristicas del microscopio bam

Como se ha indicado en el apartado anterior, la reflectividad correspondiente al
rayo reflejado p-polarizado por una interfase, es muy baja (del orden de 108 para el caso
del agua), y aumenta unas mil veces cuando se deposita una monocapa sobre la misma.
Pese a este aumento, la observacion de la luz reflejada por el filme requiere unas
condiciones experimentales que garanticen un angulo de incidencia correcto, asi como
una buena polarizacion del haz incidente, ya que de lo contrario la reflectancia de la
monocapa puede verse enmascarada por la del agua. De ahi que se necesite una
precision en el angulo de Brewster de 0,01°, la cual es posible obtener mediante un laser,
asi como un buen polarizador que sélo permita un error en el angulo de polarizacién de
0,02°. Ademas, el haz incidente debe ser de alta intensidad y la cdmara de video de

elevada sensibilidad.

En el primer microscopio BAM (Figura 3.2.F), el objetivo era el de un microscopio
de gran apertura numérica (0,4), que recogia la luz reflejada y dispersada de la superficie
para formar una imagen en una camara de video. Este objetivo era desplazado por

medio de un motor, con el objeto de escanear la interfase. Las sucesivas imagenes
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formadas en la camara se procesaban en un ordenador que reconstruia la imagen

completa (definitiva).

polarizador

Linea enfocada

Figura 2.2.F.- Esquema de un microscopio de dngulo de Brewster.

Posteriormente, el objetivo microscoépico fue reemplazado por una lente de
pequefia apertura, al objeto de aumentar la profundidad de foco y conseguir de esta
forma un mayor campo de observacion, evitdndose el escaneado de la superficie. Con
esta modificacion se consigue disminuir el tiempo de reconstruccién de la imagen, pero
ésta era borrosa en sus bordes. Con la finalidad de obtener una imagen de buena calidad
y, a la vez rapida, se empleé mas tarde un objetivo de gran apertura numérica (0,97),
colocado verticalmente sobre la superficie del agua, con el que se obtiene una gran
distancia focal (3 mm) (Lheveder, y otros, 1998). Un agujero practicado en las lentes del

objetivo permite la iluminacion de la superficie del agua bajo el dngulo de Brewster.

Las medidas elipsométricas y las imagenes BAM que figuran en esta memoria
fueron obtenidas utilizando un instrumento disefiado por Overbeck (Overbeck, Honig,
& Mobius, 1993) y comercializado por NFT (Go6ttingen, Alemania) bajo el nombre de
BAM 2 plus (Figura 3.2.G), equipado con un laser de 30 mW, que emite luz p-polarizada
con una longitud de onda de 690 nm, la cual es reflejada en la interfase aire-agua con

un angulo de 53,1° (dngulo de Brewster).

Esta luz reflejada atraviesa primero una lente, después un analizador y finalmente

se recoge en una camara CCD. La resolucidén lateral del instrumento es de 2um vy las
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imagenes obtenidas fueron digitalizadas y procesadas para conseguir una éptima

calidad, correspondiendo las imagenes mostradas en esta memoria a 768 x 572 pixeles.

Figura 2.2.G.- Balanza de superficies Nima y BAM 2000 Ellipsometer.

El equipo experimental consta de tres partes: unidad dptico-mecanica, unidad de

control electrénico y ordenador personal (software) (Figura 3.2.H).

Brazo del laser Puente de montaje “z-lift” Brazo del
., escaner

CCD

™

Goniémetro del ] Analizador Gonidmetro del
laser Polarizador Escaner escaner

Subfase

Figura 3.2.H.- Dispositivo experimental del BAM con sus componentes.
La unidad éptico-mecdnica consta, a su vez de tres partes:

1. Puente de montaje. Soporta el brazo del escaner y el del laser y permite el

movimiento de la unidad en la direccidn vertical, debido a un motor que lleva acoplado
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una excéntrica. Con el mismo se puede conseguir un desplazamiento de unos 10 mm.

La funcién que controla dicho movimiento se denomina “z-lift”.

Por otra parte, esta unidad también permite variar el dngulo de inclinacién del
brazo del laser y el del escaner, de forma independiente o acoplada. Tales movimientos
estdn controlados por sendos gonidmetros, permitiendo modificar de esta forma el

angulo de incidencia del laser sobre la interfase.

2. Brazo del laser. Contiene el Iaser, que emite una radiacién de longitud de onda
690 nm y de potencia 30 mW. En este brazo también se encuentra un polarizador que
asegura que el haz sea p-polarizado con respecto al plano de incidencia. Esto se lleva a
cabo rotando el polarizador hasta conseguir que la sefial observada sea minima.

Mecanicamente, esto se consigue mediante una excéntrica.
3. Brazo del escaner. Contiene tres componentes:

a) CCD camara: Convierte la sefial de intensidad reflejada por la muestra en
una imagen de video, que puede ser observada en el monitor. Dichas imagenes
poseen una resolucion de 2 um. El ordenador permite controlar la ganancia,
dependiendo de la intensidad de luz recibida, asi como el nivel de negro, con el fin de
obtener una imagen con suficiente contraste. La camara presenta, ademas,
diferentes velocidades de “shutter”, es decir, diferentes tiempos de exposicidon que
impiden la saturacién de la camara cuando la intensidad reflejada. es elevada. Los
distintos valores de “shutter” se expresan en fracciones de segundo (tiempo de
exposicion). El aparato dispone de cuatro: 1/50s; 1/125s; 1/250s y 1/500s. Los valores
mas altos (1/500s) corresponden a los menores tiempos de exposicion y, por tanto,

deberan utilizarse cuando la cantidad de luz reflejada sea elevada.

Una funcién adicional de la cdmara es la denominada “gamma”, que permite
obtener una respuesta de intensidad no lineal, consiguiéndose con ello una

amplificacién de las sefiales débiles, que se traduce en una imagen mas uniforme.

b) Analizador: Permite obtener informacién adicional acerca de la
anisotropia de la muestra, ya que girando el mismo se consigue que varie la relaciéon

s/p de la luz reflejada (componentes perpendicular y paralela al plano de incidencia,
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respectivamente), observandose una inversion del contraste de la imagen cuando los
dominios observados son dépticamente anisotrépicos. De este modo se consigue
distinguirlos de otros contrastes causados por diferencias de densidad o de espesores
en peliculas isotrépicas. Estas ultimas conservan el estado p-polarizado de la luz

incidente.

El analizador se puede retirar del haz de luz reflejada hacia la camara
haciéndolo girar un angulo superior a 200°. Las posiciones mas utilizadas del mismo
son en los alrededores de la p-posicion (0°) y de la s-posicién (90°). Para peliculas
delgadas anisotrdpicas suele observarse inversidon de contraste girando el analizador

en el rango de 702-110¢9.

c) Escaner: Consta de un dispositivo mecanico que permite mover el objetivo
alolargo de su eje dptico con el fin de enfocar todas las zonas de la imagen, de modo
que la imagen final construida a partir de las diferentes zonas escaneadas durante su

movimiento se encuentre perfectamente definida en todas sus partes.

La utilizacién del escaner presenta el inconveniente de que el procesado de
la imagen final requiere un tiempo mucho mayor que el que se necesita para obtener
una imagen simple, siendo necesario, por lo tanto, que la zona de observacién
permanezca inmdvil durante todo el proceso, lo que en ocasiones es dificil de

conseguir.
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3.3 TECNICA OPERATORIA

3.3.1 Registro de isotermas m-a

Para obtener las isotermas de compresién n-A, es decir, una representacion de la
presion superficial (w) frente al area molecular (A) ocupada por la sustancia extendida
en monocapa, previamente se debe limpiar la cubeta con alcohol absoluto (Merck) y
posteriormente con agua destilada, repitiendo este proceso varias veces. Para la

limpieza de la barrera se utiliza el mismo procedimiento.

A continuacidn se llena el depdsito con la disolucién soporte, de tal forma que la
superficie del sustrato quede 1 mm por encima de los bordes de las cubetas.
Seguidamente se introduce en el sustrato la [dmina de Wilhelmy, de papel de filtro, de
modo que quede sumergida una tercera parte de la misma. Finalizada esta operacién,
se ajustan a cero las posiciones de las barreras y las indicaciones de presién superficial,
mediante el programa del ordenador, introduciéndose en el mismo las condiciones de
la experiencia que se va a realizar (masa molecular de la sustancia a extender,
concentracion de la disolucidon de esparcimiento, volumen de depdsito, temperatura,

numero de moléculas depositadas, etc.).

La balanza no necesita ser calibrada cada vez que se hace una experiencia, sino
gue basta con una calibracién de vez en cuando, que se realiza mediante un proceso de
pesada, colocando en cada sensor un peso conocido. Este valor, junto con la geometria

de la placa de Wilhelmy, es introducido como dato en el ordenador.

Para el depdsito de las disoluciones de extensién se utilizd una micropipeta
Microman Gilson m250, con rango de volumen desde 50 uL hasta 250 uL, de precisién
0,2 ul, y se lleva a cabo esparciendo pequefias gotas de dicha disolucién sobre todo el
area disponible de la superficie del sustrato.Una vez extendida la disolucién sobre la
superficie de la subfase se esperan cinco minutos antes de proceder a su compresion,

con el fin de conseguir la evaporacion del disolvente.
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3.3.2 Obtencidon de imagenes bam y medida del espesor relativo

Tal como se indicd antes, para la realizacion de nuestros estudios el microscopio
de angulo de Brewster se ha adaptado a la balanza de superficies Nima. Ambos
dispositivos experimentales se encuentran situados, a su vez, sobre una mesa anti-
vibracional y en el interior de una vitrina completamente cerrada con el fin de evitar las

corrientes externas de aire y la contaminacion por el polvo atmosférico.

Con el fin de obtener imagenes de la mejor calidad y con un elevado grado de
contraste, es necesario colocar en el fondo de la balanza un cristal negro, de forma
trapezoidal, justo en la zona en donde va a tener lugar la observacién microscépica, de
modo que el haz de luz refractado incida sobre la region del plano inclinado del cristal
(Figura 3.3.A). De esta forma, el cristal acta como una “trampa” de luz, absorbiendo el
rayo refractado, que suele contener mds del 90% de la energia incidente. Esto también
supone la absorcion del calor procedente del laser, evitando asi una subida brusca de

temperatura en la zona de incidencia de la monocapa.

haz reflejado

las@r (eje optico) /v

yd
AIRE // | )

AGUA

Figura 3.3.A.- Posicion del cristal negro en el fondo de la cubeta.

Una vez colocado el cristal y antes de extender la monocapa, se procede a ajustar
el angulo de incidencia del laser al valor de 53° (dngulo de Brewster para la interfase
agua/aire). Posteriormente, manipulando el z-lift, se mueve el conjunto &ptico-
mecanico hasta conseguir visualizar la imagen de la interfase. Superada esta fase, se
procede al esparcimiento de la sustancia a estudiar. Para conseguir una mejor

visualizacién de las imdagenes, se ajustan los parametros de la cdmara a las condiciones
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mas favorables, eligiendo para ello el shutter, control de ganancia, gamma, etc, mas

adecuados.

Para medir el espesor relativo de la pelicula se necesita realizar un precalibrado
de la camara, puesto que ésta realmente no mide intensidades reflejadas (1), que es la
magnitud que esta relacionada con el espesor de la monocapa, sino niveles de grises
(GL). Por lo tanto, es necesario conocer la relacidon entre ambos parametros, la cual fue
establecida por Rodriguez Patino y colaboradores (Langmuir, 1999) (Food Hydrocolloids,
1999) (Langmuir, 2001) para diferentes velocidades de shutter (tiempos de exposicidn
de la cdamara). A partir de las relaciones obtenidas en cada caso, se puede conocer la
reflectividad relativa () midiendo los niveles de grises de las imagenes obtenidas
durante la compresidon de las monocapas y, en consecuencia, determinar el espesor
relativo de las mismas, puesto que, como se indicé en diversas ocasiones, ambos
pardmetros se encuentran relacionados entre si por la ecuacién de Fresnel, recogida en

la ecuacioén (2.5).

Cada vez que se realiza la compresion de una monocapa, se inicia
simultdneamente la medicién del espesor. Con la balanza nima, obtendremos los valores
de presidn superficial y el drea molecular ocupada por el film (isotermas m-A) en funcién
del tiempo al que se registran cada uno de los valores. Por otro lado, con el microscopio
BAM obtendremos los niveles de grises y el espesor en funcion del tiempo. En
consecuencia, se obtienen curvas d-m (espesor relativo en funcién de la presidon
superficial), asi como curvas d-ni-t, en las que se representa simultdaneamente el espesor

relativo y la presién superficial, en funcién del tiempo (t).

La interpretacién de los espesores registrados se llevé a cabo mediante la
asociacién de dichos valores con los tamafios y configuraciones moleculares de las
sustancias objeto de estudio registradas en la base de datos del Centro Nacional

estadounidense para la Informacion Biotecnoldgica (NBCl-pubChem).
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4.1 COLESTEROL

4.1.1 Isoterma n-A y moédulo de compresibilidad
En la Figura 4.1.A se muestra la isoterma m-A correspondiente a la monocapa de
colesterol obtenida mediante el depésito de 4-10%® moléculas sobre agua desionizada a
la temperatura de 20 °Cy a pH 6-7. Como se puede observar, el colesterol forma una

monocapa muy condensada, caracteristica de un estado sdlido.
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Figura 4.1.A.- /soterma ri-A de la monocapa de colesterol, correspondiente al depdsito de 4-10%°
moléculas, extendida sobre agua a pH 6-7 y comprimida a la velocidad de 50 cm?/min.
En el interior, representacion del modulo de compresibilidad frente a la presion.

El drea limite o area extrapolada obtenida a presidon cero (Aos)) es de 38,6
A2/molécula, valor similar al registrado en la bibliografia por otros autores. Seoane y
Makyla registran un valor de 39 A2/moléculas (Seoane, y otros, J. Phys. Chem. B, 2000)
(Makyla & Paluch, 2009); Motomura y Takano obtienen un valor de 38,5 A2/molécula

(Motomura, Terazono, Matuo, & Matuura, 1976) (Takano, Ishida, Iwahashi, Araki, &



4 RESULTADOS Y DISCUSION

Irimaya, 1997); Miiller-Landau reporta un valor de 38,4 A2/molécula (Miiller-Landau &
Cadenhead, 1979); mientras que Ries registra un valor de 37,8 A2/molécula (Ries Jr. &
Swift, 1978). Cuando el sustrato es una disolucién tamponada de pH 6, los valores que
figuran en la bibliografia son del orden de 39 o 40 A%/ molécula, lo mismo que en
subfases de NaCl 0,01 M, tampdn fosfato 0,04 M (Lundberg, 1973). Sin embargo, sobre
tampones de Briton-Robinson el valor de Ao resultd ser de 43 A2/ molécula (Taneva &

Keough, 1997).

Un parametro caracteristico de las monocapas es la presion de colapso, ya que su
valor es una medida de la fuerza con la que el film se adhiere al sustrato acuoso, es decir,
nos informa acerca de la mayor o menor polaridad de los grupos hidrofilicos de las
moléculas que constituyen la monocapa. Cuando la monocapa de colesterol alcanza un
area de 36,1 A2/molec se produce el colapso de la misma, registrandose un valor 44,55
mN/m para la presién de dicho colapso, proximo al obtenido por otros autores (Makyla
& Paluch, 2009) (Seoane, y otros, J. Phys. Chem. B, 2000) (Hac-Wydro & Wydro,
Chemistry and Physics of Lipids, 2007).

Una forma complementaria de evidenciar el comportamiento de las monocapas
consiste en representar el mddulo de compresibilidad superficial (Cs) en funcién de la
presién superficial o del area molecular. El médulo de compresibilidad representa una
medida de la pendiente de las curvas m-A, es decir, la rigidez de la monocapa, y viene

definido por la expresion:

d
Cil=—A- (d_Z (4. 59)

Su valor depende del estado superficial del film, de modo que cuanto mayor sea,
mas rigida y, por tanto, menos compresible es la monocapa (Davies & Rideal, Interfacial
phenomena, 1963).

La representacion grafica del médulo de compresibilidad de la monocapa frente
a la presidn superficial se muestra en el recuadro interior de la Figura 4.1.A. A la presiéon

de 5 mN/m el aumento del médulo de compresibilidad con la presion se estabiliza,
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manteniéndose constante hasta una presién de 10 mN/m, dando asi lugar a una meseta
con valor de Cs* = 370 mN/m que puede ser atribuida a un cambio de fase sdlido-sélido
de segundo orden, puesto que en la isoterma 1-A no se pone de manifiesto mediante la
existencia de un plateau (meseta) de presidén constante como sucede en las transiciones
de fase de primer orden. Posteriormente, la curva Cs' -1t retoma su escalada ascendente
hasta alcanzar un valor maximo de 793 mN/m, coincidiendo con una presion superficial
de 25,3 mN/m. Como se puede observar, el maximo valor obtenido de Ci! es
extraordinariamente elevado, tratdndose por tanto de una monocapa en estado
superficial sdlido, de acuerdo con los valores establecidos por Davies y Rideal (antes
citados). Resultados similares fueron obtenidos por Baglioni y otros autores (Baglioni,
Cestelli, & Dei Gabrielli, 1985) (Luckham, Wood, Frogatt, & Swart, 1993) (Fidelio,
Maggio, & Cumar, 1986). Aunque en la bibliografia también existen otros valores mas
dispares, como los de 650 mN/m que obtiene Makyla (Makyla & Paluch, 2009) o los 900
mN/m de Hac-Wydro (Hac-Wydro & Wydro, Chemistry and Physics of Lipids, 2007).
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4.1.2 Microscopia de angulo de Brewster

4.1.2.1 Espesor y configuracion molecular

El registro del espesor relativo de la monocapa en funcidn del drea ocupada por
la misma permite obtener mds informacion sobre la orientacién molecular de la
monocapa de colesterol (Figura 4.1.B). Como se puede observar, el film de colesterol se
mantiene sobre la superficie acuosa con un espesor de 0,25 nm mientras se encuentra
en estado gas. Al comprimir la monocapa y alcanzar el valor de 52 A2/molécula el
espesor experimenta un aumento instantaneo pasando bruscamente de 0,25 nma 1,15
nm. A este valor comienza una falsa meseta (“seudomeseta”) en la que el espesor
continda incrementandose paulatinamente hasta alcanzar al final de la misma un
espesor de 1,5 nm. A partir de este momento existe de nuevo un incremento brusco del

espesor, estabilizandose en un valor promedio aproximado de 2,5 nm en una region en

la que existen grandes picos de espesor.
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Figura 4.1.B.- Isoterma n-A y curva del espesor relativo de la monocapa de colesterol, extendida
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sobre agua a la temperatura de 20 °C, con un depdsito de 4-10% moléculas y comprimida

a la velocidad de 50 cm?/min.
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En esta figura se observa con claridad la existencia de un desfase de unos 14
A2/molécula entre el incremento repentino del espesor y el incremento de la presién.
Esta circunstancia es debida a que el microscopio de dngulo de Brewster estd situado en
la balanza de Langmuir en un lugar mas préximo a la barrera movil que comprime la
monocapa que a la lamina de Wilhelmy que mide la presidn superficial. De este modo,
a medida que se comprime la monocapa, el microscopio de Brewster recibe antes la
informacién del estado de la misma que el sensor de presién superficial (ldmina de
Wilhelmy). Ademas, la condensacion de la monocapa comienza por la regién mas
cercana a la barrera de compresion, por lo que cuando al microscopio le llega la
monocapa condensada (en fase sdlida), a la ldmina de Wilhelmy todavia le estd llegando
la monocapa en estado expandido (fase gas). Por ello, se registra antes el incremento
del espesor que el de la presion superficial. Este “decalaje” es mas acusado cuando se
comprimen sustancias que forman monocapas condensadas, en cuyo caso al comprimir
la monocapa su desplazamiento desde la barrera movil al sensor de presién es muy
lento. Este es el caso del colesterol, cuya monocapa es muy rigida. Sin embargo, cuando
se alcanza el colapso, desaparece este desfase debido a que en esta situacién la distancia
barrera-lamina es muy pequeia y, ademas, el colapso se transmite instantaneamente a
todo el conjunto de la monocapa, llegando al mismo tiempo la informacién al
microscopio y al sensor de presion.

De acuerdo con lo anterior, si no existiese este desfase la curva de espesor en la
Figura 4.1.B coincidiria mas o menos con la de la presidn superficial, por lo que el primer
incremento brusco del espesor desde 0,25 nm a 1,15 nm debe atribuirse a la transicién
gas-solido de la monocapa, visualizada en la isoterma m-A por el aumento casi
instantaneo de la presion superficial desde m = 0 a m = 43 mN/m, aproximadamente. Del
mismo modo, la falsa meseta de espesor comprendida entre 1,15 nmy 1,5 nm, previa
al colapso de la monocapa, podria deberse a un cambio conformacional de la molécula
de colesterol, tal como se verd mas adelante. Llegado al colapso, el incremento brusco
del espesor desde 1,5 nm hasta 2,5 nm se atribuye a la formacién y crecimiento de los
nucleos de fase colapsada, puestos de manifiesto en las imagenes BAM que se

describiran mas adelante.
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Para determinar la configuracién de las moléculas de colesterol en las diferentes
fases de la monocapa y poder confirmar lo hasta aqui expuesto, se debe medir
previamente la longitud de la molécula, prescindiendo del grupo hidroxilo ya que en la
monocapa este grupo se encuentra sumergido en el agua del sustrato. Por ello,
tomamos como punto inicial de medida la posicion del C 3 del anillo
ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano, donde se encuentra anclado el grupo OH
al sustrato, y medimos la longitud de la molécula hasta la posicion 17, de donde parte la
cadena alifatica ramificada de 8 atomos de carbono. Segun la base de datos del Centro
Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NBCI - PubChem), esta distancia es de 8,71
A. Por otro lado, la longitud de la cadena alifatica puede variar desde 2,55 A hasta 5,5 A
(NBCI — PubChem) en funcion de si la cadena se encuentra orientada
perpendicularmente o paralelamente con relacién al eje principal de la molécula.
Teniendo en cuenta estos datos, la maxima longitud posible de una molécula de
colesterol (con la cadena alifatica perpendicular a la superficie del agua) formando parte
de una monocapa seria de 14,21 A, valor muy préximo al del espesor que hemos
obtenido al inicio del colapso (1,5 nm, es decir, 15 A).

Por otro lado, la longitud del colesterol cuando su cadena alifatica se dispone
paralelamente al sustrato, manteniéndose el anillo esterano perpendicular al mismo, es
de 11,26 A, valor también muy préximo al del espesor registrado al inicio de la
“seudomeseta” (1,15 nm). En este caso existe también la posibilidad de que la molécula
de colesterol presente otras configuraciones, por ejemplo, que el anillo esterano no se
encuentre orientado completamente de forma perpendicular a la superficie del
sustrato, o que el resto alifatico no se encuentre del todo orientado horizontalmente,
sino formando un cierto dngulo con el eje horizontal. Estas opciones se desecharon al
entender que presentan menos estabilidad termodinamica.

Por ultimo, el espesor obtenido experimentalmente para la monocapa de
colesterol durante la fase gas ha sido de 2,5 A (0,25 nm). Para alcanzar este valor tan
bajo, el anillo ciclopentanoperhidrofenantreno no puede estar orientado verticalmente
respecto al sustrato, sino con una cierta inclinacién, al tiempo que la cadena alifatica

debe estar orientada paralelamente a la superficie de agua. Por trigonometria, el angulo
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de inclinacién calculado para que la molécula de colesterol tenga un espesor de 0,25 nm
es de 13° con relacidn a la superficie del agua.

La llustracion 4.1.A muestra una representacion tridimensional de la configuracion
molecular que presenta el colesterol en los diferentes estados por los que atraviesa su
monocapa. Durante la fase gas se postula que las moléculas en la monocapa de colesterol
se encuentran inclinadas 13° y manteniendo paralelo el resto alifatico con respecto al
sustrato acuoso. Esta particular orientacidn explica el bajo valor del espesor en esta fase
(0,25 nm). Al iniciarse la “seudomeseta” el anillo esterano de la molécula de colesterol
se encuentra orientado perpendicularmente con relacién al sustrato, manteniendo la
cadena alifatica en posicion paralela. De acuerdo con esto se postula que el aumento
brusco del espesor que tiene lugar cuando la monocapa pasa del estado gas al sdlido se
debe al cambio de orientacién del esterano desde la posicién inclinada a la vertical.
Finalmente, a medida que la compresidn sigue su curso, el resto alifatico de la cadena
lateral del colesterol empieza a elevarse paulatinamente a lo largo de la-”seudomeseta”

hasta el inicio del colapso.

Final fase sdlida
) Inicio
™) colapso

Inicio fase sdlida
Seudomeseta

Fase gas

llustracion 4.1.A.- Representacién tridimensional de la conformaciéon molecular que presenta
el colesterol en los diferentes estados por los que atraviesa su monocapa.
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4.1.2.2 Imagenes BAM y morfologia

Para el analisis morfolégico de la monocapa de colesterol se registraron
imagenes con el microscopio de dngulo de Brewster (BAM) (llustracion 4.1.B). Estas
fotografias fueron tomadas en diferentes puntos de la isoterma m-A (Figura 4.1.C).

Las Imagenes A y B, correspondientes a la fase gas, muestran la existencia de
grandes dominios grisaceos de colesterol que contienen gotas de agua en su interior, de
distinto tamafio, las cuales vistas al microscopio no reflejan la luz polarizada del BAM,
por lo que se visualizan de color negro. A estas estructuras se les denomina espumas por
Su semejanza con éstas.

A medida que se comprime la monocapa, las espumas se van fusionando vy
aumentando de tamano, al tiempo que durante la fusidn se expulsan las gotas de agua
de su interior, desapareciendo las regiones oscuras (Imagen C). Coincidiendo con el
incremento de la presion superficial desaparece por completo el agua interior,
mostrando una imagen homogénea en la que el colesterol se convierte en Unico
protagonista (Imagen D). Esta imagen se mantiene a lo largo de la fase sdlida,
coincidiendo con un estado de elevado empaquetamiento y alta presién superficial.

La imagen homogénea desaparece cuando se produce el colapso, dando lugar a
la génesis de importantes nucleos de condensacion de monocapa en estado
tridimensional (Imagen E). Al reducirse el area molecular disponible, estas estructuras
se unen en forma de “bastoncillos” con un tamafio variable de entre 4 y 7 A (Imagen F).
Estos “bastoncillos” son los responsables de la existencia de picos de espesor de
intensidad variable, ya que al pasar los “bastoncillos” bajo el detector del BAM e incidir
la luz polarizada sobre ellos se obtiene una sefial intensa que da lugar a un pico, seguida

de una falta de sefial cuando pasa el agua del sustrato bajo el detector.
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Figura 4.1.C.- Isoterma r-A y curva del espesor de la monocapa de colesterol, extendida sobre

agua a la temperatura de 20 °C. Diferentes puntos en los que se tomaron las imdgenes
BAM sefialados con A, B, C, D, Ey F.

llustracion 4.1.A.- Imdgenes BAM de la monocapa de dcido colesterol puro, correspondientes al
depésito de 4-10%° moléculas, extendida sobre agua a pH 6-7 y comprimida a la velocidad
de 50 cm?/min. La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.1.3 Influencia del numero de moléculas

Se realizé un estudio del nimero de moléculas depositadas en la superficie del
agua para analizar la influencia que la variacién de las mismas puede tener en las
isotermas 1t-A (Figura 4.1.D). El experimento se realizé manteniendo iguales el resto de
condiciones experimentales. Se depositaron 2:10%, 4-10'® y 6-10'® moléculas de

colesterol.
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Figura 4.1.D.- Isotermas m-A y curvas del espesor de las monocapas de colesterol,
correspondientes al depdsito de diferentes cantidades de moléculas, extendidas sobre
la interfase aire/agua a la temperatura de 20 °C y a velocidad de compresion de 50
cm?/min.

Los resultados obtenidos indican ligeras variaciones en el drea; en concreto, el
valor de ésta disminuye con el aumento del nimero de moléculas depositadas, puesto
gue éstas no disponen del drea necesaria para su presencia en la interfase, hundiéndose
en el sustrato.

Las pendientes de las isotermas aumentan ligeramente con el inremento del
numero de moléculas; esto es debido a que, a pesar de mantener la velocidad de la
compresidn constante, la velocidad en A2/molec-min disminuye al aumentar el nimero

de moléculas ya que a cada una de ellas le corresponde menos superficie. Asi pues, una
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mayor velocidad en A2/molec-min, supone menos tiempo para el empaquetamiento de

la monocapa, dando lugar a una isoterma con menor pendiente.

En la Tabla 3.1.A aparecen recogidos los datos correspondientes a varios
parametros caracteristicos de las monocapas de colesterol, tales como el area limite en
el estado sdlido (Aos)), l1a presion y el drea a los que tiene lugar el colapso (mc y Ac
respectivamente), el espesor durante la fase gas (Ec), y los espesores al inicio y al final

de la fase sélida (Esginicial) Y Esffinal)).

ProO Qg€ A. A

olé A ole - A Ole

2:10%6 38,9 44,4 36,4 0,23 1,1 1,45
4-10'¢ 38,6 44,5 36,1 0,25 1,15 1,5
6-10%6 37,8 44,5 35,9 0,27 1,05 1,47

Tabla4.1.A.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de colesterol obtenidos sobre
agua por extension de diferente numero de moléculas.

4.1.4 Influencia de la temperatura

El estudio de la influencia de la temperatura (Figura 4.1.E) muestra claramente
que el area de la isoterma del colesterol apenas se ve influenciada por la variacién de la
misma. Sin embargo, si se observan pequeiias diferencias en los valores del médulo de
compresibilidad correspondientes a la pequefia meseta situada entre los valores de 5y

10 mN/m.

En la bibliografia existen estudios similares en los que tampoco se observaron
cambios en las caracteristicas de la monocapa de colesterol por variaciones de
temperatura (Cadena-Nava, Martin-Mirones, Vazquez-Martiinez, Roca, & Ruiz-Garcia,

2006) (Seoane, Mifiones, Conde, & Mifiones Jr., 2000).
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Figura 4.1.E.- Isotermas r-A de las monocapas de colesterol, extendidas sobre agua a diferentes
temperaturas. En el interior, representacion de los mddulos de compresibilidad frente a
la presion.

Los valores correspondientes a diferentes parametros de la monocapa de
colesterol a diferentes temperaturas, tales como area inicial bajo la curva (Ao), area
limite de la fase sdélida extrapolada a presién cero (Ag(s)), presion superficial de colapso
(), drea molecular a la cual se produce dicho colapso (Ac), valor de médulo de
compresibilidad en la meseta (Cs (meseta)), y modulo de compresibilidad méaximo (Cs?), se

muestran en la Tabla 4.1.B.

J c c A. A' A

ole d A o][c d A ole

10 39,6 38,6 45,1 36,2 353 791
20 39,5 38,6 44,5 36,1 370 793
30 39,3 38,6 44,1 36,3 442 790

Tabla 4.1.B.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido estedrico obtenidos
sobre agua a diferentes temperaturas.
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4.2 ACIDO ESTEARICO

4.2.1 Isoterma n-A y moédulo de compresibilidad

La isoterma presion superficial-area (n-A) resultante de extender una monocapa
de acido estedrico (18:1) sobre sustrato acuoso a la temperatura de 20 °C se muestra en
la Figura 4.2.A. A areas moleculares superiores a 26 A2/molécula, el film adopta un
estado expandido o estado gas (G), en el que las moléculas se encuentran tan alejadas
entre si que la compresién de las mismas no modifica la presidn superficial. Sin embargo,
al continuar la compresiéon de la monocapa, se produce un aumento continuo de la
presiéon superficial debido al empaquetamiento molecular progresivo que sufren las
moléculas. En estas circunstancias, la monocapa adopta un estado condensado,
concretamente el estado de liquido condensado (LC) en un primer momento vy,

posteriormente, sdlido (S).

55
] T 800
50 T S
] 700 4
45—_ 600 -
40 + S —~ 500
- g |
35 4 E 400 -
£ 304 LR, 0, O A" .
Z . !
E 254 \TEt 200
B i : i
20 - \ 100+
1 "' L L e B s B B B B s B B H
157 ;*.Lc O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
10 - \¥ 7 (MN/m)
1 |
54 \
1 A \fLC G
0 0
0 1 I L) ' l‘ l L] l T I T l L) I 1 I T I T l ] I T I

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Area (A’/molécula)

Figura 4.2.A.- Isoterma n-A de la monocapa de dcido estedrico, correspondiente al depdsito de
4-10* moléculas, extendida sobre agua a la temperatura de 20 °C, pH de 6-7 y
comprimida a la velocidad de 50 cm?/min. En el interior, representacion del médulo de
compresibilidad frente a la presion.
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La transicidn entre ambos estados viene marcada por una discontinuidad en el
modulo de compresibilidad a la presion de 24,4 mN/m (recuadro en la figura),
caracteristica de un cambio de fase de primer orden. Por extrapolacidn a presion cero
de la region de la isoterma correspondiente al estado liquido condensado se obtiene un
area limite de Ao(ic) = 25,2 A2/molécula.

En el estado sdlido la monocapa es muy poco compresible como consecuencia
del fuerte empaquetamiento de las moléculas. Su médulo de compresibilidad llega a
alcanzar un valor muy elevado (702 mN/m), tipico de monocapas en este estado. El area
limite de la monocapa correspondiente a esta fase es de Ao(s) = 20,3 A2/molécula, valor
coincidente con el obtenido por otros autores (Hifeda & Rayfield, 1985) (Tomoaia-
Cotisel, Zsakd, Mocanu, Lupea, & Chifu, 1987), aunque algunos refieren valores
préximos a 22 A2/molécula (Seoane, y otros, J. Phys. Chem. B, 2000) (Hwang & Kim,
1999) (Datta, Sanyal, Dhanabalan, & Major, 1997).

Como vimos anteriormente, la presion de colapso nos informa acerca de la
mayor o menor polaridad de los grupos hidrofilicos de las moléculas que constituyen el
film. Las monocapas de surfactantes que se encuentran en estado liquido en fase
volumen colapsan de forma reversible a valores de presion que coinciden con los de sus
presiones de extension de equilibrio. Sin embargo, las monocapas de surfactantes
sélidos, como el acido estearico, presentan dos tipos diferentes de colapso: por
nucleacién y crecimiento de los nucleos o por fractura de la monocapa (Smith & Berg,
1980).

Bajo las condiciones experimentales que se seialan en la leyenda al pie de la
Figura 4.2.A, el valor obtenido para la presion de colapso del acido estedrico fue de
e = 53mN/m, en cuyo caso el drea ocupada por el filme es de 18,7 A2/molécula. El valor
de presién concuerda con el registrado por algunos autores (Seoane, Dynarowicz-tstka,
Mifiones Jr., & Rey-Gomez Serranillos, 2001) (McFate, Ward, & Olmsted IIl, 1993)
(Hwang & Kim, 1999). Sin embargo, otros refieren presiones de colapso mas elevadas
(Seoane, y otros, J. Phys. Chem. B, 2000) (Joos, Bull. Soc. Chim. Belg., 1971) (Hac-Wydro
& Wydro, Chemistry and Physics of Lipids, 2007). Estas diferencias son debidas a la

diferente velocidad de compresién utilizada en estos trabajos, ya que cuanto mayor sea
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ésta, mas elevada es la presion de colapso (Gaines G. L., Insoluble Monolayers at Liquid-
Gas Interfaces, 1966).

Asi mismo, la forma del colapso en la isoterma, terminado en pico con una rapida
caida de la presion superficial, fue atribuida a la formacién de tricapas (McFate, Ward,
& Olmsted Ill, 1993). En cualquier caso, es evidente que la presidn a la que la monocapa
alcanza el colapso es muy superior a su presion de extension de equilibrio (Teq), por lo
qgue se halla en un estado termodindmico inestable, tendiendo espontdneamente a la
estabilidad disminuyendo la presidn superficial hasta alcanzar el valor de meq. Esto
explica la brusca caida de minmediatamente después del colapso.

La curva obtenida al representar el médulo de compresibilidad (Cs!) frente a la
presion superficial (recuadro interior de la Figura 4.2.A), muestra dos regiones
diferenciadas: una primera, donde Cs! es practicamente independiente de la presién,
con un valor medio del mddulo de compresibilidad del orden de 105 mN/m. Segun
Davies y Rideal (1963), este valor es caracteristico de monocapas en estado liquido-
condensado (LC), como se ha comentado antes. La segunda regién muestra un primer
aumento rapido de la rigidez de la monocapa hasta alcanzar un valor de 500 mN/m,
seguida de un aumento mas moderado, hasta llegar finalmente a un valor de 702 mN/m,
el cual corresponde, de acuerdo con la clasificacion propuesta por los autores

mencionados, al estado sdlido (S).
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4.2.2 Microscopia de angulo de Brewster

4.2.2.1 Espesor y configuracion molecular

El andlisis del espesor relativo de las monocapas de acido estedrico permite
obtener informacién sobre la orientacion de las moléculas. En la Figura 4.2.B se observa
que el espesor de la monocapa, tras mantenerse constante en un valor aproximado de
0,5 nm desde el inicio de la compresidon, experimenta un repentino aumento,

adquiriendo un valor de 2,1 nm en un intervalo de dreas muy pequefio (del orden de 2

A2/molécula), valor que se mantiene practicamente constante hasta alcanzar el colapso

(se debe recordar que debido al desfase entre la curva de espesor y la isoterma 1-A la

subida del espesor se produce antes que la de la presion superficial sincronizandose en

el colapso).
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Figura 4.2.B.- Isoterma ni-A y curva del espesor relativo de la monocapa de dcido estedrico.



4 RESULTADOS Y DISCUSION

El brusco aumento de espesor desde 0,5 nm hasta 2,1nm se atribuye a que las
moléculas de dcido graso pasan de tener una posicion casi horizontal en la superficie del
agua a otra completamente perpendicular a la misma con las cabezas polares ancladas
en el sustrato acuoso y las colas hidrofdbicas orientadas hacia el aire. La primera
disposicion molecular corresponde a la fase gas, mientras que la segunda ocurre
durante las fases liquido condensado y, posteriormente, sdlida.

En todas las experiencias realizadas se observé un leve minimo del espesor (del
orden de 0,1 nm) en el punto inmediatamente anterior al colapso. Es probable que bajo
esta circunstancia de elevada presién superficial, las moléculas se hundan ligeramente
en el agua en una cuantia préxima al valor mencionado.

Con el fin de confirmar la orientacion de las moléculas que hemos propuesto
para justificar la grafica del espesor de la monocapa, se han comparado los resultados
obtenidos experimentalmente del espesor con los datos tedricos de la longitud de la
cadena hidrocarbonada del acido estedrico. Para ello, se tomd en consideracidn que la
distancia entre dos 4tomos de carbono unidos por enlace simple es de 1,53 Ay que el
angulo entre los mismos es de 112° (Small, 1988) (estos datos fueron contrastados con
los correspondientes a la base de datos del Centro Nacional estadounidense para la
Informacién Biotecnolégica, NBCl-pubChem). Por otra parte, se ha considerado que los
dos dtomos de oxigeno del grupo acido se encuentran sumergidos en el agua,
excluyéndolos en el calculo de la longitud de la cadena hidrocarbonada. Teniendo en
cuenta estas consideraciones, el valor obtenido para la longitud de la cadena fue de 2,19
nm, valor que coincide practicamente con la medida experimental del espesor al final
de la fase condesada (2,1 nm), como puede observarse en la Figura 4.2.B. Ante esta
similitud de resultados, la suposicidn de una orientacién perpendicular a la superficie
del agua de las moléculas de acido estedrico en su estado de maxima condensacién
parece correcta.

Cuando la monocapa se halla en estado gaseoso, en los inicios de la compresion,
los resultados del espesor (0,5 nm) conducen a una inclinacién de las moléculas de

aproximadamente 12,5° respecto a la superficie del sustrato acuoso.
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En la llustracién 4.2.A se muestra una representacion tridimensional de la
configuracion molecular de las moléculas del acido estearico para las fases gas y las

condensadas.

Estado liquido
condensado y sdlido

Estado gas

W

llustracion 4.2.A.- Representacién tridimensional de la conformacion molecular que presenta
el acido estedrico en los diferentes estados por los que atraviesa su monocapa.
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4.2.2.2 Imagenes BAM y morfologia

Para el andlisis morfolégico de la monocapa de acido estearico se registraron
imagenes con un microscopio de angulo de Brewster (BAM). En la Figura 4.2.C se
muestra la misma Figura 4.2.B que se acaba de comentar, pero ahora incluyendo los
puntos, sefialados mediante letras (A-F), en los que se tomaron las imagenes

microscopicas, las cuales se presentan en la llustracion 4.2.B.

La imagen A, correspondiente a grandes areas durante la fase gas, muestra la
existencia de grandes dominios de color gris claro, propios del acido graso, rodeados o
incrustados de zonas oscuras, caracteristicas del sustrato acuoso. A medida que se
comprime la monocapa, los dominios grisaceos se van juntando y desapareciendo las
regiones oscuras (imagen B). Al llegar al area lift-off (area a la que la presién superficial
y el espesor aumentan bruscamente), desaparecen por completo las zonas oscuras,

convirtiéndose el 4cido estearico en Unico protagonista de la fotografia (imagen C).

En algunas de estas imagenes se observan con claridad sectores delimitados con
diferentes densidades de color en cada dominio, evidenciandose una inversién del
contraste de la imagen cuando se gira el analizador. Esto es debido a que el acido
estedrico es Opticamente anisotrépico, propiedad Optica muy frecuente en las
monocapas formadas por moléculas anfifilicas alargadas constituidas por un grupo polar
y una cadena hidrocarbonada apolar inclinada con un determinado angulo respecto a la
superficie de la interfase. Por ello, dependiendo de la direccidn desde la que se observen

los dominios, la imagen exhibe un contraste diferente.

Sobrepasada la fase gas, a lo largo de la fase liquido condensado, la imagen es
mas homogénea porque los dominios han crecido de tamafio y ocupan la mayor parte
del campo de observacién del microscopio. No obstante, esta imagen no es
completamente homogénea como corresponde a una fase condensada (imagen D),
poniéndose de manifiesto su heterogeneidad por la existencia de grandes saltos de
espesor en la curva espesor-area. En la fase sélida (imagen E) desaparece la propiedad
anisotrdpica, presentando todos los dominios la misma densidad de color. Ademas, en

esta imagen comienza a observarse la presencia de pequefios puntos brillantes
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alineados en filamentos curvilineos, que corresponden a la formacidn de “embriones” o
pequefios nucleos tridimensionales de condensacién, los cuales constituyen los

gérmenes del colapso del film.

Finalmente, en la imagen F se observa de forma nitida los numerosos nucleos
tridimensionales de condensacion (puntos brillantes) que han crecido en numero y
tamafio como consecuencia del colapso de la monocapa. Estos son los responsables de

los numerosos picos de ruido observados en la curva espesor-area.
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Figura 4.2.C.- /soterma m-A e incremento del espesor de la monocapa de dcido estedrico,

extendida sobre agua a la temperatura de 20 °C. Puntos en los que se tomaron las
imdgenes BAM (A, B, C, D, Ey F).
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llustracion 4.2.A.- Imdgenes BAM de la monocapa de dcido estedrico puro, correspondientes al
depésito de 4-10% moléculas, extendida sobre agua a pH 6-7 y comprimida a la velocidad
de 50 cm?/min. La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.2.3 Influencia del numero de moléculas

Se realizd un estudio de nimero de moléculas depositadas en la interfase
agua/aire para analizar la influencia que la variacién de las mismas puede tener en las
isotermas nt-A del acido estedrico (Figura 4.2.D). El experimento se realizé manteniendo
iguales el resto de condiciones experimentales. Se depositaron 2-10'6, 4-10'® y 6-10%

moléculas.

Los resultados obtenidos indican la existencia de cambios en el area molecular;
en concreto, el valor de ésta disminuye con el aumento del nimero de moléculas
depositadas. Sin embargo, los valores de presidn superficial correspondientes a las
distintas fases son muy similares, manteniéndose la misma forma de la isoterma para
los diferentes niumeros de moléculas. La disminucidn del drea molecular con el aumento
de la cantidad de moléculas depositadas podria ser debida a la expulsion de moléculas

hacia la subfase como consecuencia de una saturacién de la monocapa.
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Figura 4.2.D.- Isotermas n-A y curvas de espesor de las monocapas de dcido estedrico,
correspondientes al depdsito de varios numeros de moléculas, extendida sobre la
interfase aire/agua a la temperatura de 20 °C, pH 6-7 y comprimidas a la velocidad de
50 cm?/min.
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Los parametros mas caracteristicos de las monocapas de acido estedrico
obtenidas por extension de diferente nimero de moléculas se presentan en la Tabla
4.2.A. Tales pardmetros son: area limite correspondiente a la fase de liquido condensado
(Ao(g)), area limite en el estado sdlido (Aos)), presidon de transicidn de la fase liquido
condensado a sdlido (m:), area a la que ocurre la transicidon (A:), presion de colapso (mc) y

area de colapso (A.).

Numero

de Ao(Lc) Ao(s) T At 1 Ac
moléculas (A%/molécula) | (A%/molécula) (mN/m) (A%/molécula) (mN/m) (A%/molécula)
2-10% 27,4 18,9 24,6 21,9 53,1 17,5
4.10% 25,2 20,3 24,4 19,7 53 18,7
6-10%¢ 23,9 22,5 24,5 18,4 53,1 20,9

Tabla 4.2.A.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido estedrico
correspondiente al depdsito de diferente numero de moléculas.

En ambos casos, el espesor obtenido presenta un comportamiento similar al
exhibido por la monocapa correspondiente a un depésito de 4:10%® moléculas (Figura
4.2.B). En efecto, durante la fase gas se registra un espesor cercano a 0,5 nm, con un
incremento repentino del mismo antes de Ao (area a la que la presion superficial
comienza a aumentar de forma brusca), presentando el decalaje caracteristico de
monocapas condensadas comentado anteriormente. El aumento del espesor relativo
propina un registro ligeramente inferior a los 2,2 nm, con un leve descenso antes de
producirse el colapso. Con la ruptura del film se produce un solapamiento de moléculas

confiriendo un instantaneo y abrupto incremento del espesor.
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4.2.4 Influencia de la temperatura

El estudio de la influencia de la temperatura (Figura 4.2.E) muestra que a 10 °C
el 4cido estedrico presenta una monocapa con area moleculares bastante inferiores,
especialmente en la fase sdlida, que las registradas a 20 °C y a 30 °C. Sin embargo, a
estas dos ultimas temperaturas la diferencia del area molecular es muy pequefia, del
orden de 1 A? y ademads poseen la misma rigidez, tal como lo evidencian los valores del

maodulo de compresibilidad representado en el recuadro de la figura.
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Figura 4.2.E.- /sotermas n-A de las monocapas de dcido estedrico, extendidas sobre agua a
diferentes temperaturas, correspondientes al depdsito de 4-10% moléculas,
comprimidas a la velocidad de 50 cm?/min. En el interior, representacién de los mddulos
de compresibilidad frente a la presion.

El aumento del drea ocupada por la monocapa por efecto de la temperatura se
atribuye a la disminucion de las atracciones de Van der Waals entre las cadenas
hidrocarbonadas, asi como a la reduccidn de las fuerzas de atraccién dipolo-dipolo entre
los grupos polares de las moléculas, lo que hace que las moléculas posean mayor

libertad de movimiento y ocupen mayor area.
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En la Tabla 4.2.B se muestran algunos parametros caracteristicos de las
monocapas a las tres temperaturas estudiadas. Estos parametros son: areas limites
correspondientes a la fase liquido condensado (Ao(c)) y a la fase sdlida (Aqs)), presion de

transicion LC-S (m:), presidon de colapso (nc¢) y moddulos de compresiblidad

correspondientes a la fase liquido condensado (Cs(.q)) y fase sélida (Css))

Temperatura Ao(ic) Aq(s) 10 T Clg Cls)
(°C) (A2/molécula)  (A2/molécula) (mN/m) (mN/m) (mN/m) (mN/m)
10 254 18,1 24,3 55,3 76,7 368
20 25,2 20,3 24.4 53 105 702
30 26 20,9 25 53 104,9 705

Tabla 4.2.B.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido estedrico obtenidos

sobre agua a diferentes temperaturas.



4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3 ACIDO OLEICO

4.3.1 Isoterma n-A y moédulo de compresibilidad

En la interfaz aire/agua, a 10 °C el acido oleico (18:1, w-9) da lugar a una
monocapa cuya isoterma 7-A aparece representada en la Figura 4.3.A. Se trata de una
isoterma mucho mas expandida que la del acido estedrico; la razén estd en la presencia
del doble enlace en la cola apolar del acido oleico, el cual influye en las propiedades de

la monocapa impidiendo que las moléculas ocupen una menor area.
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Figura 4.3.A.- /soterma ni-A de la monocapa de dcido oleico, correspondiente al depdsito de
4-10* moléculas, extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C y comprimida a la
velocidad de 50 cm?/min. En el interior, representacion del mddulo de compresibilidad
frente a la presion.
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La presion superficial se mantiene inalterada durante la compresidn hasta que el
area alcanza un valor de 53 A%/molécula, momento en el cual aumenta paulatina e
ininterrumpidamente, como corresponde a un estado liquido expandido. Dicho valor
coincide con el obtenido por otros autores (Seoane, Dynarowicz-tstka, Mifiones Jr., &
Rey-Gémez Serranillos, 2001) (Hac-Wydro & Wydro, Chemistry and Physics of Lipids,
2007)..

El drea limite o drea extrapolada a presion cero, trazada a partir del segmento de
mayor pendiente de la regién de liquido expandido (Aoyr) es de 40,4 A2/molécula,
similar a la obtenida por Tomoaia-Cotisel et al. (1987) y ligeramente inferior a los 42
A2/molécula que sefialan otros autores (Seoane, y otros, J. Phys. Chem. B, 2000)
(Peltonen, 1989).

A presiones inferiores a 20 mN/m el médulo de compresibilidad es inferior a 80
mN/m, valor que corresponde a un estado liquido-expandido (LE). Sin embargo, a
presiones elevadas se llega a alcanza un valor 104,6 mN/m, caracteristico de monocapas
en estado liquido condensado. Estos resultados hacen pensar que existe una transicién
de fases desde un estado liquido expandido a otro liquido condensado, sin existencia de
una meseta de presién constante en la isoterma m-A, caracteristica de las transiciones
de primer orden. En la isoterma y en la grafica del médulo de compresibilidad solo se
observa una pequefia discontinuidad a la presion aproximada de 20 mN/m, indicativa
de una posible transicién de fases de segundo orden.

Se ha tomado como valor de la presion de colapso 7. la interseccidn de las dos
tangentes trazadas en la isoterma: por un lado, la correspondiente al area extrapolada
a presion cero de la regién de liquido expandido vy, por otro, la formada por los valores
posteriores al colapso. Asi pues, el valor de presidn de colapso obtenido fue de n. = 31,4
mN/m, presidn bastante inferior a la del acido estearico. Dicho resultado es consistente
con los obtenidos por otros autores (Seoane, y otros, J. Phys. Chem. B, 2000) (Gericke &
Hihnerfuss, 1995) (Hac-Wydro & Wydro, Chemistry and Physics of Lipids, 2007). Al
continuar comprimiendo la monocapa tras el colapso, y tal como ocurre en este tipo de
monocapas, la presion superficial sigue aumentando continuamente hasta alcanzar 31,8

mN/m.
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4.3.2 Microscopia de angulo de Brewster

4.3.2.1 Espesor y configuracion molecular

Conforme a lo presentado en la Figura 4.3.B, se produce un incremento
continuado del espesor de la monocapa simultdneamente con el inicio de la fase de
liquido expandido. En este punto, se postula que las moléculas de acido oleico pasan de
una posicidon horizontal en la interfase a otra cada vez mas vertical, aumentando de esta
manera el espesor de forma progresiva. Cuando se alcanza el colapso, el espesor

aumenta subitamente debido a la ruptura del film y formacién de multicapas.
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Figura 4.3.B.- Isoterma n-A e incremento del espesor de la monocapa de dcido oleico, extendida
sobre agua a la temperatura de 10 °C, con un depdsito de 4-10* moléculas y comprimida
a la velocidad de 50 cm?/min.
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La simple presencia del doble enlace en la molécula cambia por completo la
forma de la grafica espesor-area molecular de la monocapa. En el caso del acido
estedrico, estudiado en la seccidn anterior, cuya monocapa es de tipo condensado, las
moléculas experimentaban un cambio de orientacién instantdneo, pasando de una
posicion casi horizontal (12,5°) a otra vertical. Sin embargo, la insaturacién presente en
el acido oleico (acido graso omega 9) nos muestra un escenario completamente
diferente, en el que las moléculas se reordenan e inclinan de forma paulatina y

constante hasta alcanzar el colapso.

Con el fin confirmar la distinta orientacién de la molécula de acido oleico en la
superficie del agua, segln el estado fisico en que se encuentre la monocapa, se procedid
a la determinacion de su tamafo, de la misma forma que se hizo con el dcido estedrico.
La conformacién de mayor estabilidad de la molécula en su forma tridimensional (NBCI-
pubChem) viene recogida en la llustracion 4.3.A. De acuerdo con esta configuracién, se
calculé la longitud de la cadena hidrocarbonada desde el carbono carboxilico (punto de
anclaje de la molécula en el agua de la subfase) hasta el carbono 12, que es el mas
alejado de dicho lugar de anclaje y que, por tanto, determina el maximo valor del
espesor de la monocapa en el supuesto de que la molécula se encuentre orientada

verticalmente en el sustrato. El valor obtenido de esta medida fue de 1,17 nm.

En la Figura 4.3.B. se observa que durante el tiempo en que la monocapa
permanece en estado gas, el espesor medio de la molécula es de 0,69 nm. Admitiendo
gue en esta situacién la molécula se encuentra mas o menos acostada sobre la superficie
del agua del sustrato, se calculd por trigonometria el valor que debe tener el angulo de
inclinacién de la misma para que el espesor valga 0,69 nm, teniendo en cuenta que su
longitud es 1,17 nm. El valor obtenido fue de 38,5° respecto al plano de la interfase. Por
tanto, se sugiere que en fase gas las moléculas del acido graso estan orientadas

horizontalmente en el agua con esta inclinacion.

Al continuar la compresién de la monocapa tras la fase gaseosa se reduce el area
superficial disponible para las moléculas y se supone que éstas cambian de orientacién

alolargo de la fase liquido expandido, aumentando su dngulo de inclinacidn con relaciéon
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a la superficie del agua. Inmediatamente antes del colapso, el espesor de la monocapa
alcanza un valor aproximado de 1,1 nm, valor muy préximo a la longitud de la cadena
hidrocarbonada correspondiente a la configuracién propuesta (1,17 nm). Este resultado
nos lleva a pensar que la molécula probablemente llegue a estar completamente vertical

cuando alcanza su estado de maximo empaquetamiento.

Estado gas

~ Estado liquido
J expandido

llustracién 4.3.A.- Representacion tridimensional de la conformacidn molecular que presenta
el acido oleico en los diferentes estados por los que atraviesa su monocapa.

VTR
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4.3.2.2 Imagenes BAM y morfologia
El estudio del acido oleico se complementd con el analisis de las imagenes BAM,

las cuales corresponden a los puntos sefialados en la isoterma nt-A de la Figura 4.3.C. Se

observaron tres situaciones bien diferenciadas:

e Una primera durante la cual la monocapa de acido oleico se encuentra en estado gas,
donde se observan pequefios dominios claros y ovoides sobre fondo mas oscuro de agua
(Imagen A de la llustracion 4.3.A), cuyo tamaio va en aumento a medida que se reduce el drea
(Imagen B). Este tamafo varia desde 4 um en el caso de los mas pequefios hasta 30 um en los
de mayor tamafio. En la imagen C los dominios se han fusionado casi al completo, quedando
delimitados unos de otros por zonas pequefiisimas de agua. Esta imagen se ha obtenido en los
instantes previos al inicio del incremento de presion y de espesor. Se debe sefialar que, a
diferencia de las monocapas rigidas de colesterol y acido estedrico, donde existe un claro
desfase entre la grafica espesor-area y la isoterma presién-area, en la monocapa expandida de
acido oleico no existe este “decalaje”.

¢ Una segunda etapa caracterizada por una imagen completamente homogénea (Imagen
D), que corresponde a la monocapa en estado liquido expandido. En esta situacion se sugiere
que las moléculas de acido oleico se encuentran en intimo contacto unas con otras ocupando
toda la superficie del sustrato acuoso, por lo que la compresion de la monocapa en estas
condiciones debe originar un cambio de conformacion molecular en virtud del cual aumenta de
forma continua el angulo de inclinacién de las moléculas respecto de la interfaz, tal como se
indicd antes. Esta situacidn se mantiene hasta instantes previos a producirse el colapso del film.

e Por ultimo, alcanzado el colapso se forman pequefios nlcleos de condensacién (Imagen
E) que a medida que progresa la compresion se van alineando en filas formadas por pequefios
dominios tridimensionales (puntos brillantes en la Imagen F), que constituyen la fase colapsada

durante la cual la presién superficial se mantiene constante.

A diferencia del acido estearico, cuando se realizaron las fotografias de la
monocapa de acido oleico no se observd la existencia de anisotropia en ninguno de los
estados superficiales por los que atraviesa la monocapa de acido oleico. Sin duda, la

presencia de la insaturacién es la responsable de la ausencia de dicha propiedad dptica.
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Figura 4.3.C.- Isoterma ri-A e incremento del espesor de la monocapa de dcido oleico. Diferentes
puntos en los que se tomaron las imdgenes BAM sefialados con A, B, C, D, E y F.

llustracion 4.3.B.- Imdgenes BAM de la monocapa de dcido oleico, correspondientes al depdsito
de 4-10% moléculas, extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C. La barra blanca
corresponde a una distancia de 20 um.
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4.3.3 Influencia del numero de moléculas

El estudio de la influencia del nimero de moléculas de acido oleico esparcidas
sobre el agua (Figura 4.3.D) muestra que el aumento de las mismas se corresponde con
una disminucién del area inicial a partir de la cual la presién empieza a registrar valores

superiores a 0. Sin embargo, la presion de colapso no se ve afectada por dicho nimero.

Las graficas espesor-area correspondientes a depdsitos de 2:10'® y 6-10%
moléculas no muestran una clara diferencia entre ellas. En el estado gas el espesor

promedio correspondiente a los dos depdsitos es de 0,68 nm, mientras que en la fase

liquido expandido se encuentra entre los 1,1y 1,15 nm
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Figura 4.3.D.- Isotermas m-A y curvas del espesor de las monocapas de dcido oleico,
correspondientes al depdsito de 2-10*¢ y 6-10*° moléculas, a temperatura de 10 °Cy a
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En la Tabla 4.3.A se recogen los valores mas caracteristicos de estas isotermas:

el drea limite de la fase de liquido expandido extrapolada a presidon cero (Ao(g)),el area

inicial bajo la curva (Ao), la presién superficial de colapso (), el valor del area molecular

al cual se produce dicho colapso (Ac), el espesor de la monocapa durante la fase gas (Eg)

asi como el valor maximo de espesor que alcanza la monocapa mientras se encuentra

en estado de liquido expandido (Eg).

Numero de Ao(Le) Ao Tt Ac

moléculas  (A2/molécula) (A%/molécula) (mN/m) (A%)/molécula)
2:1016 46,2 61,1 31,1 35,2 0,68 1,1
4-10% 40,4 52,9 31,45 30,9 0,69 1,1
6-10%° 39,4 50,6 31,4 29,9 0,68 | 1,15

Tabla 4.3.A.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido oleico obtenidos
sobre agua por extension de diferente numero de moléculas de dcido graso.
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4.3.4 Influencia de la temperatura
Para el estudio de temperaturas se realizé la compresiéon de la monocapa a

diferentes valores de temperatura con la finalidad de observar la influencia que ésta
tiene en la isoterma m-A. Como se aprecia en la Figura 4.3.E, el incremento de
temperatura supone un aumento de drea molecular de la misma forma que ocurria con
el acido estedrico. Esta circunstancia es tipica de los acidos grasos y se lleva observando
desde principios del siglo pasado en numerosos estudios (Adam & Jessop, The Structure
of Thin Films. Part VIII. Expanded Films, 1926) (Gaines G. L., Insoluble Monolayers at
Liquid-Gas Interfaces, 1966).
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Figura 4.3.E.- Isotermas rt-A de la monocapa de dcido oleico, extendida sobre agua a diferentes

temperaturas, correspondiente al depdsito de 4-10'° moléculas, comprimida a la

velocidad de 50 cm?/min. En el interior, representacion de los mddulos de
compresibilidad frente a la presion.

Por otro lado, la bajada de temperatura implica unos resultados de presién de
colapso ligeramente mayores. Como ya vimos en el correspondiente estudio del acido

graso saturado, esta caracteristica también es tipica de los dcidos grasos.
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Se observa también que los valores del médulo de compresibilidad aumentan
levemente a medida que la temperatura disminuye, es decir, a mayores temperaturas
se forman monocapas de acido oleico con menor resistencia a la compresién y con las

moléculas menos empaquetadas.

Los datos correspondientes a diferentes parametros de la monocapa de acido

oleico a diferentes temperaturas, tales como areas limites, presiones de colapso, areas

de colapso y valores de médulo de compresibilidad, se muestran en la Tabla 4.3.B.

Temperatura Aoiie) Ao . Acol Gt
(°C) (A2/molécula) (A?/molécula) (mN/m) (A2/molécula) (mN/m)
10 40,4 52,9 31,4 30,9 104,6
20 41,5 54,4 30,7 32,2 102,6
30 44,9 58 30,2 34,7 101,5

Tabla 4.3.B.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido oleico obtenidos

sobre agua a diferentes temperaturas.
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4.4 ACIDO LINOLEICO

4.4.1 Isoterma n-A y modulo de compresibilidad

La isoterma de presion superficial-area molecular (r-A) de la monocapa de acido
linoleico (18:2, w-6) registrada a 10 °C se muestra en la Figura 4.4.A. Como se puede
observar, a areas superiores a 67 A2/molécula, la monocapa se encuentra en estado gas
(G), en el cual las moléculas de acido graso se hallan alejadas entre si, de tal manera que

la presidn superficial generada es practicamente nula.
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Figura 4.4.A.- Isoterma n-A de la monocapa de dcido linoleico, correspondiente al depdsito de
4-10* moléculas y comprimida a velocidad de 50 cm?/min. En el interior, representacion
del médulo de compresibilidad frente a la presion.

Al reducirse el area, la interaccidn entre las moléculas de acido linoleico empieza
a generar un continuo incremento del valor de presidon superficial, generdndose un
empaguetamiento molecular progresivo. Bajo estas circunstancias, la monocapa se

encuentra en un estado de liquido expandido (LE).
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El estado de liquido expandido que presenta la monocapa de acido linoleico es
muy similar al del 4cido oleico. Con la extrapolacién a presidon cero de esta region de la
isoterma se obtiene un area limite de Ao(g) = 46,7 A2/molécula, valor muy cercano a los
46 A?/molécula obtenidos por Seoane (Seoane, Dynarowicz-tstka, Mifiones Jr., & Rey-
Gomez Serranillos, 2001) y a los 47 A2/molécula registrados por otros autores (Makyla
& Paluch, 2009) (Peltonen, 1989) (Tomoaia-Cotisel, Zsaké, Mocanu, Lupea, & Chifu,
1987).

El médulo de compresibilidad (interior de la Figura 4.4.A) alcanza un maximo de
95,2 mN/m, valor que encaja en el rango correspondiente a estados de liquido
expandido (Davies & Rideal, Interfacial phenomena, 1963).

Esta fase del film finaliza al alcanzarse un area de 37,6 A2/molécula, teniendo
lugar el colapso de la monocapa de acido linoleico y la formacién de multicapas
moleculares. Dicho fendmeno se produce a un valor de presion superficial de 28,7
mN/m. Al continuar la compresion la presién superficial sigue aumentando ligeramente.

La comparacion de estos resultados con los del acido oleico (18:1) indica que la
adicion de un doble enlace provoca un aumento en las areas moleculares y un descenso
en la presidn de colapso asi como el médulo de compresibilidad. En efecto, el area limite

aumenta 6,3 A2/molécula, mientras la presion de colapso disminuye 2,7 mN/m.
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4.4.2 Microscopia de angulo de Brewster

4.4.2.1 Espesor y configuracion molecular

En la Figura 4.4.B se puede observar como el espesor inicia su escalada
simultaneamente a la presidn superficial, siendo lineal hasta que la monocapa sufre el
colapso (en un area de 37,6 A2/molécula, a los 420 segundos del inicio de la compresién),
momento en el cual el espesor sube de forma enérgica como consecuencia de la

formacién de multicapas moleculares de acido linoleico.
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Figura 4.4.B.- /soterma 711-A e incremento del espesor de la monocapa de dcido linoleico,
extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C, con un depdsito de 4-10*° moléculas y
comprimida a la velocidad de 50 cm?/min.

Asi pues, durante la fase gas la monocapa de acido linoleico muestra un espesor
de 0,67 nm. En este estado, se espera que las moléculas del dcido graso se encuentren
en una posicion practicamente horizontal, paralelas a la superficie del sustrato. Cuando
se alcanza un area de 67 A2/molécula, la cola hidréfoba comienza a levantarse de forma
lenta y continua, alejandose de la superficie acuosa y manteniendo el grupo polar en
contacto con el agua. Tras el incremento del espesor relativo durante la fase de liquido

expandido, se obtiene un valor maximo de espesor de 1,025 nm. En este punto, cabe



[ 158 |

4 RESULTADOS Y DISCUSION

esperar que las moléculas del acido linoleico se encuentren perpendicularmente a la
superficie del sustrato.

Se realizaron mediciones en la molécula del acido linoleico para averiguar la
maxima distancia desde el carbono carboxilico, dado que se corresponderia con el
maximo valor del espesor de la monocapa en el supuesto de que la molécula se
encuentre orientada verticalmente en el sustrato. Se tomé como maxima distancia la
gue va desde el carbono carboxilicoa al décimo segundo carbono segun la conformacion
hallada en las fuentes consultadas (NCBI - pubChem). Dicha distancia es de 1,08 nm

Dado el valor obtenido para el espesor relativo justo antes del colapso (1,025
nm), es de esperar que las moléculas del acido linoleico alcancen una posicién
perpendicular respecto de la superficie del sustrato.

Durante la fase gas se obtiene un registro del espesor de 0,67 nm, lo cual
coincidiria con una inclinacidn de la molécula de aproximadamente 38,3° respecto de la

superficie del sustrato acuoso.

Estado liquido
expandido

Estado gas

=

llustracion 4.4.A.- Representacién tridimensional de la conformaciéon molecular que presenta
el acido linoleico en los diferentes estados por los que atraviesa su monocapa.
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4.4.2.2 Imagenes BAM y morfologia

Las imagenes BAM obtenidas para el 4cido linoleico se muestran en la llustracion
4.4.B. Los puntos a los que se tomaron dichas imagenes aparecen sefialados en la
isoterma y el espesor de la Figura 4.4.C.

Al principio de la compresién se observan dominios claros de acido linoleico
circulares y ovoides unidos entre si, con huecos oscuros en su interior correspondientes
al sustrato acuoso (Imagen A). Mientras la monocapa se encuentra en estado gas y a
medida que el area disminuye la presencia del acido graso va en aumento en las
imagenes microscoépicas; de la misma forma, el tamafo de los huecos decrece puesto
que la superficie esta cada vez mas cubierta por la monocapa (Imagenes B y C).

Con el inicio del incremento simultdneo tanto de presién superficial como de
espesor y el cambio de estado desde gas a liquido expandido, el microscopio nos
muestra una imagen homogénea y clara correspondiente a la total presencia del acido
linoleico sobre la superficie, desapareciendo los circulos oscuros de agua (Imagen D,
tomada a la presion superficial de 5 mN/m). Dicha imagen uniforme se mantiene igual
durante todo el tiempo que la monocapa permanece en este estado.

La ruptura o colapso de la monocapa tiene lugar aproximadamente a 36
A2/molécula, instante en el cual el microscopio muestra una imagen caracteristica de
colapso de las monocapas en estado liquido expandido (Imagen E). En ella se observan
la aparicidon de cuantiosos dominios brillantes caracteristicos del colapso, cuyo nimero
y tamafio van en aumento al proseguir la compresion del film, dando lugar a las

estructuras tridimensionales que se observan en la Imagen F.
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Tiempo (seg)
600 550 500 450 400 350 300 250 200 150 100 50 0

30 L 1 L 1 - PR | |: 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L | L 1 L 1 |‘ 2‘0

28 | | ] ——lIsoterman-A [ ig

26 —— Espesor .

24 1 R

29 ] F15

20 e
7] F13 —
= 18 L12 E
= 16 r11
2 ] L10 5
e 124 - 08 2

10 4 - 0.7

_ [ 0,6

8 ] r 0,5

6 0,4

4 - 03

] B o ; z  Fo2

2 Y 4 1 | 1 _pos

0 — T T T T T T T 0,0

T
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120
Area (A’/molécula)

Figura 4.4.C.- Isoterma r-A e incremento del espesor de la monocapa de dcido linoleico,
extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C. Puntos en los que se tomaron las
imdgenes BAM sefialados con A, B, C, D, Ey F.

llustracion 4.4.B.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa de dcido linoleico
correspondientes al depdsito de 4-10*° moléculas, extendida sobre agua con pH = 6-7 y
comprimida a la velocidad de 50 cm?/min. La barra blanca corresponde a una distancia
de 20 um.
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4.4.3 Influencia del numero de moléculas

El de la influencia del nimero de moléculas en las monocapas de acido linoleico
se muestra en la Figura 4.4.D. A diferencia del acido oleico, en el caso de este acido
graso omega-6 las isotermas apenas experimentan cambios en el area inicial bajo la
curva, concretamente un leve descenso de la misma al aumentar la cantidad de
moléculas depositadas. Asi mismo, los valores de la presion superficial se muestran

practicamente invariables.

Las curvas de espesor-area registradas para las monocapas correspondientes a
un depdsito de 2:10'° y 6:10%® moléculas, presentan la misma forma que la propia curva
de la monocapa de 4-10'® moléculas. En todas ellas el espesor relativo experimenta un
incremento de forma simultdnea al de la presion superficial y, al alcanzar el punto de

colapso, sufre una subida abrupta.
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Figura 4.4.D.- /sotermas p-A y espesores de la monocapa de dcido linoleico, correspondientes
al depésito de 2-10% moléculas y 6-10% moléculas.
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En la Tabla 4.4.A vienen recogidos los valores mas caracteristicos de las

isotermas y espesores a diferentes nimero de moléculas, tales como el area inicial bajo

la curva (Ao), el drea limite de la fase de liquido expandido extrapolada a presion cero

(Ao(g)), la presidon superficial de colapso (mc), el valor del drea molecular al cual se

produce dicho colapso (Ac), el espesor de la monocapa durante la fase gas (Eg) asi como

el valor maximo de espesor que alcanza la monocapa mientras se encuentra en estado

de liquido expandido (E.e).

Numero
de . Ao . AO(LE) )L . Ac
X (A?/molécula) (A%*/molécula) (mN/m) (A%/molécula)
moléculas
2-10% 68,4 47,7 28,75 37,8 0,67 | 1,015
4-10% 67 46,7 28,7 37,6 0,67 | 1,025
6-10%6 66,4 46,9 28,8 37,25 0,68 1,03

Tabla 4.4.A.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido linoleico obtenidos
sobre agua por extension de diferente numero de moléculas de dcido graso.
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4.4.4 Influencia de la temperatura

La introduccion de un doble enlace adicional en la cadena hidrocarbonada no
polar del acido oleico da lugar a una sustancia cuya solubilidad se ve aumentada en la
subfase acuosa a pH 6-7. Esto se ve claramente cuando se comprimen las monocapas de
acido linoleico a diferentes temperaturas (Figura 4.4.E). Es evidente que las monocapas
presentan una menor area molecular a medida que la temperatura aumenta o, dicho de
otra forma, las isotermas se alejan del eje de las ordenadas a medida que disminuye la
temperatura. De forma simultdnea, la presién de colapso disminuye al aumentar la

temperatura.
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Figura 4.4.E.- Isotermas p-A de las monocapas de dcido linoleico, extendidas sobre agua a
diferentes temperaturas, correspondientes al depdsito de 4-10*° moléculas,
comprimidas a velocidad de 50 c¢cm?/min. En el interior, representacion de los
correspondientes mddulos de compresibilidad frente a la presion.

Estos resultados contradicen lo esperado ya que se sabe que un aumento de la
temperatura provoca que los films de 4cidos grasos ocupen areas mayores (Gaines G. L.,
Insoluble Monolayers at Liquid-Gas Interfaces, 1966), ya que las fuerzas de van der
Waals entre las cadenas apolares se debilitan. Como consecuencia, el descenso de las

areas moleculares observado puede ser debido a la solubilidad del film ionizado a pH 6-
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7, la cual aumenta con el incremento de la temperatura. Por esta razén, y para minimizar
la pérdida de moléculas por disolucion se realizaron los estudios a 10 °C.

Los valores correspondientes a diferentes pardmetros de la monocapa de acido
linoleico a diferentes temperaturas, tales como area inicial bajo la curva (Ao), area limite
de la fase de liquido expandido extrapolada a presion cero (Aog), presion superficial de

colapso (1), drea molecular a la cual se produce dicho colapso (A¢) y valores de mdédulo

de compresibilidad maximo (Cs1), se muestran en la Tabla 4.4.B.

Temperatura Ao Ao(Lg) T Ac C?
(°C) (A2/molécula) (A%*/molécula) (mN/m)  (A*/molécula) (mN/m)
10 65,9 46,7 28,7 37,6 95,2
20 65,6 46,5 28,1 37,5 90,3
30 63 45,5 27,7 36,7 88,5

Tabla 4.4.B.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido linoleico obtenidas
sobre agua a diferentes temperaturas.

Con la finalidad de analizar mas en profundidad la influencia de la temperatura
en este acido graso, el estudio se complementd con la realizacién de imagenes
microscopicas a diferentes temperaturas y presiones superficiales.

El andlisis de las imagenes BAM nos confirma la pérdida de moléculas puesto que
se observa la formacidon de dominios de colapso a lo largo de la compresion (llustracion
4.4.C). En efecto, esto ocurre a mayores valores de areas moleculares y a menores
presiones cuanto mayor sea la temperatura, es decir, la disolucidn de moléculas de acido
linoleico en el sustrato, se produce de manera mas efectiva con el aumento de
temperatura. De la misma forma, la monocapa de este acido graso se mantiene mas
estable a temperaturas inferiores.

Como se puede observar, a areas elevadas y presion cero (Imagenes 0 mN/m),
en la fase gas se empieza a observar algunos puntos brillantes a la temperatura de 30
°Cy, en menor medida, a 20 °C, confirmando la pérdida de material de la monocapa,
mientras tanto, a 10 °C no se aprecian estos dominios brillantes. A la presion de 5 mN/m

(Imagenes 5 mN/m), se observan a 30 y 20 °C la presencia de puntos pequefios
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correspondientes a la caida de moléculas, mientras tanto, la imagen correspondiente a
la monocapa a 10 °C no presenta evidencias de pérdida molecular. Tampoco se observa
a 10 mN/m; sin embargo, tanto a 20 como a 30 °C, hay un elevado nimero de dominios
brillantes propios de la pérdida de material desde la monocapa (Imagenes 10 mN/m).
Las ultimas imdgenes nos muestran el colapso final de las diferentes monocapas

(Imagenes 28 mN/m).

B8 colapso
llustracion 4.4.C.- Imdgenes BAM correspondientes a monocapas de dcido linoleico, a diferentes

temperaturas (de izquierda a derecha 10, 20 y 30 °C respectivamente) y a la presion
superficial sefialada. La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.5 ACIDO a-LINOLENICO

4.5.1 Isoterma n-A y moédulo de compresibilidad

En la Figura 4.5.A se muestra la isoterma m-A de la monocapa del acido a-
linolénico (18:3, w-3), la cual es muy similar a las del resto de acidos grasos insaturados
vistos hasta el momento. Por un lado presenta un drea inicial superior a la del acido
linoleico y a la del acido oleico. Por otro lado, se obtiene una presién de colapso y un
modulo de compresibilidad inferiores. Estas tendencias vienen marcadas por el
incremento del ndmero de insaturaciones, que incrementan el area molecular,
disminuyen la capacidad de empaquetamiento molecular y evitan que la monocapa

resultante alcance mayores presiones.
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Figura 4.5.A.- Isoterma m-A de la monocapa de dcido alfa-linolénico, correspondiente al
depdsito de 4-10*° moléculas, extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C y
comprimida a la velocidad de 50 cm?/min. En el interior, representacion del médulo de
compresibilidad frente a la presion.
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La monocapa se mantiene en estado gas hasta alcanzar un area de 88
A2/molécula, momento en el que se inicia el incremento de la presidn superficial y la
monocapa pasa a encontrarse en estado de liquido expandido, tal como indica su
maédulo de compresibilidad (Cs = 72,4 mN/m).

El drea limite extrapolada a presién cero para la fase de liquido expandido
presenta un valor de 49,8 A2/molécula, préximo a los 48 A2/molécula publicado por
otros investigadores (Peltonen, 1989) (Tomoaia-Cotisel, Zsakd, Mocanu, Lupea, & Chifu,
1987). Otros autores obtienen valores mads bajos, como Seoane et al. que logran 44,5
A2/molécula (Seoane, Dynarowicz-tstka, Mifiones Jr., & Rey-Gémez Serranillos, 2001), o
incluso valores mas bajos, del orden de 40 A2/molécula, utilizando condiciones
experimentales que probablemente favorezca la disolucién de este dcido graso, como
es el incremento de la temperatura (Hac-Wydro & Wydro, Chemistry and Physics of
Lipids, 2007).

El colapso se produce a un drea de 35,9 A2/moléculay una presién de 27,3 mN/m,
valor cercano a los obtenidos por otros autores (Seoane, Dynarowicz-tstka, Mifiones Jr.,
& Rey-Gémez Serranillos, 2001) (Hac-Wydro & Wydro, Chemistry and Physics of Lipids,
2007).
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4.5.2 Microscopia de angulo de Brewster

4.5.2.1 Espesor y configuracion molecular

En la Figura 4.5.B se representa la curva del espesor relativo - drea del 4cido a-
linolénico junto a la isoterma m-A. El espesor se mantiene constante durante la fase gas
hasta el inicio del aumento de la presidn superficial, momento en el que su valor se ve

incrementado de forma lineal y constante hasta producirse el colapso de la monocapa.
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Figura 4.5.B.- Isoterma mni-A y curva del espesor relativo de la monocapa de alfa-linolénico,
extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C, con un depdsito de 4-10* moléculas y
comprimida a la velocidad de 50 cm?/min.

El espesor de la monocapa mantiene un valor constante mientras el film se
encuentra en estado gas, registrando un valor promedio de 0,51 nm. Tras la fase gas se
inicia su escalada simultaneamente a la de la presién, siendo lineal hasta que la
monocapa sufre el colapso (a un area de 35,9 A2/molécula), momento en el cual el
espesor sube de forma abrupta como consecuencia de la formacion de multicapas
moleculares de acido a-linolénico. En el punto previo al colapso, se registra un valor de

espesor de 0,86 nm.
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En la llustracidn 4.5.A se muestran las dos configuraciones propuestas para la
molécula de acido a-linolénico en los dos estados que atraviesa. Segun estas
conformaciones, la mayor distancia desde el carbono del grupo carboxilico (punto de
anclaje al agua) se da hasta el décimo carbono (0,853 nm).

Asi pues, durante la fase gas las moléculas de acido linoleico se encuentran en
una posicion inclinada, préximas a la superficie del sustrato, registrandose un espesor
de 0,51 nm. Mediante un cdlculo trigonométrico se determina que dicho espesor se
corresponde con un angulo de inclinacién de las moléculas de 36,7°.

Cuando se alcanza un area de 85 A%/molécula, la cola hidréfoba comienza a
incrementar el dngulo de inclinaciéon de forma lenta y continua, alejdndose de la
superficie acuosa y manteniendo el grupo polar en contacto con el agua. Dado el valor
obtenido para el espesor relativo justo antes del colapso (0,86 nm), es de esperar que
las moléculas del acido linoleico alcancen una posicién perpendicular respecto de la

superficie del sustrato.

Estado liquido
expandido

Estado gas

llustracién 4.6.A.- Representacion tridimensional de la conformaciéon molecular del acido a-
linolénico en los dos estados por los que atraviesa su monocapa.

[ 169 L




4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.2.2 Imagenes BAM y morfologia

Las imagenes BAM aparecen recogidas en la llustracién 4.5.B. Asi mismo, los
puntos a los que se tomaron dichas fotografias se sefalaron mediante letras en la
isoterma m-A y curva del espesor relativo de la Figura 4.5.C.

Las imagenes microscopicas de la monocapa de acido a-linolénico indican que
este acido graso omega-3 se expande con gran facilidad y, mientras la monocapa se
encuentra en estado gas, no muestra tendencia a agruparse en dominios como si lo
hacen otros 4cidos grasos insaturados. En efecto, la Imagen A, tomada durante esta
fase, se muestra de una forma difusa.

Asi mismo, durante el tiempo que la monocapa permanece en estado de liquido
expandido se observa una imagen homogénea, caracteristica de los acidos grasos
insaturadas cuando atraviesan esta fase (Imagen B).

Finalmente, en el colapso si se observa la primera imagen diferente desde el
inicio de la compresion de la monocapa. En efecto, los dominios brillantes y numerosos

aparecen al producirse la ruptura del film, tal como se puede observar en la Imagen C.
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Figura 4.5.C.- Isoterma mt-A e incremento del espesor de la monocapa de dcido a-linolénico,
extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C. Diferentes puntos en los que se
tomaron las imdagenes BAM sefialados con A, By C.
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llustracion 4.5.B.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa de dcido a-linolénico
extendida sobre agua a pH 6-7 y comprimida a la velocidad de 50 cm?/min. La barra
blanca corresponde a una distancia de 20 um.

4.5.3 Influencia del nimero de moléculas

El estudio de la influencia del nimero de moléculas (Figura 4.5.D) muestra por
primera vez un cambio respecto a los acidos grasos estudiados hasta el momento. Las
monocapas de los dcidos estedrico, oleico y linoleico experimentaban un incremento en
el drea inicial bajo la curva al disminuir el nimero de moléculas depositadas. Sin
embargo, en el caso del 4cido a-linolénico ocurre lo contrario, es decir, al depositar un
menor numero de moléculas, el drea inicial bajo la curva de la isoterma presenta un

valor inferior al obtenido para el depdsito de un mayor nimero de moléculas.

Las curvas del espesor relativo exhiben una forma muy similar para todas las
cantidades de moléculas depositadas. En efecto, el incremento del espesor relativo
ocurre de forma simultanea al de la presiéon y aumentando de forma repentina en el
punto de colapso. La isoterma correspondiente al nimero de moléculas de 6-10%® no
presenta fase gas, ya que al depositar la disoluciéon de extensién, la presion registrada
ya es mayor que cero. Por lo tanto, el primer valor registrado no se corresponde con la

fase gas, sino que ya pertenece a la de liquido expandido.

T
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Figura 4.5.D.- /sotermas m-A y curvas de espesor de las monocapas de dcido a-linolénico,
correspondientes al depdsito de varios numeros de moléculas, extendidas sobre la
interfaz aire/agua a la temperatura de 10 °C, pH 6-7 y comprimidas a la velocidad de 50
cm?/min.

En la Tabla 4.5.A se recogen los valores mas caracteristicos de las isotermas y
espesores a diferentes niumero de moléculas: el drea inicial bajo la curva (Ao), el area
limite de la fase de liquido expandido extrapolada a presion cero (Aog), la presién
superficial de colapso (), el valor del drea molecular al cual se produce dicho colapso

(Ac), el valor de espesor durante la fase gas (Eg) y el valor del espesor maximo que

alcanza la monocapa mientras se encuentra en estado de liquido expandido (Eig).

Ndmero
de . Ao . Ao(Lg) T . Ac Eg
moléculas (A?/molécula) (A%?/molécula) (mN/m) (A%2/molécula) (nm)
2-10%° 90 47,5 27,2 33,9 0,51 0,87
4-106 85 49,8 27,3 35,9 0,51 0,86
6-10%6 - 51,1 27,3 37,5 - 0,86

Tabla 4.5.A.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido linoleico obtenidos
sobre agua por extension de diferente numero de moléculas de dcido graso.
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4.5.4 Influencia de la temperatura

Tal como se observa en la Figura 4.5.E, la monocapa del acido a-linolénico
presenta, al igual que la del acido linoleico, una disminucion del darea molecular con el
aumento de la temperatura experimental, es decir, la monocapa de este acido graso
presenta una manifiesta solubilidad en el sustrato acuoso. Comparando las diferencias
de areas obtenidas para las diferentes temperaturas del acido a-linolénico respecto de
las resultantes del acido linoleico, queda claro que el problema de la solubilidad es

mucho mayor en el caso del dcido a-linolénico.
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Figura 4.5.E.- Isotermas ni-A de las monocapas de dcido a-linolénico, extendidas sobre agua a
diferentes temperaturas, correspondientes al depdsito de 4-10%® moléculas,
comprimidas a velocidad de 50 cm?/min. En el interior, representacién de los
correspondientes mdédulos de compresibilidad frente a la presion.

Para establecer una mejor comparacién entre la influencia de la temperatura en
las monocapas del acido linoleico y en las de acido a-linolénico se utilizaran los valores
de area de colapso. En el caso de la monocapa de acido linoleico, a la temperatura de
30 °C, el 4rea de colapso es de 36,7 A2/molécula, mientras que a 10 °C, es de 37,6

A2/molécula; es decir, se produce un incremento de 0,9 A2/molécula. En el caso de la
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monocapa de acido a-linolénico supone, respectivamente, un cambio de area desde
24,1 A2/molécula hasta 35,9 A2/molécula, es decir, 11,8 A2/molécula de diferencia. De
esta forma se observa que la inestabilidad de las monocapas a temperaturas elevadas
producida por la solubilidad del material del film hacia el sustrato, es mucho mas
acusada en el caso de las monocapas de acido a-linolénico.

La Tabla 4.5.B muestra los valores correspondientes a diferentes parametros de
la monocapa de acido a-linolénico a diferentes temperaturas, tales como area inicial
bajo la curva (Ao), area limite de la fase de liquido expandido extrapolada a presién cero

(Ao(g)), presion superficial de colapso (mc), area molecular a la cual se produce dicho

colapso (Ac) y valores de mddulo de compresibilidad maximo (Cs?).

Temperatura Ao Aoe) . A. Cs g
(°C) (A2/molécula) (A2/molécula) (mN/m) (A2/molécula) (mN/m)
10 88 49,8 27,3 35,9 72,4
20 81 44,2 26,6 30,5 59,6
30 63 36 26 24,1 50,3

Tabla 4.5.B.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido alfa-linolénico
obtenidos sobre agua a diferentes temperaturas.

En la Figura 4.5.F se recogen las imagenes BAM correspondientes a diferentes
puntos de presion superficial y a tres temperaturas diferentes, con la finalidad de
analizar con mayor detalle la pérdida de material que experimentan las monocapas de
acido a-linolénico.

Durante la fase gas, los dominios tipicos de pérdida de materia desde la
monocapa sélo se observaron a 30 °C. En cuanto se inicié el incremento de la presidn
superficial, se pudieron observar también en las imdgenes microscopicas de 20 °C.
Mientras tanto, a 10 °C no se registré ningun dominio que pudiera poner de manifiesto
la pérdida de material desde la monocapa. A 20 mN/m se redujo la presencia de puntos
brillantes debido, probablemente, a que la elevada presion impida temporalmente la
caida de moléculas. Finalmente, el colapso se produce con normalidad, sin presentar

diferencias como consecuencia de la variacién de la temperatura.
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Figura 4.5.F.- Imdgenes BAM correspondientes a monocapas de dcido a-linolénico, comprimidas
a diferentes temperaturas (de izquierda a derecha 10, 20 y 30 °C respectivamente) y a la
presion superficial sefialada. La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.

[ L
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4.6 ACIDO y-LINOLENICO

4.6.1 Isoterma n-A y moédulo de compresibilidad
El acido y-linolénico (18:3, w-6) es un isémero del acido a-linolénico (alA),

puesto que presenta el mismo numero de carbonos (18), el mismo numero de
insaturaciones (3) pero distinta distribucién de los dobles enlaces, lo que provoca que el
alfa sea omega-3 y el gamma omega-6.

La isoterma m-A generada por la monocapa de acido y-linolénico (Figura 4.6.A)
es muy similar a la obtenida por su isémero. En este caso, el incremento de la presion
superficial se produce a un area de 80,5 A2/molécula, valor inferior en 4,5 A2/molécula

respecto al obtenido por el 4cido a-linolénico.
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Figura 4.6.A.- Isoterma 11-A de la monocapa de dcido gamma-linolénico, correspondiente al
depésito de 4-10*° moléculas, extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C, pH 6-7 y
comprimida a la velocidad de 50 cm?/min. En el interior, representacion del médulo de
compresibilidad frente a la presion.
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En dicho punto la monocapa sufre una transicién en virtud de la cual pasa de un
estado gas a un estado de liquido expandido cuya area limite extrapolada al eje de las
ordenadas es de 55,1 A2/molécula. En este caso, a diferencia del area inicial o lift-off, el
isbmero gamma presenta mayor area limite que el acido a-linolénico (49,8
A2/molécula).

Estos datos nos indican que, si bien el aLA sufre un incremento de la presion
superficial a un drea molecular mayor que el yLA, el alLA presenta mayor capacidad de
reordenamiento de sus moléculas asi como de empaquetarse para lograr alcanzar una
menor drea en su estado de liquido expandido.

La presién continla su ascenso hasta que se produce el colapso de la monocapa,
en un area de 39,1 A2/molécula, generando una presion de colapso de 27,8 mN/m,
ligeramente superior a la del alA (27,3 mN/m).

El médulo de compresibilidad obtenido para este omega-6 es de 72,8 mN/m,

practicamente similar al logrado por el isémero omega-3 (72,4 mN/m).
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4.6.2 Microscopia de angulo de Brewster

4.6.2.1 Espesor y configuracion molecular

En la Figura 4.6.B se muestra el espesor relativo de la monocapa de acido y-
linolénico junto con la isoterma m-A. En dicha grafica se puede observar que el espesor
inicia su escalada simultdneamente a la de la presion, siendo practicamente lineal hasta
que la monocapa sufre el colapso (a un area de 39,1 A2/molécula), momento en el cual
el espesor sube de forma enérgica como consecuencia del solapamiento de las
moléculas y formacién de multicapas de acido y-linolénico.
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Figura 4.6.B.- Isoterma m-A e incremento del espesor de la monocapa de gamma-linolénico,
extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C, con un depdsito de 4-10*° moléculas y
comprimida a la velocidad de 50 cm?/min.

Asi pues, el espesor medio de acido y-linolénico registrado durante la fase gas es
de 0,52 nm. Por otro lado, el valor maximo de espesor alcanzado por la monocapa
durante su fase de liquido expandido es de 0,82 nm; punto que antecede
inmediatamente al colapso del film. Los valores obtenidos para el acido a-linolénico

fueron de 0,51 nm y 0,86 nm para ambas fases respectivamente.
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En la llustracidn 4.6.A se muestra la posible conformaciéon de la molécula de
acido y-linolénico segun las fuentes consultadas (NCBI). Tras un analisis de varias
mediciones realizadas sobre dicha molécula, se determind que el atomo de carbono mas
lejano al punto de anclaje de la molécula en el agua de la subfase (carbono del grupo
carboxilico) era el noveno y que, por tanto, determina el maximo valor del espesor de la
monocapa en el supuesto de que la molécula se encuentre orientada
perpendicularmente al sustrato acuoso. Dicha distancia es de 0,778 nm, muy préximo a
los 0,82 nm obtenidos como valor maximo de espesor en el estado de liquido expandido,
lo cual invita a postular que en ese punto las moléculas del acido graso se encuentran
en una posicion practicamente perpendicular al agua.

Respecto al estado gas, teniendo en cuenta la distancia maxima de la molécula
de 0,778 nm y el valor del espesor durante esta primera fase (0,52 nm) se determind

que las moléculas se encontrarian inclinadas aproximadamente unos 41,9°.

Estado liquido a

Estado gas exnand/;do
Y

llustracién 4.6.A.- Representacién tridimensional de la conformaciéon molecular del acido y-
linolénico en los dos estados por los que atraviesa su monocapa.
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4.6.2.2 Imagenes BAM y morfologia

Las imagenes microscépicas de la monocapa de acido y-linolénico (llustracion
4.6.B) muestran la misma homogeneidad desde el estado gas hasta el de liquido
expandido como también ocurria con su isémero.

En efecto, este acido graso omega-6 se expande con la misma facilidad que el
acido a-linolénico y, mientras la monocapa presenta un estado gas, se observa una
imagen difusa (Imagen A) donde sus moléculas no muestran tendencia a agruparse en
dominios como si hacian las moléculas de los acidos estearico, oleico y linoleico.

Asi mismo, durante el estado de liquido expandido presenta una imagen
homogénea, caracteristica de los acidos grasos insaturados (Imagen B).

La imagen homogénea desaparece al producirse el colapso de la monocapa,
momento en el que se registraron nucleos brillantes propios de este fenémeno (Imagen
C). Al continuar la compresion del material restante, los dominios tridimensionales
brillantes se unen entre si formando estructuras de mayor tamano tal como se aprecia

en la Imagen D.
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Figura 4.6.C.- Isoterma 1t-A e incremento del espesor de la monocapa de dcido y-linolénico,
extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C. Diferentes puntos en los que se
tomaron las imdgenes BAM sefialados con A, B, Cy D.
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llustracion 4.6.B.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa de dcido y-linolénico,
correspondientes al depdsito de 4-10% moléculas, extendida sobre agua a pH 6-7 y
comprimida a la velocidad de 50 cm?/min. La barra blanca corresponde a una distancia
de 20 um.

4.6.3 Influencia del nimero de moléculas

El estudio de la influencia del nimero de moléculas (Figura 4.6.D) muestra un
comportamiento similar al observado en las monocapas del acido a-linolénico. El
incremento de la cantidad de moléculas depositadas se corresponde con un ligero
aumento en el drea inicial bajo la curva, mostrandose practicamente invariables los

valores de la presion superficial.

De la misma forma que ocurria con la monocapa correspondiente a un depdsito
de 4-10% moléculas, tanto el depdsito de 2:10'® como de 6:10'® moléculas presentan
una curva de espesor muy similares, generandose su incremento de forma simultdnea

al de la presion y alzdndose de forma enérgica en el punto de colapso.
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Figura 4.6.D.- Isotermas m-A y curvas de espesor de las monocapas de dcido y-linolénico,
correspondientes al depdsito de varios numeros de moléculas, extendidas sobre la
interfaz aire/agua a la temperatura de 10 °C y comprimidas a la velocidad de 50
cm?/min.

Los valores mas caracteristicos de las isotermas y espesores a diferentes nimero
de moléculas vienen recogidos en la Tabla 4.6.A, tales como el area inicial bajo la curva
(Ao), el drea limite de la fase de liquido expandido extrapolada a presion cero (Ao(ie)), la
presion superficial de colapso (m.), el valor del area molecular al cual se produce dicho

colapso (Ac), el valor de espesor durante la fase gas (Eg) y el valor del espesor maximo

que alcanza la monocapa mientras se encuentra en estado de liquido expandido (Ee).

Numero
de Ao Ao(L) T Ac Ec
; (A2 /molécula) (A*/molécula) (mN/m) (A*/molécula) (nm)
moléculas
2:1016 77,9 53,9 27,8 37,4 0,52 | 0,82
4-10%6 80,5 55,1 27,8 39,1 0,52 | 0,82
6-10%6 - 55,8 27,85 39,7 - 0,83

Tabla 4.6.A.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido linoleico obtenidos
sobre agua por extension de diferente numero de moléculas de dcido graso.
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4.6.4 Influencia de la temperatura

Tal como se observa en la Figura 4.6.E, el acido y-linolénico presenta, al igual que
su isémero, el acido a-linolénico, una bajada del area molecular con el aumento de la
temperatura experimental, es decir, el film de este acido graso omega-3 presenta cierta
solubilidad en el sustrato acuoso.

En el estudio del acido a-linolénico, se vio que presentaba una solubilidad mucho
mas acentuada que el 4cido linoleico, presentando una diferencia de 11,8 A2/molécula
entre las areas de colapso relativas a las monocapas depositadas a temperaturas de 30
°C y de 10 °C, mientras, el acido linoleico tan solo presenta una variacién del area
molecular de 0,9 A2/molécula. En el caso del acido y-linolénico, dicha diferencia es de
5,5 A2/molécula, presentando asf una solubilidad intermedia respecto a los dos acidos

grasos analizados previamente.
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Figura 4.6.E.- Isotermas ni-A de las monocapas de dcido y-linolénico, extendidas sobre agua a
diferentes temperaturas, correspondientes al depdsito de 4-10*° moléculas,
comprimidas a velocidad de 50 c¢cm?/min. En el interior, representacién de los
correspondientes modulos de compresibilidad frente a la presion.



4 RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 4.6.B muestra los valores correspondientes a diferentes pardmetros de
la monocapa de acido y-linolénico a diferentes temperaturas, tales como area inicial
bajo la curva (Ao), area limite de la fase de liquido expandido extrapolada a presién cero
(Ao(Lg)), area molecular a la cual se produce el colapso (Ac), presion superficial de colapso

(m¢) y valores de mddulo de compresibilidad maximo (Cs?).

= nera - Ao A A

A Dle - A Dle - A Dle

10 80,5 55,1 39,1 27,8 72,8
20 80,5 55 38,4 27,4 70,7
30 74 49,2 33,6 26,6 62,4

Tabla 4.6.B.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido gamma-linolénico
obtenidos sobre agua a diferentes temperaturas.

En la llustracion 4.6.C se muestran las imagenes BAM correspondientes a
diferentes puntos de presién superficial y a tres temperaturas diferentes, con la
finalidad de analizar con mayor detalle la pérdida de material que experimentan las
monocapas de acido y-linolénico.

Las imagenes microscopicas muestran que a la temperatura de 10 °C no existe
ninguna aparente pérdida de material desde la monocapa, ya que la imagen permanece
homogénea a todos los valores de presion superficial.

Durante la compresion de la monocapa a temperatura de 20 °C, se observa una
imagen homogénea hasta aproximadamente los 10 mN/m donde se empiezan a ver
pequefiias estructuras que nos indican la pérdida de moléculas a la subfase acuosa. Este
hecho coincidiria con las isotermas observadas para 10 y 20 °C, puesto que son iguales
hasta los 7-8 mN/m donde la comprimida a mayor temperatura empieza a presentar
menor area, confirmando asi que esta bajada de area se debe a la pérdida de moléculas
hacia el sustrato acuoso.

A 30 °Clos dominios caracteristicos se observan a lo largo de toda la compresion,
poniendo de manifiesto la inestabilidad de la monocapa de acido y-linolénico bajo estas
condiciones experimentales. Esta circunstancia también coincide con la obtencién de la

isoterma de menor area.
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Las imagenes de los colapsos no se muestran puesto que son idénticas
independientemente de la temperatura a la que se realizaron.

llustracion 4.6.F Imdgenes BAM correspondientes a monocapas de dcido y-linolénico
comprimidas a diferentes temperaturas (de izquierda a derecha 10, 20 y 30 °C
respectivamente) y a la presion superficial sefialada. La barra blanca corresponde a una
distancia de 20 um.
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4.7 ACIDO ESTEARIDONICO

4.7.1 Isoterma n-A y modulo de compresibilidad

En la Figura 4.7.A se muestra la isoterma m-A de la monocapa de acido
esteariddnico (18:4, w-3). Al igual que los anteriores acidos grasos insaturados, la
monocapa de este omega-3 presenta un comportamiento de liquido expandido. Su area
inicial es la mas elevada de todos los acidos grasos estudiados debido al elevado nimero
de insaturaciones presentes en su molécula (18:4). De la misma forma, el médulo de
compresibilidad es el mds bajo registrado de todas las sustancias analizadas,

manifestando asi, una mayor dificultad para empaquetar sus moléculas en la monocapa.
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Figura 4.7.A.- Isoterma ni-A de la monocapa de dcido estearidonico, correspondiente al depdsito
de 4-10% moléculas, extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C, pH 6-7 y
comprimida a la velocidad de 50 cm?/min. En el interior, representacion del médulo de
compresibilidad frente a la presion.
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La fase gas de la monocapa de acido estearidénico esta presente durante un
corto periodo de tiempo dado que el area del inicio de la compresion es de 125
A2/molécula y cuando se reduce a 106,6 A2/molécula se inicia la transicién al estado de
liquido expandido, mediante la cual las moléculas comienzan a interaccionar entre si,
generando un incremento de la presidn superficial. Como ya se comentd, este valor muy
elevado es debido a la presencia de los cuatro dobles enlaces en la molécula que la
privan de mayor libertad y de alcanzar un mayor nivel de empaquetamiento.

El drea limite extrapolada al eje de abscisas correspondiente al estado de liquido
expandido es de 62,7 A2/molécula. De la misma forma que ocurria con el area inicial,
esta drea limite también es el valor mas elevado de todos los registrados para los acidos
grasos objeto de estudio.

La presion de colapso, determinada tomando la interseccidon de las dos tangentes
trazadas en la isoterma (la correspondiente al drea extrapolada a presién cero de la
region de liquido expandido y la formada por los valores posteriores al colapso), ofrece
un valor de 25,8 mN/m, inferior a todas las presiones de colapso obtenidas para el resto
de 4cidos grasos. El colapso tiene lugar a un area de 40,9 A%2/molécula.

Se obtuvo un modulo de compresibilidad de 54 mN/m, valor inferior al
correspondiente al resto de acidos grasos. Cabe mencionar como curiosidad que el valor
obtenido por la monocapa del acido oleico (104,6 mN/m) es practicamente el doble que

el alcanzado por el acido esteariddnico.
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4.7.2 Microscopia de angulo de Brewster

4.7.2.1 Espesor y configuracion molecular

La curva de espesor relativo - drea de la monocapa de acido esteariddnico se
muestra junto con la isoterma m-A en la Figura 4.7.B. En dicha grafica el espesor inicia
su escalada simultdaneamente a la de la presién, manteniéndose lineal hasta alcanzar los
40,9 A?/molécula, momento en el cual el espesor sube de forma fortuita como

consecuencia del colapso del film.
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Figura 4.7.B.- Isoterma 1t-A y curva del espesor relativo de la monocapa de dcido estearidénico,
extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C, con un depdsito de 4-10* moléculas y
comprimida a la velocidad de 50 cm?/min.

Asi pues, la monocapa de acido esteariddnico registra un espesor de 0,49 nm
durante la fase gas. Este espesor relativo es el menor valor obtenido para un acido graso
insaturado de los estudiados en este trabajo.

Durante el estado de liquido expandido, el valor maximo de espesor registrado

es de 0,83 nm, alcanzado en el instante inmediatamente anterior al colapso de la
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monocapa. Tan solo la monocapa del acido y-linolénico registra un menor valor en este
punto de la isoterma, concretamente 0,01 nm menos.

Al igual que con el resto de sustancias estudiadas, se realizaron los
correspondientes estudios de la molécula de acido estearidénico para determinar la
posible configuracién molecular en las diferentes fases por las que atraviesa el film. Se
vio que la maxima distancia intermolecular desde el carbono del grupo carboxilico se da
hasta el décimo carbono y presenta un valor de 0,83 nm. Dicho valor coincide con el
registrado cuando la monocapa se encuentra en estado de liquido expandido,
inmediatamente antes de producirse su colapso. Por lo tanto, se postula que se
encuentre con esa conformacidn y en posicion perpendicular respecto de la superficie
acuosa en dicho momento.

Respecto a la fase gas, teniendo presente que se registrd un valor de 0,49 nm, la
molécula de acido esteariddnico se encuentra inclinada unos 36,2°.

En la llustracion 4.7.A se muestran ambas conformaciones moleculares.

Estado liquido

expandido
Estado gas

A

llustracién 4.7.A.- Representacion tridimensional de la configuracion molecular del acido
esterariddnico en los dos estados por los que atraviesa su monocapa.
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4.7.2.2 Imagenes BAM y morfologia

En la llustracion 4.7.B se muestran las imagenes BAM correspondientes a la
monocapa de dacido esteariddnico. Dichas fotografias fueron tomadas en diferentes
puntos de la isoterma m-A mostrada en la Figura 4.7.C junto a la curva del espesor
relativo.

Las imagenes microscdpicas nos muestran una imagen homogénea a lo largo de
todas las fases gas y liquido expandido, es decir, no se observa ningun tipo de dominio
hasta la ruptura de la monocapa, donde se observan las tipicas estructuras brillantes de
colapso.

En efecto, la Imagen A fue tomada durante la fase gas en la que, de la misma
forma que ocurria con los acidos a-linolénico y y-linolénico, las moléculas del acido
esteariddnico se encuentran muy expandidas y no presentan tendencia a formar
dominios dando lugar a una fotografia microscopica difusa en su conjunto.

Al disminuir el area, mientras el film atravesaba un estado de liquido expandido,
se observa una imagen homogénea caracteristica de todos los acidos grasos insaturados
cuando se encuentran en este estado (Imagen B).

Al producirse el colapso, se tomd la Imagen C, la cual muestra de forma nitida la
génesis de los gérmenes o “embriones” propios del colapso. Al continuar la compresion
de la monocapa, dichas estructuras aumentan en tamafio, nimero e intensidad, dando

lugar a los dominios brillantes tridimensionales que se muestran en la Imagen D.
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Figura 4.7.C.- Isoterma n-A y curva del espesor relativo de la monocapa de dcido estearidénico
extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C. Diferentes puntos en los que se
tomaron las imdgenes BAM sefialados con A, B, Cy D.

llustracion 4.7.B.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa de dcido estearidonico
correspondientes al depdsito de 4-10*° moléculas, extendida sobre agua a pH 6-7 y
comprimida a la velocidad de 50 cm?/min. La barra blanca corresponde a una distancia
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4.7.3 Influencia del numero de moléculas

El estudio del nimero de moléculas (Figura 4.7.D) nos vuelve a exponer como la
disminucion del nimero de las mismas se corresponde con un descenso en el area inicial
bajo la curva, mostrandose practicamente invariables los valores de la presién
superficial. Esta influencia del nimero de moléculas es similar a la recogida para las
monocapas de los acidos a-linolénico y y-linolénico; y, a su vez, presenta un
comportamiento contrario al mostrado por el resto de acidos grasos estudiados en el

presente trabajo.
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Figura 4.7.D.- Isotermas m-A y curvas del espesor de las monocapas de dcido estearidonico,
correspondientes al depdsito de varios numeros de moléculas, extendida sobre la
interfase aire/agua a la temperatura de 10 °C, pH 6-7 y a velocidad de compresion de

De la misma forma que ocurria con la monocapa correspondiente a un depdsito
de 4-10% moléculas, tanto para la de 2:10'® como para el film de 6-10'® moléculas, la
curva del espesor presenta la misma forma, produciéndose su incremento de forma
simultanea al de la presidén y adoptando un abrupto crecimiento en el punto de colapso.
Cabe mencionar que en la isoterma correspondiente al depdsito de 6-10'® moléculas no
se observa la fase gas, puesto que ésta finaliza a un valor de area molecular superior

que el area inicial de compresion.
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Los valores mas caracteristicos de las isotermas y curvas de espesor a diferentes
numero de moléculas vienen recogidos en la Tabla 4.7.A. Estos son: el drea inicial bajo
la curva (Ao), el area limite de la fase de liquido expandido extrapolada a presién cero
(o), la presion superficial de colapso (m.), el valor del drea molecular a la cual se

produce dicho colapso (Ac), el espesor en la fase gas (Eg) y el valor del espesor maximo

que alcanza la monocapa mientras se encuentra en estado de liquido expandido (Eie).

Numero
de . Ao . Ao(Lg) T . Ac Eg Ewe
B} (A?/molécula) (A%’/molécula) (mN/m) (A%’/molécula) (nm)
moléculas
2-10% 100 56,5 25,7 39,2 0,495 | 0,82
4-10% 106,6 62,7 25,8 40,9 0,49 0,83
6-10%6 - 66,4 25,75 42,1 - 0,85

Tabla 4.7.A.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido esteariddnico
obtenidos sobre agua por extension de diferente numero de moléculas de dcido graso.
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4.7.4 Influencia de la temperatura
Tal como sucede con los acidos linoleico y los isémeros linolénicos, el acido

esteariddnico también presenta problemas de estabilidad a temperaturas mayores a
10°. Asi pues, el area de las isotermas registradas muestra un menor valor cuando el

experimento se realiza a temperaturas elevadas (Figura 4.7.E).
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Figura 4.7.E.- Isotermas rni-A de las monocapas de dcido estearidonico, extendidas sobre agua
a diferentes temperaturas, correspondientes al depdsito de 4-10° moléculas,
comprimidas a velocidad de 50 c¢cm?/min. En el interior, representacién de los
correspondientes mddulos de compresibilidad frente a la presion superficial.

Con el objetivo de comparar este fendmeno de solubilidad entre los acidos
grasos insaturados que lo presentan, se compararon el valor de las areas de colapso. En
este caso, las monocapas de acido esteariddnico registran unas areas de colapso de 35,1
A2/molécula, 43,2 A2/molécula y 45,9 A2/molécula para las respectivas temperaturas de
30, 20 y 10 °C. Esto supone un incremento del drea de 8,6 A2/molécula al descender la
temperatura desde los 30 °C hasta los 10 °C. En los acidos grasos vistos hasta el
momento, se registraron diferencias de areas de colapso para este descenso de

temperatura de 0,9 A%2/molécula para el 4cido linoleico, 5,5 A%2/molécula para el 4cido y-
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linolénico y 12,7 A?/molécula para el 4cido a-linolénico. Por lo tanto, la solubilidad
presente en las monocapas de acido esteariddnico solo se ve superada por el acido a-
linolénico. Se trata de un resultado inesperado, puesto que hasta el momento un mayor
numero de insaturaciones daba lugar a una mayor solubilidad. La explicacion a esta
situacion se halla probablemente en la conformacién molecular de estos acidos grasos
insaturados.

En la Tabla 4.7.B se muestran los valores correspondientes a diferentes
pardmetros de la monocapa de acido estearidénico a diferentes temperaturas, tales
como el drea inicial bajo la curva (Ao), area limite de la fase de liquido expandido

extrapolada a presidn cero (Ao), area molecular a la cual se produce el colapso (Ac),

presién superficial de colapso (1ie) y médulo de compresibilidad maximo (Cs2).

Temperatura Ao Ao(te) A.
(°C) (A2/molécula) (A2/molécula) (A2/molécula)
10 106,6 62,7 40,9 25,8 54
20 99,8 59 39,4 24,7 52,7
30 78,1 49 32,3 24 51,1

Tabla 4.7.B.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido esteariddnico
obtenidos sobre agua a diferentes temperaturas.

Se complementé el presente estudio con la realizacion de imagenes BAM para
detectar posibles dominios indicativos de la pérdida de moléculas por solubilidad.
Dichas imagenes aparecen recogidas en la llustracion 4.7.C.

A 30 °C se observan los caracteristicos puntos correspondientes a la pérdida de
moléculas en todas las imagenes, desde la fase gas hasta momentos previos al propio
colapso de la monocapa. A 20 °C estos dominios brillantes se mantienen también en
todas las imagenes aunque disminuyen en nimero, sobre todo en la fase gas. Por
ultimo, a 10 °C no se observa ningun punto brillante durante la compresién de la
monocapa hasta alcanzar el propio colapso del film, descartando asi la posibilidad de
gue exista solubilidad bajo estas condiciones experimentales. Las fotos de dicho colapso

son las mismas a las diferentes temperaturas estudiadas.
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llustracion 4.7.F.- Imdgenes BAM correspondientes a monocapas de dcido esteariddnico
comprimidas a diferentes temperaturas (de izquierda a derecha 10, 20 y 30 °C
respectivamente) y a la presion superficial sefialada. La barra blanca corresponde a una
distancia de 20 um.




4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.8 ACIDO EICOSADIENOICO

4.8.1 Isoterma n-A y moédulo de compresibilidad
En la Figura 4.8.A se muestra la isoterma presién superficial - area

correspondiente a la monocapa de acido eicosadienoico (20:2, w-6), comprimida a la

velocidad de 50 cm?/min, a la temperatura de 10 °Cy a pH 6-7.
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Figura 4.8.A.- Isoterma mn-A de la monocapa de dcido eicosadienoico, correspondiente al
depésito de 4-10'° moléculas. En el interior, representacién del mddulo de
compresibilidad frente a la presion.

La isoterma de este omega-6 nos muestra que su monocapa se mantiene en
estado gas hasta alcanzar un area de 74,5 A2/molécula, momento en el cual la presién
superficial inicia su escalada. En este punto, el film muestra un comportamiento
correspondiente al de un liquido expandido, tal como nos indica su mddulo de

compresibilidad, el cual alcanza un valor maximo de 95,5 mN/m a la presion superficial
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de 22,9 mN/m. El drea limite o area extrapolada a presion cero del segmento de mayor
pendiente de la curva es de 50,1 A2/molécula, ligeramente superior a los 48 A2/molécula
obtenidos por Peltonen (1989).

Cuando la monocapa de 4cido eicosadienoico ocupa un area de 38,2 A2/molécula
tiene lugar el fendmeno de colapso de la monocapa, el cual se produce a una presion
superficial de 28,1 mN/m. Este valor es ligeramente inferior al encontrado en la
bibliografia, donde se registra una presion de colapso de 29,5 mN/m (Tyrode, Niga,
Johnson, & Rutland, 2010). Sin embargo, existen importantes diferencias en las
condiciones experimentales utilizadas por el equipo de Tyrode: temperatura de 21 °C,
atmadsfera de nitrégeno, velocidad de compresién de 10 mm/min, cubeta de tamafio
siete veces inferior a la usada en el presente estudio.

Desde el punto de vista comparativo, este acido graso presenta una gran
importancia al presentar el mismo numero de insaturaciones y pertenecer al mismo
grupo omega que el acido linoleico (18:2, w-6). En efecto, la Unica diferencia estructural
radica en los dos atomos de carbono extra que presenta el acido eicosadienoico
respecto del acido linoleico.

Dicha variacidn estructural implica un aumento de 3,4 A2/molécula en el drea
limite del estado de liquido expandido de la monocapa de acido eicosadienoico. Ademas,
la presion de colapso disminuye desde 28,7 mN/m hasta 28,1 mN/m, presentando el
acido eicosadienoico un area de colapso superior en 0,6 A2/molécula. Por ultimo, el
modulo de compresibilidad es practicamente el mismo, 95,2 mN/m para el acido
linoleico y 95,5 mN/m en el caso del acido eicosadienoico. Esta ultima diferencia nos
indica que la monocapa del acido linoleico presenta una mayor pendiente durante la
fase de liquido expandido, dado que Cs*' es directamente proporcional al dreay a la

pendiente.
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4.8.2 Microscopia de angulo de Brewster

4.8.2.1 Espesor y configuracion molecular

En la Figura 4.8.B se muestra la curva del espesor relativo de la monocapa de
acido eicosadienoico sincronizado con la isoterma m-A. En dicha representacién se
puede observar como el espesor inicia su escalada de forma simultdnea a la de la
presion, manteniendo un comportamiento lineal hasta que tiene lugar el colapso del
film (area de 38,2 A2/molécula), momento en el cual el espesor acelera su ascenso de

forma abrupta como consecuencia del colapso de la monocapa.
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Figura 4.8.B.- Isoterma n-A y curva del espesor de la monocapa de dcido eicosadienoico,
extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C, con un depdsito de 4-10*° moléculas y
comprimida a la velocidad de 50 cm?/min.

Segun este registro de espesor relativo, la monocapa del acido eicosadienoico
muestra durante la fase gas un valor de 0,85 nm. Por otro lado, el valor maximo de
espesor alcanzado por el film mientras atraviesa el estado de liquido expandido es de

1,25 nm, en el momento inmediatamente previo al colapso de la monocapa. Los valores
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obtenidos para el acido linoleico fueron de 0,67 nm y 1,025 nm para los estados de gas
y de liquido expandido respectivamente.

En la llustracidn 4.8.A se muestra la posible conformaciéon de la molécula de
acido eicosadienoico segun las fuentes consultadas (NCBI). Tras un analisis de varias
mediciones realizadas sobre dicha molécula, se determind que el atomo de carbono mas
lejano al carbono del grupo carboxilico era el décimo cuarto. Dicha distancia es de 1,366
nm, valor bastante cercano a los 1,25 nm obtenidos como valor maximo de espesor en
el estado de liquido expandido, lo cual indica que en ese punto las moléculas del acido
graso se encuentran en una posicién casi perpendicular a la superficie del sustrato
acuoso.

En cuanto a la fase gas, se ha calculado mediante trigonometria que las
moléculas del dcido eicosadienoico se encontrarian inclinadas aproximadamente unos

41,9°.

Estado liquido
expandido

Estado gas

llustracion 4.8.A.- Representacion tridimensional de la conformacion molecular que presenta
el Acido eicosadienoico en los diferentes estados por los que atraviesa su monocapa.
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4.8.2.2 Imagenes BAM y morfologia

Las imdgenes BAM obtenidas para la monocapa de 4acido eicosadienoico se
muestran en la llustracién 4.8.B. En la Figura 4.8.C se muestra de nuevo la curva del
espesor y la isoterma m-A pero ahora incluyendo los puntos, sefalados mediante letras
(A-F), en los que se tomaron las imagenes microscépicas.

Se realizé la Imagen A al principio de la compresidon, cuando la presion
permanece en cero y el espesor relativo en 0,85 nm. En ella se observan dominios
grisdceos conteniendo huecos oscuros con agua de forma ovalada, que recuerdan a los
observados en la monocapa de acido linoleico en esta misma fase gas.

A medida que el drea se reduce, las moléculas adquieren una posicién cada vez
mas vertical, pasando la monocapa a un estado de liquido expandido, durante el cual se
registra la Imagen B, homogénea en su totalidad de la misma forma que ocurre con el
resto de acidos grasos insaturados estudiados cuando se hallan en este estado.

Al producirse el colapso se observan puntos brillantes correspondientes a los
gérmenes o “embriones” caracteristicos del mismo, tal como se observa en la Imagen
C. A menores dreas, los pequefios nucleos tridimensionales de condensacién aparecen

mucho mas definidos (Imagen D).
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Figura 4.8.C.- Isoterma m-A y curva del espesor de la monocapa de dcido eicosadienoico
extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C. Diferentes puntos en los que se
tomaron las imdgenes BAM sefialados con A, B, Cy D.

llustraciéon 4.8.B.- Imdgenes BAM de la monocapa de dcido eicosadienoico, correspondientes
al depésito de 4-10° moléculas, extendida sobre agua a la temperatura de 10 °C. La
barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.8.3 Influencia del numero de moléculas

En la Figura 4.8.D, se muestran las isotermas de acido eicosadienoico
correspondientes al depdsito de 2:10° y de 6-10® moléculas, junto con el registro de su
espesor relativo. El estudio nos muestra en esta ocasion una minima variacién en las
areas de las isotermas, practicamente despreciable. En ambos casos, el espesor
obtenido presenta un comportamiento similar al exhibido por la monocapa

correspondiente a un depdsito de 4-10%® moléculas.
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Figura 4.8.D.- Isotermas 1t-A y curvas de espesor de las monocapas de dcido eicosadienoico,
correspondientes al depdsito de varios numeros de moléculas, extendidas sobre la
interfaz aire/agua a la temperatura de 10 °C, pH 6-7 y comprimidas a velocidad de 50
cm?/min.

En la Tabla 4.8.A se muestran los valores mas caracteristicos de las isotermas n-
Ay curvas de espesores de monocapas de acido eicosadienoico obtenidas por extensiéon
de diferente numero de moléculas tales como el area inicial bajo la curva (Ao), el area

limite de la fase de liquido expandido extrapolada a presidn cero (Aoug), la presion
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superficial de colapso (m), el valor del drea molecular al cual se produce dicho colapso

(Ac), el espesor relativo durante la fase gas (Eg) y el valor del espesor maximo que alcanza

la monocapa mientras se encuentra en estado de liquido expandido (Eie).

Numero
de . Ao ) Ao(Lg) T . Ac
; (A?/molécula) (A?/molécula) (mN/m) (A%2/molécula)
moléculas
2-10%6 77 51,7 28,1 38,4 0,85 1,23
4.1016 74,5 50,1 28,1 38,2 0,85 1,25
6-10%° 74 50,5 28,2 37,7 0,84 1,27

Tabla 4.8.A.- Valores de parametros caracteristicos de monocapas de dcido eicosadienoico por
extension de diferente numero de moléculas de dcido graso.

4.8.4 Influencia de la temperatura

Las monocapas de acido eicosadienoico (omega-6) no presentan solubilidad en
la subfase acuosa. Como se puede observar en la Figura 4.8.E, el drea bajo las isotermas
de las monocapas a diferentes temperaturas, aumenta con el incremento de la
temperatura, presentando asi un comportamiento similar al descrito en los casos de los
acidos estedrico y oleico. Esta circunstancia indica la importancia del nimero de
insaturaciones para la solubilidad de los acidos grasos bajo estas condiciones, ya que si
se evidenciaba en aquellos que presentaban un nimero superior a dos dobles enlaces
(acido y-linolénico, acido a-linolénico y acido esteariddnico).

Sin embargo, cabe recordar que las monocapas de acido linoleico (18:2) si
mostraban tendencia a perder moléculas por disolucion cuando se depositaban a una
temperatura superior a 10 °C. Teniendo en cuenta que ambos acidos grasos omega-6
presentan en su estructura molecular dos dobles enlaces, parece logico achacar esta
diferencia a la longitud de la cadena. En efecto, el acido eicosadienoico presenta dos
carbonos mas en su cadena apolar que el acido linoleico, lo cual aporta al primero un

mayor caracter hidréfobo que dota de mayor estabilidad a su monocapa.
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Figura 4.8.E.- /sotermas n-A de la monocapa de dcido eicosadienoico, extendida sobre agua a
diferentes temperaturas, correspondiente al depésito de 4-10*° moléculas, comprimida
a velocidad de 50 cm?/min. En el interior, representacion de los correspondientes
modulos de compresibilidad frente a la presion.

Un conjunto de valores correspondientes a diferentes parametros de las
monocapas de acido eicosadienoico a diferentes temperaturas se muestran en la Tabla
4.8.B. Estos son el area inicial bajo la curva (Ao), el area limite de la fase de liquido
expandido extrapolada a presién cero (Aog), la presion superficial de colapso (m), el

area molecular a la cual se produce el colapso (Ac) y el médulo de compresibilidad

maximo (Cs?).

Temperatura Ao Ao(ie) T A G
(°C) (A2/molécula) (A2/molécula) (mN/m) (A2/molécula) (mN/m)
10 74,5 50,1 28,1 38,2 95,5
20 75,6 52 27,1 39,5 92,6
30 78,5 54,5 26,6 41,7 90,9

Tabla 4.8.B.- Valores de pardmetros caracteristicos de monocapas de dcido eicosadienoico
obtenidos sobre agua a diferentes temperaturas.
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4.9 ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS CARACTERISTICAS DE LAS
MONOCAPAS DE LOS COMPUESTOS ESTUDIADOS

4.9.1 Isotermas de compresion
En la Figura 4.9.A aparecen recogidas a efectos comparativos todas las isotermas

m-A de los compuestos estudiados. Tales isotermas corresponden a monocapas
obtenidas por depésito de 4-10'® moléculas y comprimidas a la velocidad de 50 cm?/min
sobre agua a pH 6-7 y temperatura de 10 °C.

Prescindiendo del colesterol, en la figura se evidencia un incremento del area
molecular de la monocapa a medida que aumenta tanto el nimero de dobles enlaces
como el de atomos de carbono en la cadena hidrocarbonada de las moléculas. Lo
contrario ocurre con la presién de colapso, tal como se aprecia con detalle en el

recuadro de la figura.
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Figura 4.9.A.- Isotermas n-A de las monocapas de colesterol y los dcidos estedrico, oleico,
linoleico, a-linolénico, y-linolénico, esteariddnico y eicosadienoico.
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En lo que se refiere a la influencia de la serie omega a la que pertenecen se
observa que la monocapa de acido y-linolénico (w-6) presenta en la fase liquido
expandido un drea molecular mayor (entre 2 y 3 A2/moléc) que la del 4cido con el mismo
numero de atomos de carbono y de dobles enlaces perteneciente a la serie w-3 (acido
a-linolénico), lo que evidencia la importancia de la posicion de los dobles enlaces en la
cadena hidrocarbonada de los acidos grasos, la cual determina su conformacién

molecular y su orientacién en la interfaz aire/agua.

4.9.2 Representaciones del médulo de compresibilidad frente a la presion
superficial

En la Figura 4.9.B. se representan los modulos de compresibilidad, en funcién de
la presién superficial, correspondientes a las monocapas de los compuestos estudiados
con el fin de comparar la rigidez de las mismas. Se observa que por lo general el médulo
de compresibilidad disminuye con el aumento del nimero de insaturaciones, es decir, a
medida que aumenta el nimero de dobles enlaces en la cadena hidrocarbonada, las
monocapas son menos rigidas, o lo que es lo mismo, mas compresibles (mas
expandidas). Sin embargo, el aumento del numero de atomos de carbono parece no
influir en este valor, puesto que tanto el acido linoleico (18:2) como el acido
eicosadienoico (20:2) presentan valores muy similares.

La influencia de la serie omega a la que pertenecen los acidos grasos estudiados
se comprueba al comparar los médulos de compresibilidad de la monocapa del 4cido a-
linolénico, serie omega 3 (18:3 w-3), con la del 4cido y-linolénico, serie omega 6 (18:3
w-6), donde éste, con la misma longitud de la cadena hidrocarbonada y el mismo
numero de dobles enlaces, pero en distinta posicién, presenta una monocapa mas
expandida (mds compresible) que el primero, derivada de la diferente situacién de los
dobles enlaces en la molécula.

En la Tabla 4.9.A se recogen los valores mas significativos de determinados
parametros relativos a las monocapas estudiadas, tales como area inicial al inicio de la

compresién (Ao), drea limite extrapolada a presidn cero (Aogimite)) (correspondiente a la
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fase sdlida en el caso del colesterol y dcido estedrico y a la fase liquido expandido en el
caso de los acidos grasos insaturados), presion de colapso (mc), area molecular

correspondiente al colapso (Ac) y valor maximo de mddulo de compresibilidad (Cs?)

—— Colesterol
—=— Acido Esteérico (18:0)
Acido Oleico (18:1) »-9

—— Acido Linoleico (18:2) »-6
—~— Acido a-Linolénico (18:3) -3

=— Acido y-Linolénico (18:3) w-6
—=— Acido Estearidénico (18:4) »-3
—+— Acido Eicosadienoico (20:2) ©-6

Maodulo de compresibilidad CS'l (mN/m)

55
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110—.'
100—.
90—.
80—.
70—.
50_-,
50—.
40—.
30—.
20_- B . S S H

Médulo de compresibilidad CS'1 (mN/m)

10

Figura 4.9.B.- Mddulos de compresibilidad de las monocapas de colesterol, dcido estedrico,
dcido oleico, dcido linoleico, dcido a-linolénico, dcido y-linolénico, dcido estearidénico
y dcido eicosadienoico.
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Ao AO(Estado) N Ac Cs_l

R (A2/molécula) (A%/molécula) | (mN/m) | (A%/molécula) (mN/m)

Colesterol 39,6 38,6 45,1 36,2 791
,(L\lcsndc;)) Estearico 252 20,3 53 18,7 702
,(A1c8|d:) (:)I_egico 53 40,4 31,4 30,9 104,6
,(L\1c8|d:) o(:)—_l.;nolénico 35 ) 49,8 27,3 35,9 72,4
,(A1c8|d30) \({:(i;nolénico 80,5 755,1 27,9 39,1 72,8
ﬁc;d:) Ir-t:aridénico EOG'G y 62,7 § 25,8 40,9 54

,(Azc(;dzo) I(E;fgsadienoico 745 | 50,1 281 38,2 95,5

Tabla 4.9.A.- Relacidn de los valores mds importantes tomados de las isotermas n-A y modulos
de compresibilidad de las monocapas de colesterol, dcido estedrico, dcido oleico, dcido
linoleico, dcido a-linolénico, dcido y-linolénico, dcido estearidonico y dcido

Un analisis de los datos de esta tabla permite concluir que la monocapa de acido
estearico (18:0) es la mas rigida (mds condensada) de todos los acidos grasos estudiados,
con un valor maximo de Cs* de 702 mN/m, que corresponde a un estado superficial
sdlido. La ausencia de dobles enlaces permite que sus moléculas consigan empaquetarse
de una forma muy efectiva generando una monocapa con una elevada rigidez. Por el
contrario, la presencia de dobles enlaces en las cadenas hidrofébicas afecta
directamente a su conformacién molecular, generando dobleces en sus moléculas y
originando monocapas de tipo expandido. Asi, la simple presencia de un doble enlace,
como ocurre en el acido oleico (18:1 w-9), causa un aumento muy significativo del area
molecular de la monocapa (desde 20,3 hasta 40,4 A2/moléc.), al tiempo que una
disminucion drastica de su modulo de compresibilidad (desde 702 mN/m en el 4cido
estedrico a 104,6 mN/m en el oleico). Dicho de otro modo, en tanto que la monocapa

de 4cido estearico (acido saturado) es rigida, empaquetandose sus moléculas en un area
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reducida, las de los acidos grasos insaturados son compresibles, tanto mas cuanto mayor
es su insaturacion, ya que ésta impide el empaquetamiento de las moléculas

Como se dijo antes, la elongacion de la cadena muestra un ligero aumento del
area extrapolada de la monocapa (+3,4 A2/molécula) tal como se puede observar en la

tabla al comparar el 4cido linoleico (18:2, w-6) con el acido eicosadienoico (20:2, w-6).

4.9.3 Espesores de las monocapas

Los registros de los diferentes espesores han permitido dilucidar la conformacidn
molecular de las sustancias estudiadas en cada una de sus monocapas. De la misma
forma, se calcularon los posibles grados de inclinacién de las moléculas respecto de la
superficie del sustrato acuoso. En la Tabla 4.9.B se recogen los datos de espesor en los
diferentes estados por los que atraviesan las monocapas: gas (Eg), liquido expandido
(Ewe), liquido condensado (Ei.c) y sdlido (Es), asi como los grados de inclinacién

correspondientes a la fase gas (Glg).

Addoraso e, 8 Bel G B e
Colesterol 0,25 } 13 } - - 1,15 1,5
Acido Esteérico 0,4877‘ 12,5 } /9) 2,1 - 2
Acido Oleico 0,69 757 | 7?,11 - - -
Acido Linoleico 0,67 38,3 ; 1,025 - - -
Acido a-Linolénico 0,51 36,7 AR 0,86 - - -
Acido y-Linolénico 0,52 41,9 0,82 - - -
Acido Estearidénico 0,49 36,2 0,83 - - -
Acido Eicosadienoico 0,63 41,9 0,9 - - -

Tabla 4.9.B.- Relacion de los valores mds importantes tomados del registro de los espesores
relativos de las monocapas de dcido estedrico, dcido oleico, dcido linoleico, dcido a-
linolénico, dcido y-linolénico, dcido esteariddnico y dcido eicosadienoico.
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4.9.4 Imagenes BAM

Las imagenes BAM registradas son de gran ayuda para el andlisis morfoldgico de

las monocapas. Durante la fase gas se observaron cinco tipos de imagenes

microscopicas en las monocapas de las sustancias estudiadas (llustraciéon 4.9.A):

A

Imagen correspondiente al colesterol en la que se observan los caracteristicos
dominios en forma de espuma o esponja, de color gris claro, conteniendo gotas
0 masas de agua en su interior (regiones oscuras).

Imagen del acido estedrico, con dominios alargados u ovoides, en los que se
observan distintas tonalidades de grises dada su propiedad anisotrdpica.
Imagen del acido oleico, con dominios claros ovalados rodeados de agua.
Imagen propia del acido linoleico y acido eicosadienoico, con dominios grisdceos
conteniendo huecos oscuros con agua de forma ovalada.

Imagen mostrada por los acidos a-linolénico, y-linolénico y esteariddnico,
difusa en su conjunto debido a la elevada tendencia por parte de estos acidos

grasos a expandirse y evitar formar dominios.

llustracion 4.9.A.- Diferentes tipos de imdgenes BAM de las sustancias estudiadas tomadas
durante la fase gas.
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Durante las fases liquido expandido y sélido de las monocapas de acidos grasos
insaturados y de colesterol, respectivamente, se observaron imagenes homogéneas,
tipicas de dichos estados similares a la Imagen A de la llustracion 4.9.B. Sin embargo, el
acido estedrico mostré durante sus fases de liquido condensado y sdlido grandes
dominios de forma irregular que le confieren a la imagen un aspecto heterogéneo que
no es habitual en las imagenes correspondientes a esta fase (Imagen B). En la fase sdlida
de este acido aparecen pequefios puntos brillantes alineados en filamentos curvilineos,
que corresponden a la formacidn de “embriones” o pequeios nucleos tridimensionales

de condensacion, los cuales constituyen los gérmenes del colapso del film (Imagen C).

llustracion 4.9.B.- Diferentes tipos de imdgenes BAM de las sustancias estudiadas tomadas
durante las fases de liquido expandido y sélido.

Estos nucleos aparecen mucho mas definidos en todas las imagenes
correspondientes al colapso de las monocapas estudiadas (Imagen A de la llustracidon
4.9.C), los cuales, al continuar la compresidon de la monocapa a lo largo del colapso,
crecen de tamafio, agrupandose entre si en forma de racimos (imagen B) o de

“bastancillos” de tamafio variable comprendido entre 4 y 7 A, como en el caso del

colesterol puro (imagen C).

llustracion 4.9.C.- Diferentes tipos de imdgenes BAM de las sustancias estudiadas tomadas
durante el colapso.
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4.10MEZCLA DE ACIDO ESTEARICO CON COLESTEROL

4.10.1 Isotermas nt-A y modulos de compresibilidad
En la Figura 4.10.A se muestran los resultados obtenidos al extender las

monocapas de acido estedrico, colesterol y sus mezclas sobre sustrato acuoso. En todos
los casos, para cada una de las fracciones molares estudiadas, se depositd un total de
4-10'® moléculas de ambos componentes. El agua del sustrato presentd un pH 6-7 (no
se utilizd ninglin tampon para no introducir iones en el mismo), la temperatura fue de

20 °Cy las monocapas se comprimieron a una velocidad de 50 cm?/min.
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Figura 4.10.A.- Curvas ni-A de monocapas de dcido estedrico, colesterol y de mezclas de ambos
con diferentes fracciones molares (0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9). En la grdfica interna se
muestran los valores de colapso frente a la fraccion molar.

Las curvas m-A correspondientes a las monocapas mixtas se van alejando del eje
de coordenadas a medida que disminuye la proporcién de acido estearico en la mezcla,
ocupando un area cada vez mayor, mientras que la presién del colapso permanece en

las cinco mezclas en valores en torno a la del propio colesterol (interior Figura 4.10.A).
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Este dato nos indica, tal como vimos en el capitulo de Introduccidn referente a
monocapas mixtas, que ambos componentes son inmiscibles.

Mas adelante, en un andlisis mas profundo de las isotermas de cada una de las
mezclas, podremos ver como las monocapas con mayor contenido en acido graso
presentan un colapso (correspondiente al colesterol) a una determinada presidn,
seguido de un descenso de la misma para volver a iniciar un aumento de la presion hacia
un segundo colapso (el del acido graso).

La Figura 4.10.B muestra los médulos de compresibilidad de las monocapas de
los componentes puros y de las diferentes mezclas. Podemos observar claramente que
a presiones inferiores a 25 mN/m las monocapas de las mezclas con fracciéon molar de
acido estearico comprendida entre 0,7 y 0,9 presentan una meseta de compresibilidad
constante que es similar a la del estado liquido condensado de este acido, descrito en la
seccion 4.2.1. (Figura 4.2.A) y que se puede observar en la figura que estamos
comentando. Esta meseta estd seguida por un rdpido incremento de Cs* cuyo valor
maximo se aproxima al del estado sdlido de la monocapa de acido estedrico. Por lo tanto,
en este intervalo de concentraciones, en el que el acido estearico estd en mayor
proporcidn, las monocapas mixtas presentan un comportamiento muy proximo al de
este componente puro, sin notarse la presencia del colesterol. Esto confirma la
inmiscibilidad de los componentes mixtos en la monocapa.

Por otra parte, la pequeia meseta de la monocapa del colesterol, a presiones
comprendidas entre 5 y 7,5 mN/m aproximadamente, también se mantiene, aunque
mas difuminada, en las monocapas mixtas de fracciéon molar Xsta = 0,1 y 0,3, lo que
evidencia el predominio del comportamiento del colesterol en estos casos, sin que el
acido estedrico haga apenas acto de presencia. De nuevo, este hecho pone de
manifiesto la incompatibilidad de ambos componentes en el film mixto.

El comportamiento de la monocapa correspondiente a la mezcla de fraccién
molar 0,5 es intermedio entre el de los componentes puros. Si se admite la inmiscibilidad
de los componentes este resultado resulta légico puesto que al encontrarse ambos en

la misma proporcidn participan en la formacién de la monocapa con el mismo peso, sin
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gue exista predomino de ninguno de ellos. En otras palabras, cada uno se comporta

independientemente del otro.
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Figura 4.10.B.- Representacion de los mddulos de compresibilidad de las monocapas de dcido
estedrico, colesterol y de mezclas de ambos con diferentes fracciones molares (0,1; 0,3;
0,5,0,7;0,9).

Para observar con mayor claridad el efecto del colesterol en la monocapa de
acido estedrico, se representd el mdédulo de compresibilidad en tres dimensiones frente
a la presion superficial (Figura 4.10.C).

El médulo de compresibilidad correspondiente a la fase de liquido condensado
del acido estearico va incrementando su valor a medida que el colesterol estd mas
presente en la mezcla. Esta circunstancia es bastante ldgica teniendo en cuenta la
diferencia importante que existe en los valores de mdédulo de compresibilidad entre
ambos componentes. Por ejemplo, el colesterol presenta a la presidon superficial de 5
mN/m un valor de Cs'! =353 mN/m, mientras que el dcido estearico logra un valor de 93

mN/m para ese mismo valor de presidn superficial. Asi, las mezclas de ambos
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componentes presentan valores intermedios. Sin embargo, a elevadas presiones

superficiales, esta tendencia desaparece.

I Colesterol
- XSTA: O’l
\- XSTA: 0’3
- XSTA: 0’5
1] — i
800 ] I X,,=0,9
w ‘ ‘ I Acido Esteérico
700 A
o &
500
O 400
N
300
200
100
c oreste’

4 (\CO
00 Es‘ea o
e

Figura 4.10.C.- Representacion tridimensional de los mdédulos de compresibilidad frente a la

presion superficial de monocapas de dcido estedrico, colesterol y de mezclas de ambos
(0,1;0,3; 0,5, 0,7; 0,9).

Cuando el acido estedrico se encuentra en estado sdlido, presenta valores de
modulo de compresibilidad no muy diferentes a los del colesterol (aproximadamente
maximos de 700 y 800 mN/m para acido estearico y colesterol respectivamente). Seria
légico esperar que las mezclas presentaran maximos que entrasen dentro de ese
intervalo aunque en realidad todas y cada una de las cinco mezclas presentan valores

inferiores a ambos puros, siendo la mezcla de Xsta = 0,5 la que presenta el maximo mas

bajo (463mN/m).
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En la Figura 4.10.D se muestra el anadlisis individual del mddulo de
compresibilidad para cada fraccion molar de la mezcla de acido estearico y colesterol,
cuyos valores de mayor relevancia vienen recogidos en la Tabla 4.10.A para los valores

de presion indicados.

Maddulo de compresibilidad (mN/m)

Xsta n=5 mn=10 mn=15 mn=20 n=25 mn=30 n=35 mw=40 | Cs!max.

OOCNEIGIN 35318 37391 562,99 731,55 788,63 7775 709  501,9 790,6

0,1 269 3215 4999 6419 680,3 690,5 5868 3757 | 6965
0,3 2203 2776 3942 5159 5866 6058 5409 3848 | 607,6
0,5 165 1935 2789 3759 = 4357 462,6 4314 267,8 | 4631
0,7 1576 1717 1766 = 193,5 = 422,5 5487 500,6 239,9 | 550,7

112,6 120,2 120,2 120 437,9  627,9 637 508,8 650,4

STA 93,4 98,8 99,9 101,2 277,2 ' 580,4 674 695 699,4

Tabla 4.10.A.- Valores de los mddulos de compresibilidad a diferentes presiones superficiales de
monocapas mixtas de dcido estedrico y colesterol a diferentes fracciones molares (0,1;
0,3;0,5,0,7;0,9).
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Figura 4.10.D.- Representacion de los
mddulos de compresibilidad
frente a la presion superficial de
monocapas de dcido estedrico,
colesterol y de mezclas de ambos
con diferentes fracciones molares
(0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9) obtenidas
a 20 °C, pH = 6-7, depositando
4-10% moléculas y comprimidas a
la velocidad de 50 cm?/min.
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4.10.2 Microscopia BAM. Imagenes y espesor mezcla

4.10.2.1 Mezcla Xsta=0,9

En la grafica de espesor-area molecular correspondiente a esta mezcla rica en
acido graso (Figura 4.10.E) se aprecia que en el estado gas la monocapa presenta un
espesor de 0,5 nm, igual al registrado para el dcido graso puro. Por tanto, en este estado
el espesor del acido graso domina al del colesterol (0,25 nm).

Al remate de la fase gas se produce un incremento repentino y brusco del
espesor como consecuencia del cambio de fase de la monocapa mixta desde el estado
gas al de liquido condensado, primero, y sélido después, alcanzandose al final de la
transicién un valor del espesor de 2 nm, casi igual al del &cido estedrico puro en el mismo
estado (2,1 nm). Sin embargo, a partir de este momento el comportamiento de la
monocapa mixta es diferente al de la monocapa de 4cido estearico puro, ya que en ésta
el espesor se mantiene constante en el valor de 2,1 nm (Figura 4.2.B), mientras que en
el film mixto el espesor continla aumentando lentamente hasta llegar a un valor
aproximado de 2,3 nm. Esta “seudomeseta” del espesor es similar a la del colesterol
puro antes de colapsar, habiendo sido atribuida a un cambio conformacional del mismo,
tal como se comenté en la seccién 4.1.2. En consecuencia, el comportamiento del
colesterol en la monocapa mixta, con independencia de su concentracion (como se vera
en los siguientes apartados), es el mismo que cuando esta puro, colapsando a su propia
presién de colapso, sin que la presencia del acido graso modifique su valor. En caso de
existir algun tipo de interaccion entre los componentes, la presencia de uno de ellos
alteraria las propiedades del otro, lo que no ocurre en este caso.

El colapso del colesterol en la monocapa mixta se visualiza en la grafica espesor-
area por un aumento brusco del espesor al final de la seudomeseta y en la isoterma n—
A por la presencia en la misma de un pico agudo de presion. Tras el colapso, la presidon
superficial desciende instantdneamente unos 5 mN/m aunque después presenta un
repunte que nos indica que podria ocurrir un segundo colapso a presiones mas elevadas,
el cual corresponderia al acido graso (Seoane, Mifiones, Conde, Iribarnegaray, & Casas,

Interactions between Amphotericin B and Sterols in Monolayers. Mixed Films of
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Amphotericin B-Cholesterol, 1999). Con la superficie disponible y el nimero de
moléculas utilizado para el estudio, no se logré alcanzar este segundo colapso.

Las Imagenes A y B de la llustracidn 4.10.A, obtenidas a lo largo de la fase gas,
ofrecen la existencia de un gran nimero de dominios de color gris-claro, circulares y
ovales, debidos al acido graso. Su tamano es diferente, alternandose unos con otros. En
la Imagen C se observa claramente que los dominios de acido graso van configurando
una imagen cada vez mas homogénea. Como cabe esperar, en este estado apenas se
observan dominios de colesterol, si bien su mayor presencia en la imagen B podria
explicar la existencia de los picos de espesor observados en la grafica espesor-area, unos
mas altos (los del acido) y otros mas bajos (los del colesterol).

La Imagen D obtenida a la presidn superficial de 10 mN/m muestra una masa
difuminada de dominios en la que existen pequeiios huecos que podrian corresponder
a residuos minusculos de agua englobada en su interior durante el proceso de fusién de
los dominios. En la Imagen E se observa claramente la formacién de pequeiios nucleos
de condensacion precursores del colapso, el cual se pone de manifiesto nitidamente en
la imagen F, donde se advierte la presencia de numerosos restos de monocapa
colapsada, algunos en forma estrellada, brillantes y de tamafo irregular. La brillantez de
estos dominios provocada por la alta reflexion de la luz del BAM en los mismos, en
contraste con la nula reflexién experimentada en el agua que rodea a los dominios,
causa que durante el colapso se observen numerosos picos de espesor en la grafica

espesor-area.
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Figura 4.10.E.- Curva rt-A de la monocapa mixta de dcido estedrico y colesterol correspondiente
a la fraccion molar de Xsra = 0,9 y espesor relativo obtenidas a 20 °C, pH 6-7, depositando
4-10% moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.10.A.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
estedrico y colesterol (Xoe = 0,9). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.10.2.2 Mezcla Xsta=0,7

La Imagen A de la llustraciéon 4.10.B muestra que a esta fraccién molar el
colesterol presente en la mezcla se pone en evidencia por la presencia de dominios
caracteristicos en forma de espumas (masas grisdceas con “agujeros” negros en su
interior).

Sin embargo, esta presencia de colesterol no parece influir en los valores de
espesor registrados (Figura 4.10.F), puesto que estos continian dominados por el acido
estearico, que sigue siendo el componente mayoritario de la mezcla y el que tiene mayor
espesor, cualquiera que sea el estado superficial en el que se encuentra. Asi, durante la
fase gas de la monocapa el valor de su espesor se mantiene constante en 0,5nm, lo
mismo que vimos en la seccién anterior. En las demds imdagenes microscépicas
registradas cuando la monocapa se encuentra en este estado (Imagenes B y C) apenas
se observan las espumas, las cuales son dominadas por la presencia de los dominios
circulares y ovales propios del acido graso. En algunos de estos dominios se observan
distintas tonalidades debidas a la anisotropia del acido estearico.

Simultdneamente al incremento de presiéon superficial provocado por la
compresion, se produce el aumento del espesor de la monocapa como consecuencia del
cambio repentino de la inclinacion de las moléculas. Durante este estado condensado,
el microscopio escanea la Imagen D, con grandes dominios muy difusos. Cuando se
alcanza un area molecular de 25 A2/molécula se produce el colapso del colesterol
existente en la monocapa, observandose antes la existencia de numerosos pequefios
“bastoncillos” de colapso incipiente, similares a los del colesterol puro (Imagen E), los
cuales durante el colapso crecen y se transforman en estructuras de mayor tamafio y

mas brillantes (Imagen F).
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Figura 4.10.F.- Curva it -A de la monocapa mixta de dcido estedrico y colesterol correspondiente

ala fraccion molar de Xsra=0,7 y espesor relativo obtenidas a 20 °C, pH 6-7, depositando
4-10* moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracién 4.10.B.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
estedrico y colesterol (Xsta=0,7). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.10.2.3 Mezcla Xsta=0,5

Tanto la grafica del espesor como la isoterma m-A de la monocapa mixta (Figura
4.10.G) son similares a las registrada para el acido estedrico. En efecto, durante la fase
gas el espesor de la monocapa se mantiene constante en un valor aproximado de 0,5
nm, valor que como se ha indicado antes corresponde al obtenido para el 4cido estedrico
en esta misma fase y asociado a una inclinacion de sus moléculas de 12,5°. Es de esperar
que simultdaneamente las moléculas del colesterol presentes en la monocapa mixta y en
este estado gas presenten sus esteranos con el resto alquilico orientado mas o menos
horizontalmente con respecto a la superficie del sustrato acuoso, si bien el espesor
correspondiente a esta orientacion es menor que el del dcido graso en las mismas
condiciones. Por ello, el espesor de la monocapa mixta esta determinado por el del 4cido
graso.

Como se puede observar en la llustracion 4.10.C, las tres primeras imagenes
microscopicas correspondientes al estado gas de la monocapa mixta (Imagenes A, By
C), muestran una gran presencia de “espumas” de colesterol. Tales “espumas” se
mantienen separadas de los pequefios dominios circulares y ovalares constituidos por
moléculas de acido graso, los cuales se fusionan unos con otros y aumentan de tamafio
cuando se comprime la monocapa. Lo mismo sucede con las espumas, en las que
durante el proceso de agrupamiento quedan atrapadas en su interior moléculas del agua
del sustrato, que aparecen en las imagenes BAM como circulos de fondo negro.

A medida que la presidn superficial aumenta, la imagen se vuelve mas
homogénea, dando lugar a la Imagen D, obtenida a la presion de 15 mN/m. Al proseguir
la compresidon y alcanzar el colapso, se registran imdagenes similares a las antes
expuestas: Imagen E mostrando pequefios y brillantes nucleos de condensacion e

Imagen F con numerosos dominios de fase colapsada.
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Figura 4.10.G.- Curva it -A de la monocapa mixta de dcido estedrico y colesterol correspondiente
ala fraccion molar de Xsra=0,5 y espesor relativo obtenidas a 20 °C, pH 6-7, depositando
4-10* moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracién 4.10.C.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
estedrico y colesterol (Xsta=0,5). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.10.2.4 Mezcla Xsta=0,3

Las imagenes BAM correspondientes a la monocapa en estado gas (llustracion
4.10.D) muestran en este caso una presencia mayoritaria del esterol desde el inicio de
la fase (Imagen A) donde se observa gran parte de zona oscura, propia del agua, junto
con estructuras espumosas propias del colesterol. Al disminuir el area la region oscura
del agua va desapareciendo puesto que la monocapa va cubriendo la totalidad de la
superficie (Imagen B). Antes de que las moléculas cambien su inclinacidn se registré la
Imagen C, la cual solo muestra pequefiisimos restos de agua. Toda la superficie esta
cubierta de monocapa de colesterol, sin que el BAM pueda percibir los dominios de
acido estedrico. La prueba de ello es que la gréfica del espesor de la monocapa mixta es
similar a las que acabamos de exponer antes. Esto es debido a que el sensor de medida
del espesor es mas sensible al componente de la monocapa con mayor espesor (acido
estearico), que al de menor espesor. Los picos de espesor observados en la grafica son
consecuencia de esta diferente sensibilidad: cuando el sensor detecta la monocapa de
acido graso su respuesta es mas intensa que cuando se trata de colesterol.

La Imagen D es practicamente homogénea como corresponde al estado liquido
condensado en el que se ha obtenido la misma, y las Imagenes E y F muestran con
claridad la formacién de “bastoncillos” de colesterol, inicialmente pequenos y después
mas grandes y numerosos como consecuencia de su crecimiento a lo largo del colapso.

Un aspecto a destacar en esta mezcla es que el colapso de la monocapa mixta
difiere del de las mezclas antes estudiadas. En efecto, tal como se observa en la Figura
4.10.H, una vez producido el colapso del componente minoritario, es decir, del
colesterol, la presién no decae bruscamente para volver a aumentar, como sucede en
las monocapas con mayor contenido en acido graso, sino que permanece constante.
Esta diferencia de comportamiento se debe a que en la cubeta de la balanza Nima la
superficie disponible para depositar la monocapa es pequefia, por lo que se necesita un
depdsito muy grande de moléculas para lograr que al final de la compresién se alcance
el segundo colapso, maxime cuando se trata de mezclas con elevado contenido en
colesterol, en cuyo caso la meseta de presidn constante correspondiente a su colapso

es muy larga, tal como se puede observar en la Figura 4.1.A de la seccién 4.1.1.
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Figura4.10.H.- Curva it -A de la monocapa mixta de dcido estedrico y colesterol correspondiente
a la fraccion molar de Xsta = 0,3 y espesor relativo obtenidas a 20 °C, pH 6-7 depositando
4-10% moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.10.D.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
estedrico y colesterol (Xsta = 0,3). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.10.2.5 Mezcla Xsta=0,1

La monocapa de la mezcla de colesterol con acido estearico de fraccion molar
Xsta=0,1 presenta caracteristicas muy similares a la de Xsta=0,3. Solo se puede destacar
gue la regidn de presién constante tras el colapso es mas alargada en la monocapa de
Xsta= 0,1 debido al mayor contenido en colesterol (Figura 4.10.1).

En las imagenes BAM se observa una amplia presencia del colesterol. A areas
elevadas, sus “espumas” conteniendo agua en su interior en forma de pequefias gotas
o de mas amplias regiones invaden todo el campo de observacién del microscopio.
(Hustracion 4.10.E, Imagen A). Al continuar la compresién de la monocapa dentro de la
fase gas va disminuyendo el agua de las espumas (Imagen B) hasta quedar reducida a
minusculas gotas (Imagen C, correspondiente a instantes antes del cambio de
inclinacion de las moléculas de la monocapa). Cuando se alcanza el estado condensado
de la monocapa la imagen es homogénea, como corresponde a las fases de este tipo
(Imagen D). Al producirse el colapso, la Imagen E muestra los dominios brillantes tipicos
del colesterol constituidos por pequeiios nucleos de condensacion en forma de
“bastoncillos”. Si se reduce mas el area, estos nucleos brillantes se unen y se organizan

en forma de bastones de entre 8 y 10 um de longitud (Imagen F).
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Figura 4.10.1.- Curva it -A de la monocapa mixta de dcido estedrico y colesterol correspondiente
a la fraccion molar de Xsra = 0,1 y espesor relativo obtenidas a 20 °C, pH 6-7, depositando
4-10% moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.10.E.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
estedrico y colesterol (Xsra=0,1). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.

23 L




4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.10.3 Area molecular media

Una forma de comprobar la existencia de interacciones entre los componentes
de una monocapa mixta, consiste en representar el area molecular media ocupada por
la misma (drea total dividida por el nimero de moléculas depositadas de ambos
componentes) en funcidn de la fraccién molar de uno de los componentes. Si estos son
inmiscibles, o bien si son miscibles y presentan un comportamiento ideal, tal
representacion da lugar a una linea recta, como consecuencia del cumplimiento de la
ley de la aditividad de las area (Joos, Ruyssen, Mifiones, Garcia Fernandez, & Sanz
Pedrero, 1969) (Seoane, Mifiones, Conde, Iribarnegaray, & Casas, Interactions between
Amphotericin B and Sterols in Monolayers. Mixed Films of Amphotericin B-Cholesterol,

1999).

A12 = X1 'A1+x2 'AZ (460)

Donde A1, es el area molecular media del filme mixto a una determinada
presion Tt X1 y X2 son las fracciones molares de cada componente, y A1y A; son las dreas
moleculares de los componentes puros.

Por el contrario, desviaciones de la linealidad ponen de manifiesto la existencia
de un comportamiento no ideal de los componentes de la mezcla, con atracciones
moleculares entre los mismos (desviaciones negativas) o repulsiones entre ellos
(desviaciones positivas).

En la Figura 4.10.) se puede observar este tipo de representacion a diferentes
presiones superficiales. En todos los casos se observa el cumplimiento de la ley de la
aditividad de las areas, poniéndose de manifiesto que las nueve rectas correspondientes
a las presiones superficiales seleccionadas para el estudio presentan todas una

pendiente negativa.
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Figura 4.10.).- Representacion del drea molecular media frente a la fraccion molar de dcido
estedrico de la mezcla STA/COL, a los valores de presion superficial indicados.
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4.10.1 Funciones de exceso

4.10.1.1 Area de exceso

Otra forma de poner de manifiesto la existencia o no de interacciones entre los
componentes de los filmes mixtos, es mediante la determinacién del area de exceso de
mezcla (Aexc.), que representa la diferencia existente entre el area molecular ocupada
por la monocapa mixta a una determinada presion y el area que ocuparian los

componentes si el filme mixto se comportase de forma ideal a la misma presidn, es decir:

Aexc. = A1 (x1 - AL + x5 - Ay) (4.61)

En definitiva, el drea de exceso es una medida de la desviacién del
comportamiento ideal. Como puede comprobarse en la Figuras 4.10.K los valores
obtenidos para esta magnitud son préximos a cero, lo que nos indica que ambos

componentes son inmiscibles.
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Figura 4.10.K.- Representacion del drea de exceso de la mezcla STA/COL frente a la fraccion
molar de dcido estedrico, a los valores de presion superficial indicados.
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4.11 MEZCLA DE ACIDO OLEICO CON COLESTEROL

4.11.1 Isotermas n-A y médulos de compresibilidad

En la Figura 4.11.A se muestran las isotermas m-A de la mezcla de acido oleico y

colesterol. Aquellas cuya fraccion molar presenta mayor cantidad de acido graso que

colesterol (Xoa > 0,5) son similares a la del propio acido oleico puro, especialmente en

las regiones de bajas presiones. En estas situaciones, la adicién del colesterol a la

monocapa de acido oleico desplaza lentamente las isotermas hacia el eje de las Y. Sin

embargo, cuando las presiones son elevadas, el desplazamiento ocurre hacia el lado

contrario y se produce un aumento de la propia presion superficial.
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Figura 4.11.A Curvas ni-A de monocapas de dcido oleico, colesterol y de mezclas de ambos con
diferentes fracciones molares (0,1; 0,3; 0,5; 0,7, 0,9) obtenidas a 10 °C, pH 6-7,
depositando 4-10*¢ moléculas y comprimidas a la velocidad de 50 cm?/min. En el
interior, representacion de los mddulos de compresibilidad frente a la presion.
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En las isotermas con fraccion molar Xoa < 0,5, el comportamiento de los films
monomoleculares es similar al del colesterol puro, mostrando asi una mayor pendiente.
La isoterma de la mezcla de fraccién molar Xoa igual a 0,5 se comporta de una forma

intermedia entre los dos componentes puros.

La representacién del médulo de compresibilidad (Cst) en funcidn de la presién
superficial da lugar a una serie de curvas que nos permiten examinar los diferentes

estados por los que atraviesa la monocapa (Figura 4.11.B).

800
Acido Oleico

700 gy N Xo,=09

i — X,=07
600 o R o B G ——X_,=05

] ——X,,=0,3
500 4------ iy B - i A\ -\ — Xpa= 01

] —— Colesterol

Modulo de compresibilidad C_* (mN/m)

Presion superficial (mN/m)

Figura 4.11.B.- Representacion de los modulos de compresibilidad frente a la presion de
monocapas de dcido oleico, colesterol y de mezclas de ambos con diferentes fracciones
molares (0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9) obtenidas a 10 °C.

Existe una enorme diferencia entre los mddulos de compresibilidad de las dos
sustancias puras. Como ya hemos visto anteriormente, el colesterol da lugar a una
monocapa muy compacta con una elevada resistencia a ser comprimida; mientras que
el acido oleico presenta una monocapa mas expandida y con baja resistencia a la

compresion.
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Como se puede observar, el médulo de compresibilidad aumenta a medida que
el colesterol estd mas presente en la mezcla. La presencia del esterol produce un efecto
de incremento del empaquetamiento molecular, teniendo como consecuencia una

mayor resistencia a la compresion por parte de la monocapa.

El enorme efecto condensador del colesterol queda patente en la representacién
tridimensional del médulo de compresibilidad (Figura 4.11.C), donde se puede observar
claramente el incremento de la superficie bajo la curva del Cs'* a medida que la presencia

del esterol aumenta.

Il Colesterol
- 01
- W X,- 03
B X,,=0.5
2100 Bl < =07
B X,,=0,9
600 B /cido Oleico
500
O 400
oL
300
200
100

GO
100 O\e\c
N

Figura 4.11.C Representacion tridimensional de los mddulos de compresibilidad frente a la
presion superficial de monocapas de dcido oleico, colesterol y de mezclas de ambos (0,1;
0,3;,0,5;0,7;0,9).
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A continuacion se muestran los mddulos de compresibilidad individuales para
cada mezcla (Figura 4.11.D). Los valores de mddulo de compresibilidad a diferentes
presiones superficiales asi como los valores maximos alcanzados correspondientes a

estos sistemas se recogen en la Tabla 4.11.A.

Médulo de compresibilidad (mN/m)

n=2,5 n=5 n=10 n=15 n=20 n=25 Cs!maximo

Colesterol 289,41 353,18 37391 562,99 731,55 788,63 790,6

01 147,38 243,7 292,98 408,25 482,72 517,28 559,42
“ 117,06 1748 230,32 337,12 3913 419,4 429,43
" 67,56 97,66 170,79 | 223,63 = 24526 247,71 250,84
0,7 35,01 53,73 96,77 130,21 150,95 155,63 156,97
" 32,11 45,26 72,69 92,08 " 111,04 | 13534 135,56
27,65 40,13 57,97 7648 9699 118,39 118,39

Tabla 4.11.A Valores de los mddulos de compresibilidad a diferentes presiones superficiales de
monocapas mixtas de dcido oleico y colesterol con diferentes fracciones molares (0,1;
0,3,0,5;0,7;0,9).
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4.11.2 Microscopia BAM. Imagenes y espesor mezcla

4.11.2.1 Mezcla Xoa=0,9
En esta primera monocapa mixta con mayor presencia de acido oleico respecto

de colesterol (Xoa = 0,9), se registra un valor de espesor de 0,7 nm al comienzo de la
compresion coincidiendo con el estado gas (Figura 4.11.E). Dicho valor es muy similar al
obtenido por la monocapa de este mismo acido graso puro, por lo tanto cabe esperar
gue sea el responsable de dicho valor, mas teniendo en cuenta que el colesterol registra
cerca de un tercio de dicho valor en su monocapa.

En las imagenes correspondientes a esta fase gas, se observa con claridad la
presencia de oleico con dominios esféricos y de colesterol en forma de caracteristicas
espumas (Imagenes A y B). A medida que continta la compresidn, la imagen se vuelve
lentamente homogénea debido a la fusidn de los diferentes dominios (Imagen C).

Cuando se produce el inicio del incremento de la presién superficial, tiene lugar
la escalada lenta y continua del espesor, registrandose una imagen completamente
homogénea (Imagen D) desde el comienzo del estado de liquido expandido hasta su
final. Este punto viene determinado por dos circunstancias simultaneas: por un lado, se
produce un punto de inflexidon en la curva del espesor tras el cual la pendiente aumenta
de forma notable; y, por otro, se recoge la Imagen E, la cual revela el inicio de la
formacién de nucleos tridimensionales correspondientes a la ruptura o colapso del film.

Este punto de colapso tiene lugar a un espesor cercano a 1,1 nm, valor que
coincide con el obtenido para el oleico puro cuando tiene lugar su correspondiente
colapso. Ademas, es muy cercano al que muestra el colesterol puro cuando se encuentra
perpendicular a la horizontal con el resto radical alifatico paralelo a la misma.

Al continuar con la compresidn, se observa que la presidn sigue aumentando
ligeramente asi como el espesor. Mas concretamente, el espesor pasa de 1,1 nma 1,5
nm antes de producirse una subida repentina. Es probable que este intervalo se
corresponda con el aumento de la inclinacidn del resto alifatico del colesterol, dado que
los valores son muy similares a los obtenidos con el colesterol puro.

Finalmente, en la Imagen F se observan nitidamente los numerosos nucleos de

condensacién fusionados en forma de puntos brillantes consecuencia colapso.
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Figura 4.11.E.- Curva n-A de la monocapa mixta de dcido oleico y colesterol correspondiente a
la fraccion molar de Xoa = 0,9 y espesor relativo obtenidas a 10 °C, depositando 4-10%°
moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.11.A.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
oleico y colesterol (Xoa = 0,9). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.11.2.2 Mezcla Xoa=0,7

Tal como se observa en la Figura 4.11.F, el leve aumento de colesterol en la
mezcla (Xoa = 0,7) no influye en los valores de espesor registrados durante la fase gas,
ya que se mantiene el valor de 0,7 nm correspondientes al acido oleico. En las imagenes
microscopicas registradas cuando la monocapa se encuentra en este estado (Imagenes
A y B) se pueden observar como los dominios de ambas sustancias se encuentran

perfectamente mezclados.

A medida que el drea molecular va decreciendo, los dominios de ambas
sustancias comienzan a fusionarse (Imagen C) mientras, como aparece reflejado en el
espesor, las moléculas inician un aumento de su grado de inclinacién respecto a la

superficie del sustrato.

En este caso, la mayor presencia de colesterol en la mezcla retrasa la aparicion
de la imagen totalmente homogénea hasta que la presion superficial alcanza un valor

de 5 mN/m aproximadamente (Imagen D).

El colapso tiene lugar cuando el espesor alcanza un valor de 1,05 nm, momento
en el que se pueden observar los primeros dominios o puntos correspondientes a dicho
fenédmeno (Imagen E). Durante este periodo de tiempo, los valores de espesor
registrados tanto para el estado gas como para el estado de liquido expandido coinciden
con los obtenidos cuando la monocapa esta constituida Unicamente por acido oleico.
Sin embargo, tal como se observéd en el estudio de las isotermas, a presiones inferiores
a 15 mN/m el area para el acido graso puro es mayor que cuando estd presente en la

mezcla el colesterol, ya sea en la mezcla con Xoa= 0,7 0 con Xoa=0,9.

En este caso, no se observa un cambio significativo en el incremento del espesor,
ya que su grafica mantiene una misma pendiente de crecimiento aunque si se observa
un aumento del ruido. Posteriormente, el espesor logra un valor de entre 1,3y 1,4 nm,
instante en el que si aumenta de forma subita. En este punto, en la Imagen F se observan

con mayor claridad los nucleos brillantes correspondientes al colapso del film.
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Figura 4.11.F.- Curva rt-A de la monocapa mixta de dcido oleico y colesterol correspondiente a
la fraccion molar de Xoa = 0,7 y espesor relativo obtenidas a 10 °C, depositando 4-10
moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustraciéon 4.11.B.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
oleico y colesterol (Xoa= 0,7). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.11.2.3 Mezcla Xoa=0,5

De nuevo el 4cido oleico es el que limita el valor del espesor correspondiente al
estado gas (0,7 nm) manteniéndose constante durante toda esta fase. La Imagen A nos
muestra una coexistencia de dominios espumosos correspondientes al colesterol con
los circulos de color gris claro propios del acido oleico. A medida que nos acercamos a
la transicidon de estado, observamos una imagen en la que queda patente un mayor

grado de mezcla entre las dos sustancias (Imagen B).

Con el inicio de la escalada del espesor, tiene lugar la propia de la presidon
superficial. La Imagen C, toma a una presion de 1 mN/m, muestra todavia dominios de
ambas sustancias en estado gas, aunque probablemente ya nos encontremos en una
fase de transicién, ya que el incremento de presién nos indica que toda la superficie del
sustrato acuoso estd cubierta de material de la monocapa, siendo responsable de la

zona homogénea parte del acido oleico en estado de liquido expandido.

Se realizd la Imagen D a la presion superficial de 10 mN/m. Nos muestra la
coexistencia entre el estado gaseoso y el liquido expandido, correspondientes a los
dominios de colesterol en estado gas, con bordes claros y espacios interiores abiertos,
y a la imagen homogénea del acido oleico en estado de liquido expandido,

respectivamente.

En esta mezcla equimolar, la imagen completamente homogénea se logra
obtener finalmente cuando la presién superficial alcanza un valor de 20 mN/m (Imagen
E) y se mantiene hasta que la monocapa colapsa. Dicho fendmeno viene acompanado
de la captura microscépica de la Imagen F, en la que se observan los dominios brillantes

de condensacion propios de la ruptura de la monocapa.
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Figura 4.11.G.- Curva it -A de la monocapa mixta de dcido oleico y colesterol correspondiente a
la fraccion molar de Xoa = 0,5 y espesor relativo obtenidas a 10 °C, depositando 4-10%°
moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.11.C.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
oleico y colesterol (Xoa = 0,5). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.11.2.4 Mezcla Xoa=0,3

La mayor presencia del colesterol en la mezcla Xoa= 0,3 tiene como consecuencia
un importante aumento del ruido en la grafica del espesor, principalmente durante el
tiempo que la monocapa permanece en estado gas. La media de los valores de espesor
registrados en esta fase es alrededor de 0,7 nm siendo, de esta forma, el dcido oleico el
gue marca el valor del mismo. En la Imagen A se observa la convivencia de ambas
sustancias en estado gas, donde se observa, como cabe esperar, una mayor presencia
de colesterol. Tal como podemos observar en la Imagen B, en los instantes previos al

incremento de presion superficial, los dominios se van fusionando.

Al estar presente el colesterol en mayor proporcién, la monocapa se vuelve
condensada y, como consecuencia, el incremento del espesor se registra antes que el

de la presidn superficial.

La Imagen C, tomada a una presion de 10 mN/m, muestra una clara fase de
transiciéon entre el estado gas y un estado de liquido condensado (a esa presién

superficial el valor del médulo de compresibilidad es de 230 mN/m).

El incremento del espesor se ve ligeramente estancado con la formacién de lo
gue se podria definir como meseta, entre los 350 y 380 segundos. Dicho estancamiento
se produce a un valor de espesor de 1,1 nm, valor cercano al maximo obtenido para el
acido graso puroy, al mismo tiempo, coincide con la conformacion del colesterol cuando
el esterano forma un angulo de 90° con la normal, manteniendo paralelo a la misma su

radical alquilico.

A la presion de 20 mN/m se observa una imagen microscépica totalmente
homogénea (Imagen D) que permanece hasta que se produce el colapso, presentando
los dominios brillantes tipicos de ruptura de la monocapa (Imagen E).
Aproximadamente, en este punto el espesor refleja un valor de 1,5 nm correspondientes
al maximo valor alcanzado por el colesterol cuando su monocapa se encuentra en
estado sdlido previo al colapso. Al continuar la compresion, los dominios brillantes se
van fusionando, teniendo como consecuencia la génesis de cristales brillantes

tridimensionales (Imagen F).
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Tiempo (seQ)
600 550 500 450 400 350 300 250 200 150 100 50 0
50 PR PR PR (Y S RPN R PR P I S I R B 2,0

Presion superficial (mN/m)
Espesor (nm)

T T T
80 90 100 110 120

Area molecular (A’/molécula)

Figura 4.11.H.- Curva n-A de la monocapa mixta de dcido oleico y colesterol correspondiente a
la fraccion molar de Xoa = 0,3 y espesor relativo obtenidas a 10 °C, depositando 4-10
moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.11.D.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
oleico y colesterol (Xoa = 0,3). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.11.2.5 Mezcla Xoa=0,1

Al contrario de lo que ocurria en las anteriores mezclas, en la de Xoa= 0,1 el
espesor correspondiente al estado gas no viene marcado por el dcido oleico debido a su
baja presencia. Asi pues, esta mezcla logra el mismo espesor que el del colesterol puro
cuando se encuentra como Unico componente de una monocapa, esto es 0,25 nm. El
espesor experimenta alguna subida puntual, como por ejemplo entre los 90 y 95
A2/molécula, debido a la presencia del acido graso. Esta circunstancia se explica por la

presencia o ausencia del acido graso omega-9 en la zona de medida del microscopio.

Las Imagenes A y B muestran la gran presencia del esterol, resultando de gran

dificultad el discernir algun dominio de acido graso.

A medida que disminuye el area los dominios se van fusionando, dando lugar a
la Imagen C que se vuelve mas homogénea, manteniendo todavia cierta superficie sin

ocupar, en concreto, las zonas oscuras marcadas por el sustrato acuoso.

Al tratarse de una monocapa condensada, se registra una subida repentina del
espesor de igual forma que ocurria con el colesterol puro. Asi pues, se logran los mismos
valores, esto es, en un primer momento un espesor de 11 A, que se ven aumentado de
forma lenta pero constante debido al cambio de inclinacién que sufre el resto radical
alquilico del colesterol. De igual manera, al adquirir un valor de espesor relativo de 15

A, la monocapa sufre el colapso.

A la presion superficial de 10 mN/m se vuelve todo homogéneo (Imagen D)
manteniéndose asi hasta el colapso que tiene lugar a la presién de 45 mN/m. En este
momento se observan los dominios brillantes de la Imagen E. Al proseguir con la
compresion tiene lugar la formacién de las estructuras cristalinas tridimensionales en

forma de bastones, caracteristicas del colesterol puro (Imagen F).
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Figura 4.11.1.- Curva n-A de la monocapa mixta de dcido oleico y colesterol correspondiente a
la fraccion molar de Xoa = 0,1 y espesor relativo obtenidas a 10 °C, depositando 4-10%°
moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracién 4.11.E.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
oleico y colesterol (Xoa = 0,1). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.11.3 Area molecular media

La representacion del area molecular media ocupada por las monocapas mixtas

en funcién de la fraccién molar de acido oleico a diferentes presiones superficiales se

recoge en la Figura 4.11.). A diferencia de lo que ocurria con el dcido estearico, en este

caso si se observan desviaciones, lo que nos indica la existencia de un comportamiento

no ideal de los componentes de la mezcla. Al tratarse de desviaciones negativas se pone

de manifiesto la presencia de atracciones intermoleculares.
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Figura 4.11.).- Representacion del drea molecular media ocupada por las monocapas mixtas de
dcido oleico y colesterol a diferentes presiones superficiales y en funcion de la fraccion
molar de OA a 10 °C.

En casi todos los casos se observa el incumplimiento de la ley de la aditividad de

las areas, poniéndose de manifiesto que cuando la representacion se hace a una presién

superficial superior a 10 mN/m, la pendiente de la recta es negativa, mientras que a

presiones superficiales inferiores las pendientes son positivas.
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4.11.4 Funciones de exceso

4.11.4.1 Area de exceso

La representacion del drea de exceso frente a la fraccion molar (Figura 4.11.K)

confirma, tal como cabria esperar, la existencia de desviaciones negativas respecto al

comportamiento ideal. Estas desviaciones son mas importantes cuanto menor sea la

presion superficial, alcanzandose los mayores valores negativos en la mezcla de fraccién

molar 0,5.
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Figura 4.11.K.- Representacion del drea de exceso a diferentes presiones superficiales de
monocapas mixtas de dcido oleico y colesterol en funcion de la fraccion molar de OA a

10 °C.

Resultados similares fueron obtenidos por otros autores (Hac-Wydro & Wydro,

The influence of fatty acids on model cholesterol/phospholipid membranes, 2007)

(Seoane, Mifiones, Conde, Iribarnegaray, & Casas, Interactions between Amphotericin B

and Sterols in Monolayers. Mixed Films of Amphotericin B-Cholesterol, 1999).
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4.11.4.2 Energia libre de exceso (AGexc)

La interaccidn entre el acido oleico y el colesterol puede ser también analizada
desde el punto de vista termodinamico, utilizando para ello los resultados de la Energia
libre de exceso (AGexc) de las monocapas mixtas. De acuerdo con Goodrich (Goodrich,
Proc. 2nd Int. Congr. Surface Activity, 1957), AGexc Se puede calcular a partir del area
bajo las curvas m-A correspondientes a las mezclas y a los componentes puros, segun la

expresion:

s
AGeXC == N . f(Al,Z - x1 . A1 - xz . AZ ) dT[ (4 62)
TT!

Siendo N el nimero de Avogadro, Ai, Az y A1 las areas moleculares de los
componentes puros 1 y 2 de la mezcla respectivamente, a una determinada presién
superficial ty x1 y X2 las fracciones molares de los componentes en la monocapa mixta.
El limite superior de integracion se ha elegido arbitrariamente y se utilizaron los valores
de 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mN/m, 1’ es la presion superficial a la que se supone que
los componentes de la monocapa se mezclan idealmente. Dicho valor de presién
superficial se considera cero, puesto que se asume que los componentes de las mezclas

se comportan de forma ideal a dicha presion superficial (Gershfeld, 1972).

El cdlculo de la integral se realizé mediante un programa informatico. Los valores
obtenidos (a siete presiones superficiales diferentes) se representan en funcion de la
fraccion molar del acido oleico en la Figura 4.11.L. Se observan de nuevo las
desviaciones negativas, siendo la mezcla de fraccion molar de acido oleico de 0,1 la que

presenta menores valores de energia libre.

Con la mezcla equimolar se alcanzan los mayores valores de energia libre (cerca
de 400 J/mol a 30 mN/m). Por lo tanto se establece la mezcla de fraccion molar 0,5 como

la de mayor interaccion entre los dos componentes puros.
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Figura 4.11.L.- Representacion de la energia libre de exceso a diferentes presiones superficiales

correspondientes al sistema OA-Col.
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4.12 MEZCLA DE ACIDO LINOLEICO CON COLESTEROL

4.12.1 Isotermas n-A y mddulos de compresibilidad

Las isotermas de las monocapas de la mezcla de acido linoleico y colesterol se
muestran en la Figura 4.12.A. Las monocapas con mayor proporcion de acido linoleico
son de tipo liquido expandido (curvas 0,7 y 0,9), similares al del acido graso puro; pero
para las que presentan una proporcién molar de colesterol mayor a 0,5 (curvas 0,3y 0,1)
son de tipo sdlido, similares a la del propio colesterol puro.

El colapso de las mezclas ocurre a valores de presion superficial intermedios
entre los de los componentes puros, y su valor se ve incrementado al aumentar la
presencia de colesterol (interior Figura 4.12.A), lo cual nos indica que los dos

componentes son miscibles a lo largo del rango de las mezclas.
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Figura 4.12.A.- Curvas rt-A de monocapas de dcido linoleico, colesterol y de mezclas de ambos
con diferentes fracciones molares (0,1, 0,3; 0,5; 0,7; 0,9) obtenidas a 10 °C, depositando
4-10% moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min. En la grdfica interna se
muestran los valores de colapso frente a la fraccion molar.
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Con el médulo de compresibilidad (Figura 4.12.B) se puede observar como
aumenta la resistencia de las monocapas de las mezclas a ser comprimidas a medida
qgue el colesterol se encuentra mas presente. De la misma forma, la adicidon de acido

linoleico provoca una disminucién en la rigidez de las monocapas.

]

—— Acido Linoleico
71 S T T X,=09
——X_,=07
——X_,=05
——X_,=03
——X_,=01
Colesterol

Modulo de compresibilidad C_* (mN/m)
5
T

T T T T T T T T T T T T T I

I T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Presion superficial (mN/m)

Figura 4.12.B.- Mddulos de compresibilidad correspondientes a las isotermas n-A de monocapas
de dcido linoleico, colesterol y de mezclas de ambos con diferentes fracciones molares
(0,1, 0,3; 0,5, 0,7; 0,9).

De la misma forma que sucede con el acido oleico, el colesterol incrementa el
modulo de compresibilidad del acido linoleico de manera proporcional a la presencia
gue el mismo tiene en las diferentes mezclas.

Esta gran capacidad de condensacion se ve claramente reflejada en la
representacion tridimensional del mdédulo de compresibilidad frente a la presidn

superficial que muestra la Figura 4.12.C.
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Figura 4.12.C.- Representacion tridimensional de los mddulos de compresibilidad frente a la
presion superficial de monocapas de dcido linoleico, colesterol y de mezclas de ambos
con diferentes fracciones molares (0,1, 0,3; 0,5; 0,7; 0,9) obtenidas a 10 °C.

A continuacion se muestran los mddulos de compresibilidad individuales para
cada mezcla (Figura 4.12.D). Los valores de mddulo de compresibilidad a diferentes

presiones superficiales asi como los valores maximos alcanzados correspondientes a

estos sistemas se recogen en la Tabla 4.12.A
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Figura 4.12.D.- Representacion de los

modulos de compresibilidad
frente a la presion superficial de
monocapas de dcido linoleico,
colesterol y de mezclas de ambos
con diferentes fracciones molares
(0,1, 0,3; 0,5; 0,7; 0,9) obtenidas
a 10 °C, pH = 6-7, depositando
4-10%° moléculas y comprimidas a
la velocidad de 50 cm?/min.
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Médulo de compresibilidad (mN/m)

n=25 n=5 n=10 n=15 =20 n=25 Cs* maximo

Colesterol 289,41 353,18 373,91 562,99 731,55 788,63 790,6
165,44 192,2 311,71 397,77 390,64 449,94 | 533,11

o e
w| -

122,19 154,52 287,4 340,91 329,32 345,82 366,78

~

ol o
N o

49,5 85,17 207,13 266,89 269,79 229,65 276,25
28,32 47,49 114,16 160,31 186,85 152,73 191,75

23,63 44,37 73,58 102,12 125,98 124,86 129,77
LCCCRRUNIEEN 1873 2921 4861 68,23 85,4 91,64 95,43

Tabla 4.12.A.- Valores de los modulos de compresibilidad a diferentes presiones
superficiales de monocapas mixtas de dcido linoleico y colesterol a diferentes
fracciones molares (0,1, 0,3; 0,5, 0,7; 0,9).
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4.12.2 Microscopia BAM. Imagenes y espesor mezcla

4.12.2.1 Mezcla Xia=0,9

Durante la fase gas, la mezcla Xia = 0,9 registra un espesor de 0,66 nm (Figura
4.12.M), valor que coincide con el espesor de la monocapa de acido linoleico puro en
fase gas y que resulta notablemente superior respecto a los 0,25 nm obtenidos con el
colesterol puro cuando atraviesa ese mismo estado. Esta circunstancia indica que el
valor del espesor viene determinado por el acido linoleico.

Al principio de la compresidn se observan dominios en forma de espuma iguales
que los registrados en la monocapa de este acido graso omega-6 puro (Imagen A) con
huecos oscuros correspondientes al sustrato acuoso. A medida que se reduce el area,
las zonas oscuras adoptan un tamafio menor (Imagen B) debido a que la monocapa
comienza a ocupar toda la superficie disponible.

Se registré la Imagen C a un area de 60 A2/molécula en la que todavia se ven
pequefios dominios que nos indican que el film todavia se encuentra en fase gas.

Con el inicio del aumento de la presion superficial tiene lugar un aumento
progresivo del espesor hasta alcanzar aproximadamente 1 nm, valor ligeramente
superior al obtenido por el acido graso puro en este punto de la monocapa (1,08 nm).
Asi pues, las moléculas del colesterol se muestran durante esta fase de liquido
expandido en una posicidn inclinada, interaccionando con el acido graso, de lo contrario
se obtendrian valores mas elevados de espesor. En esta zona de la isoterma, se obtiene
la Imagen D, una fotografia homogénea caracteristica de esta fase de liquido expandido.

Coincidiendo con el maximo valor de espesor registrado para el estado de liquido
expandido, se produce el colapso de la monocapa, dando lugar a un aumento mas
pronunciado del espesor hasta los 1,37 nm. Este espesor es 0,5 nm inferior al del colapso
del colesterol puro.

Al producirse el colapso de la monocapa se tomod la Imagen E, en la que se
observan los dominios brillantes caracteristicos de la ruptura de la monocapa por caida
y solapamiento de moléculas. Al reducir el darea de compresion, el nimero de estas
estructuras va en aumento asi como su tamafio puesto que se unen dando lugar a

dominios de mayor tamafio y, por lo tanto, se observan con mayor brillo (Imagen F).
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Figura 4.12.E.- Curva ri-A de la monocapa mixta de dcido linoleico y colesterol correspondiente
a la fraccién molar de Xia = 0,9 y espesor relativo obtenidas a 10 °C, depositando 4-10%°
moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.12.A.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
linoleico y colesterol (X.a = 0,9). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.

261 L




4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.12.2.2 Mezcla Xia=0,7

En la Figura 4.12.F se puede observar como al inicio de la compresidn el espesor
registrado para la monocapa de la mezcla Xia=0,7 es de 0,67 nm, el mismo valor que se
registrd para la monocapa de 4cido linoleico puro. Las imdgenes microscopias
correspondientes a esta fase (Imagenes A y B) presentan huecos oscuros de sustrato
acuoso, rodeados por material de monocapa en el que se observan dominios grises mas
oscuros y otros mas claros, mostrdndose asi una buena interaccion de ambos
compuestos durante el estado gas.

Al aproximarse la monocapa al area inicial, los dominios se reducen, mostrando
una tendencia hacia una imagen homogénea (Imagen C).

Coincidiendo con el incremento de presién superficial, el espesor sufre una
subida lenta e irregular, logrando un espesor aproximado de 1,12 nm, muy préximo al
obtenido por el 4cido graso puro en el momento previo al colapso, cuando sus moléculas
se encuentran practicamente perpendicular a la superficie. Esta curva de espesor
relativo no muestra una subida repentina, lo cual indica que las moléculas de colesterol
han experimentado un incremento gradual de su inclinacién, de la misma forma que el
acido graso, debido a una interaccidon entre ambas sustancias.

Durante esta fase de liquido expandido se toma |la Imagen D, la cual se muestra
de forma completamente homogénea. Esta misma imagen se observé desde el primer
momento que la presion superficial inicia su subida hasta que se produce el colapso del
film.

Por ultimo, el colapso muestra de nuevo los dominios caracteristicos del mismo.
En un primero momento, pequefios puntos como consecuencia de la pérdida molecular
desde la monocapa (Imagen E). Se observa en la Imagen F de forma nitida como

aumentan en tamafio, numero y brillo al reducirse el area disponible.
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Figura 4.12.F.- Curva ni-A de la monocapa mixta de dcido linoleico y colesterol correspondiente
a la fraccién molar de X.a = 0,7 y espesor relativo obtenidas a 10 °C, depositando 4-10%¢
moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustraciéon 4.12.B.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
linoleico y colesterol (Xia = 0,7). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.12.2.3 Mezcla Xia=0,5

Los valores de espesor registrados al inicio de la compresién coincidiendo con la
monocapa en estado gas muestran la misma situacidon que las vistas anteriormente
(Figura 4.12.G). Esta mezcla equimolar mantiene durante toda esta fase un espesor
promedio de 0,67 nm. correspondiente, como se vio, al propio de la monocapa del acido
graso puro.

Las Imagenes A y B, tomadas a elevados valores de drea superficial, muestran
dominios de ambos componentes en su estado gaseoso. A medida que continuda la
compresion, el darea molecular disponible se reduce y las zonas oscuras
correspondientes al sustrato acuoso desaparecen. La Imagen C muestra una gran
reduccidn de estas zonas oscuras, mientras que los dominios de las mezclas ocupan la
totalidad de la superficie disponible.

Posteriormente y de forma simultdnea a la presién superficial, se produce el
incremento de espesor de forma paulatina, siendo este hecho un indicador del cambio
de posicién experimentado por las moléculas que conforman la mezcla. Asi pues, las
moléculas empiezan a adoptar una posicidon cada vez mas vertical, produciéndose un
cambio de estado en la monocapa, pasando a comportarse como un liquido expandido.

El hecho de que el espesor no sufra una subida repentina indica que las
moléculas de colesterol se encuentran interaccionando con las del acido graso omega-
6.

Durante esta fase de liquido expandido, se observa al principio en la Imagen D
ciertos dominios a m = 10 mN/m, debido al cambio de configuracion por parte de las
moléculas que componen la mezcla. Posteriormente se observa una imagen
completamente homogénea.

El colapso ofrece dominios brillantes caracteristicos (Imagen E). Al disminuir el area se

ven con mayor claridad e intensidad como se puede observar en la Imagen F.
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Figura 4.12.G.- Curva rt-A de la monocapa mixta de dcido linoleico y colesterol correspondiente
a la fraccién molar de Xia = 0,5 y espesor relativo obtenidas a 10 °C, depositando 4-10%°
moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustraciéon 4.12.C.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
linoleico y colesterol (X.a = 0,5). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.12.2.4 Mezcla Xia=0,3

Durante el estado gas, la monocapa mixta de 4cido linoleico y colesterol con Xia
= 0,3 presenta un valor de espesor de entre 0,65y 0,7 nm (Figura 4.12.H). La Imagen A
muestra dominios caracteristicos de ambos compuestos durante esta fase en la que, a
medida que el drea disponible para las moléculas va disminuyendo, las zonas oscuras
correspondientes al sustrato acuoso van desapareciendo (Imagen B). Se observan
grandes dominios delimitados por pequefias zonas mas claras que corresponden a
colesterol y acido linoleico respectivamente (Imagen C).

El registro del espesor muestra una transicion a estado liquido expandido
marcada por una subida, la cual presenta una mayor pendiente que las vistas con
anterioridad, alcanzando un valor inferior a 1 nm. Esta subida repentina viene
determinada por la mayoria de moléculas de colesterol frente a las de acido graso, de
tal forma que en esta mezcla se produce una interaccion mas débil entre ambas
sustancias.

Posteriormente, el espesor continua su ascenso con bastante ruido en un primer
momento hasta que, a partir de 1,15 nm, éste se estabiliza. Teniendo en cuenta dicho
valor, caracteristico del inicio de la fase condensada del colesterol puro, es muy
probable que esta circunstancia se deba a que las moléculas ya se encuentran en una
posicién perpendicular respecto al sustrato y que el posterior incremento del espesor
sea debido al cambio de configuracion del resto radical alifatico propio del colesterol.

La Imagen D muestra una imagen homogénea salpicada por ciertas lineas
brillantes correspondientes a las moléculas del acido linoleico que en este punto se
encuentran cambiando de configuracion. Posteriormente la imagen se vuelve
homogénea hasta producirse el colapso de la monocapa.

El colapso muestra un registro de espesor de 1, 37 nm, 0,13 nm inferior al
esperado para el colesterol. La Imagen E muestra los tipicos dominios brillantes
correspondientes a la pérdida y solapamiento de moléculas dando lugar a la destruccién
de la monocapa. Estos dominios ven aumentado su tamafio y brillo al disminuir el area,
llegando a observarse la formacién de pequefas estructuras con formas de “bastones”

caracteristicas del esterol (Imagen F).
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Figura 4.12.H.- Curva rt-A de la monocapa mixta de dcido linoleico y colesterol correspondiente
a la fraccién molar de X.a = 0,3 y espesor relativo obtenidas a 10 °C, depositando 4-10%¢
moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.12.D.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
linoleico y colesterol (Xia = 0,3). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.12.2.5 Mezcla Xia=0,1

Tal como se observa en la Figura 4.12.1, la isoterma de la mezcla Xia = 0,1
presenta un comportamiento muy similar al del colesterol puro. Asi mismo, los valores
registrados de espesor son bastante andlogos. Por un lado, durante la fase gas el
microscopio solo registra los valores de espesor correspondientes al colesterol, debido
a la ausencia de acido graso en la superficie de medida.

La Imagen A nos muestra dominios caracteristicos de colesterol, formando
dominios circulares huecos (sustrato acuoso). Paulatinamente se van fusionando,
recubriendo la superficie y, por lo tanto, desapareciendo los huecos oscuros (Imagenes
ByC).

Unos 10 A2/molécula antes de iniciarse el aumento de la presién superficial, se
registra el incremento del espesor relativo, puesto que se trata de una monocapa muy
condensada. El valor aumenta de forma enérgica hasta 1 nm, mostrando una elevada
cantidad de ruido hasta los 1,27 nm, momento en el cual el incremento se produce de
forma lineal y progresiva. Durante esta fase condensada, se toma la Imagen D, la cual
muestra unas lineas brillantes formadas, probablemente, por la presencia de las
moléculas de acido linoleico que todavia se encuentran en un proceso de
reconfiguracién por el cual ven incrementadas su inclinacion respecto a la normal del
sustrato.

El colapso se produce cuando se registra un valor de espesor de 1,46 nm. El
microscopio muestra los caracteristicos embriones o gérmenes estructurales propios de
la pérdida de moléculas desde la monocapa en forma de puntos brillantes (Imagen E).
Dichas estructuras se unen dando lugar a los dominios en forma de bastones brillantes

de un tamafio aproximado de 7 um. (Imagen F).
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Tiempo (seg)
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Figura 4.12.1.- Curva ni-A de la monocapa mixta de dcido linoleico y colesterol correspondiente
a la fraccién molar de X.a = 0,1 y espesor relativo obtenidas a 10 °C, depositando 4-10%°
moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.12.E.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
linoleico y colesterol (Xia = 0,1). La barra blanca corresponde a una distancia de 20 um.
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4.12.3 Area molecular media

Con el fin de comprobar la existencia de interacciones entre el acido linoleico y
el colesterol, se representd el drea molecular media en funcién de la fraccion molar del
acido graso. Como se puede observar en la Figura 4.12.J, existen desviaciones negativas
a diferentes presiones superficiales, indicativo de la existencia de atracciones

moleculares entre este acido graso omega-6 y el esterol.

56 T T T T T T T T T T
54 - —v—n=25mN/m
i —&— . =5mN/m
52 7 =10 mN/m
1 —a— 1 =15mN/m
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—~ —=—n =25 mN/m
© .
3 48 -
@ ]
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c 46 —
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34 — 71 + T + T =+~ T T ‘* T ' T T T *r T
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Fraccion molar

Figura 4.12.).- Representacion del drea molecular media frente a la fraccion molar de dcido
linoleico de la mezcla LA/COL, a los valores de presion superficial indicados.
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4.12.4 Funciones de exceso

4.12.4.1 Area de exceso

El drea de exceso frente a la fraccién molar del 4cido linoleico se muestra en la
Figura 4.12.K. Las mayores desviaciones del comportamiento ideal se obtienen en las
mezclas de composicidon 0,5y 0,7 de acido graso, siendo estas desviaciones menores con

el aumento de la presidn superficial.
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Figura 4.12.K.- Representacion del drea de exceso de la mezcla LA/COL frente a la
fraccion molar de dcido linoleico en dicha mezcla, a los valores de presion
superficial indicados.

4.12.4.2 Energia libre de exceso (AGexc)

Con el fin de realizar un analisis termodindmico de la interaccidn entre el acido
linoleico y el colesterol, se calculd la energia libre de exceso (AGex) de las monocapas
mixtas a partir del drea bajo las curvas m-A correspondientes a las mezclas y a los

componentes puros.
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Como se puede observar en la Figura 4.12.L, los valores obtenidos son todos
negativos a cualquier fraccion molar del sistema y a cualquier presidn superficial. Esta
situacion se corresponde con las condiciones termodindmicas de los sistemas de

monocapas binarias en las que se producen fuertes interacciones entre sus

componentes.
0,0 1,0
0 = 0
-100 -100
-200 -200
T 300 -300
£
=
~ -400 -400
o
2 -500 -500
-600 -600
-700 -700
-800 -800

o0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Fraccion molar LA
Figura 4.12.L.- Representacion de la energia libre de exceso para el sistema LA/COL frente a la
fraccion molar de dcido linoleico en dicha mezcla, a los valores de presion superficial
indicados.

Los valores de energia libre de exceso se vuelven mas negativos al aumentar la
presioén superficial, lo que nos indica que la interaccidén entre estos dos componentes es
mayor a elevadas presiones. Los mayores valores se alcanzan con las fracciones molares
de Xia = 0,5 y Xia = 0,7 del sistema LA/COL. Esto nos indica que los films mas estables
formados por acido linoleico y colesterol se obtienen con una proporcién desde 1:1

hasta 3:1, de acido graso y esterol respectivamente.
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4.13 MEZCLA DE ACIDO a-LINOLENICO CON COLESTEROL

4.13.1 Isotermas n-A y modulos de compresibilidad
Las isotermas de las monocapas de la mezcla acido a-linolénico y colesterol se

muestran en la Figura 4.13.A. Aquellas mezclas que presentan una mayor proporcion de
esterol (Xaa < 0,5) generan monocapas de tipo sdlido (curvas 0,1 y 0,3), presentando
una forma muy similar a la del propio colesterol. Sin embargo, cuando el componente
mayoritario es el acido graso (Xaa > 0,5) las monocapas son de tipo liquido expandido
(curvas 0,7 y 0,9), similares a la del propio acido a-linolénico puro. Resulta destacable el
comportamiento intermedio presentado por la monocapa de la mezcla equimolar (Xaa
=0,5) la cual presenta un considerable desplazamiento hacia el eje de las ordenadas, es
decir, un notable descenso en el drea molecular fruto, probablemente, de una

importante interacciéon de sus componentes.
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Figura 4.13.A.- Curvas n-A de monocapas de dcido a-linolénico, colesterol y de mezclas de
ambos con diferentes fracciones molares (0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9) obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10% moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min. En la
grdfica interna se muestran los valores de colapso frente a la fraccion molar.
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De la misma forma, el colapso de las mezclas ocurre a valores de presién
superficial intermedios a los de los componentes puros y su valor se ve incrementado al
aumentar la presencia de colesterol (interior Figura 4.13.A), lo cual nos indica que la
mezcla esta compuesta por componentes miscibles.

En la Figura 4.13.B. se muestran los mddulos de compresibilidad. En la misma,
se pone de manifiesto el elevado poder de condensaciéon que presenta el colesterol
sobre los acidos grasos insaturados. Asi, la resistencia de las monocapas de las mezclas
a ser comprimidas aumenta a medida que el colesterol se encuentra mas presente. De
la misma forma, la adicion de acido linoleico provoca una disminucién en la rigidez de

las monocapas.

Acido a—Linolénico
XaLA: 0,9
— Xua= 0.7
— X, A= 05
— X, .=03
— Xua= 01

6004 S \ | — Colesterol

Médulo de compresibilidad C_* (mN/m)

Presion superficial (mN/m)

Figura 4.13.B.- Mddulos de compresibilidad correspondientes a las isotermas n-A de monocapas
de dcido a-linolénico, colesterol y de mezclas de ambos con diferentes fracciones
molares (0,1, 0,3; 0,5; 0,7; 0,9).

La elevada condensacion ejercida por parte del colesterol sobre este acido graso
omega-3 se observa con mayor nitidez en la representacidn tridimensional del médulo

de compresibilidad frente a la presién superficial (Figura 4.13.C).
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Il Colesterol
B X, =01
800 I Xoa= 0,3
B x,,= 05
700 - XaLA= 0,7
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CS
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Figura 4.13.C.- Representacion tridimensional de los modulos de compresibilidad frente a la
presion de monocapas de dcido a-linolénico, colesterol y de mezclas de ambos con
diferentes fracciones molares (0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9) obtenidas a 10 °C.

En la Figura 4.13.D se muestran los mddulos de compresibilidad individuales para
cada mezcla. Los valores de mddulo de compresibilidad a diferentes presiones
superficiales asi como los valores maximos alcanzados correspondientes a estos

sistemas se recogen en la Tabla 4.13.A.
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4.13.D.- Representacion de los
modulos de compresibilidad frente
a la presion superficial de
monocapas de dcido a-linolénico,
colesterol y de mezclas de ambos
con diferentes fracciones molares
(0,1, 0,3; 0,5; 0,7; 0,9) obtenidas a
10 °C, pH = 6-7, depositando 4-10%°
moléculas y comprimidas a la
velocidad de 50 cm?/min.
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XaLa n=2,5 n=5 n=10

Colesterol 289,41 353,18 373,91
213,15 249,05 353,85

~

o
=

o
w

142,03 180,38 328,65
31,22 59,31 167,22

~

ol ©
N

18,73 26,96 81,61
15,39 28,32 53,96

Acido a-

15,3 25,64 47,27

Linolénico

562,99
477,81

438,13
236,57
119,29
75,36

64,21

731,55
561,87

446,38
251,73
144,7
91,19

80,49

Mddulo de compresibilidad (mN/m)

202,9
120,18
90,97

77,81

Cs* maximo
790,6
717,95
454,4
252,4
146,04
95,88

87,63

Tabla 4.13.A.- Valores de los mddulos de compresibilidad a diferentes presiones superficiales de
monocapas mixtas de dcido a-linolénico y colesterol a diferentes fracciones molares

(0,1,0,3;0,5;0,7;0,9).
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4.13.2 Microscopia BAM. Imagenes y espesor mezcla

4.13.2.1 Mezcla Xaia=0,9

Las imagenes microscdpicas correspondientes a la mezcla que presenta el menor
contenido en colesterol (Xaa = 0,9) vuelven a presentar aparentemente una evidente
ausencia de dominios durante el estado gas de la misma forma que ocurria con el acido
a-linolénico puro. Sin embargo, si se aprecian con cierta dificultad multitud de
microdominios de tamafio inferior a 1 um (Imdagenes A y B). Esta diferencia respecto a
las imagenes obtenidas para la monocapa de este acido graso omega-3 se debe, sin lugar
a dudas, a la presencia del colesterol en la mezcla.

Se registrd un valor de espesor de alrededor de 0,55 nm. durante el estado gas,
valor ligeramente superior al obtenido para el 4cido graso puro (0,51 nm.).

Poco antes de cumplirse los 250 segundos desde el inicio del experimento, se
produce el aumento simultaneo de espesor y presion superficial, momento en el cual la
monocapa pasa de un estado gas a otro de liquido expandido. La Imagen C, realizada a
la presion de 10 mN/m, confirma este hecho mostrando la tipica fotografia homogénea
caracteristica de dicha fase. A medida que transcurre, las moléculas que constituyen el
film ven incrementado su angulo de inclinacion respecto de la interfaz acuosa.

En el instante del colapso, la monocapa presenta un espesor de 0,88 nm, valor
consistente con el obtenido para la monocapa del acido graso puro. De la misma forma,
esto también nos indica que el colesterol no se encuentra perpendicular al sustrato
acuoso, sino que presenta una inclinacion de, aproximadamente, 50°.

La Imagen D, tomada a la presion superficial de 26 mN/m, muestra los
“embriones” o gérmenes del colapso de la monocapa. Estos pequefios puntos aumentan
su tamafio y brillo al continuar la compresién de las moléculas. Esta evolucion aparece

reflejada en las Imagenes E y F.
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Figura 4.13.E.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido a-linolénico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xaa = 0,9 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustraciéon 4.13.A.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
alfa linolénico y colesterol (Xaia = 0,9). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.13.2.2 Mezcla Xa1a=0,7

El incremento de la presencia de colesterol en la mezcla (Xaa = 0,7) no parece
mejorar la visualizacion de los dominios de acido graso en las fotografias, tal como se
observa en las Imagenes A y B.

El espesor registrado por el microscopio durante el estado gas es ligeramente
inferior a 0,5 nm. Dicho valor viene determinado por la molécula que en ese instante
presenta una mayor “altura”. Cuando la monocapa de los componentes puros se
encuentra en estado gas, el colesterol presenta un valor de aproximadamente 0,25 nm,
mientras que el acido a-linolénico muestra un espesor de 0,51 nm. Por lo tanto, es
razonable pensar que mientras la monocapa atraviesa el estado gaseoso ambas
moléculas presentardn su disposicion e inclinacién original.

Posteriormente, con el cambio de estado, la imagen microscépica se vuelve
homogénea durante la totalidad del tiempo en que transcurre la monocapa en estado
liquido expandido (Imagenes Cy D).

Con el aumento de presion superficial, la inclinacién de las moléculas se verd
incrementada de tal forma que sus partes apolares se alejaran del sustrato acuoso. En
este caso, el valor de espesor alcanzado en el instante previo al colapso de la monocapa
es de 0,97 nm. Ya que se trata de una distancia superior a la registrada para el omega-3
en estado puro, es logico atribuir dicho valor a la molécula del colesterol. Para ese valor,
se calcula que el angulo de inclinacién del mismo seria aproximadamente de 57,5°.

Finalmente se muestran las Imagenes E y F con los dominios brillantes claros
correspondientes al fendmeno de colapso en una fase mas temprana y otra mas

madura, respectivamente.
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Figura 4.13.F.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido a-linolénico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xaa = 0,7 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.13.B.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
alfa linolénico y colesterol (Xaa = 0,7). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.13.2.3 Mezcla Xaia=0,5

La mezcla equimolar de acido a-linolénico y colesterol permite observar los
dominios del acido graso. En las Imagenes A y B se puede ver con claridad esferas claras
de pequeno tamafio correspondientes al acido graso rodeadas por los cldsicos dominios
espumosos del esterol. El espesor, al igual que en las anteriores mezclas, se mantiene
en 0,5 nm indicativo de que las moléculas del acido a-linolénico presentan la misma
configuracion en estado gas con colesterol que cuando se encuentran constituyendo
una monocapa en solitario.

La Imagen C se realizé cuando la presion superficial era de 1 mN/m. Se observa
que, como consecuencia de la fusién de los dominios, empieza a volverse homogénea.
En este punto se produce un cambio de estado de gas a liquido expandido.

El estado de liquido expandido de la monocapa mixta presenta una imagen
homogénea (Imagen D) y concurre con una subida del espesor que presenta dos
pendientes diferentes: una primera seccidon desde los 0,5 nm hasta 0,87 nm, donde se
produce un incremento mas veloz y ruidoso y, una segunda, desde 0,87 hasta 1,17 nm
donde se observa una disminucion de la pendiente asi como del ruido. Teniendo en
cuanta ambos incrementos asi como los espesores que generan ambas sustancias puras
en sus respectivas monocapas, es légico pensar que la primera regién pueda tratarse del
cambio configuracional experimentado por el acido graso, mientras que que la segunda
seccidon se corresponde, probablemente, con el giro experimentado por el radical
alquilico del colesterol. Sin embargo, el hecho de que no se alcancen los 1,5 nm
caracteristicos de la molécula de colesterol cuando esta se encuentra en su
conformacidn mds extensa nos indica que el ciclopentanoperhidrofenantreno no se
encuentra perpendicular a la normal de la interfase, sino inclinado con un angulo
aproximado de entre 46° y 49° debido a un impedimento estérico provocado por este
acido graso omega-3.

El colapso de la monocapa mixta da lugar a la formacién de los dominios
brillantes o nucleos tridimensionales (Imagen E) cuyo numero y tamafo se ven
incrementados a medida que prosigue la compresién tal como se muestra en la Imagen

F.
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Figura 4.13.G.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido a-linolénico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xaa = 0,5 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.13.C.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
alfa linolénico y colesterol (Xaia = 0,5). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.13.2.4 Mezcla Xaia=0,3

Las Imagenes A, B y C corresponden a la monocapa de la mezcla de acido a-
linolénico y colesterol (Xaa = 0,3) cuando se encuentra en estado gas. En ellas se
observan los dominios esféricos oscuros huecos con forma de espuma junto con los
circulares claros. Como se ha visto con anterioridad, ambos tipos de dominios son
propios del colesterol, mientras que el acido graso presenta sélo el segundo tipo.
Durante esta fase el espesor registrado es de 0,5 nm, al igual que las mezclas con mayor
presencia de omega-3.

Esta monocapa presenta un comportamiento mas condensado que las anteriores
debido al incremento del contenido en colesterol. Asi pues, el registro del espesor se
realiza con antelacidn al de la presién superficial tal como veiamos para las monocapas
mas condensadas como la del acido estearico o la del propio colesterol.

Cuando se produce la transicion entre los estados gaseoso y condensado se inicia
el incremento del espesor como consecuencia del cambio de configuracién
tridimensional de las moléculas que constituyen la monocapa. Se aprecia un elevado
ruido desde 0,5 nm hasta 0,9 nm; este intervalo es aproximadamente el mismo que se
obtiene durante la compresion de la monocapa de acido a-linolénico puro. Tras este
primer tramo de incremento de espesor se produce uno nuevo en el que la existencia
de ruido se minimiza notablemente. El colapso coincide con un registro de espesor de
1,2 nm.

Durante este estado de liquido condensado se observa en todo momento una
imagen microscépica homogénea tal como refleja la Imagen D, tomada a una presién
superficial de 10 mN/m

El colapso tiene lugar a un area de 33 A2/molécula generdndose la formacion de
los dominios brillantes tipicos de esta ruptura de la monocapa (Imagen E). Como se
puede observar en la Imagen F, dichas estructuras se aglomeran en forma de bastones

de un tamafio de 8 um de longitud.
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Figura 4.13.H.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido a-linolénico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xaa = 0,3 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.13.D.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
alfa linolénico y colesterol (X«a = 0,3). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.13.2.5 Mezcla Xa1a=0,1

El estado gas de la monocapa de la mezcla con fraccién molar de acido a-
linolénico 0,1 presenta saltos de valores de espesor igual que ocurre con el 4cido oleico
y linoleico a esta misma fraccién molar. El motivo radica en la baja presencia de acido
graso, de tal forma que en determinadas ocasiones este omega-3 se encuentra ausente
en el drea de medida del microscopio registrando asi, Unica y exclusivamente el espesor
correspondiente al colesterol.

En este primer estado se registraron las Imagenes A y B, en las cuales se observan
los dominios caracteristicos de ambos componentes. A medida que la superficie se
reduce, los huecos oscuros correspondientes al sustrato acuoso van desapareciendo tal
como se puede observar en la Imagen C, tomada en los momentos previos al inicio del
incremento de la presidn superficial.

De la misma forma que ocurria en la mezcla Xaa= 0,3 el incremento del espesor
en este estado de mayor condensacion se produce en dos tramos bien diferenciados:

e Un primer tramo con mucho ruido y elevada pendiente en el que el espesor
alcanza un valor aproximado de 1,1 nm. Se presume que dicho valor viene
marcado por una inclinaciéon del ciclopentanoperhidrofenantreno del colesterol
de 73°, manteniendo con toda probabilidad su resto radical alquilico paralelo a
la normal.

e Un segundo tramo con menor pendiente y bajo ruido, desde 1,1 nm hasta 1,35
nm, momento en el que se produce el colapso. Es probable que el culpable de

este incremento sea el resto alquilico del colesterol.

La Imagen D muestra el estado condensado, caracterizado por la ausencia de
dominios hasta que se produce el colapso de la monocapa. Al producirse este fendmeno,
se forman las estructuras tridimensionales caracteristicas del colesterol (Imagen E) cuyo

numero y tamafio van en aumento a medida que se reduce la superficie (Imagen F).
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Figura 4.13.1.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido a-linolénico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xaa = 0,1 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.13.E Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido alfa
linolénico y colesterol (Xaia = 0,1). La barra blanca corresponde a una distancia de 20
um.
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4.13.3 Area molecular media

La representacion del area molecular media en funcién de la fraccién molar de
acido a-linolénico (Figura 4.13.J) muestra la existencia de desviaciones de la ley de
aditividad de las areas a diferentes valores de presion superficial. Dichas desviaciones

son negativas y mas acusadas cuanto menor sea la presion.
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Fraccion molar

Figura 4.13.).- Representacion del drea molecular media frente a la fraccion molar de dcido
linoleico de la mezcla alA/COL, a los valores de presion superficial indicados.
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4.13.4 Funciones de exceso
4.13.4.1 Area de exceso
El area de exceso frente a la fraccion molar del acido linoleico se muestra en la
Figura 4.13.K. Todos los valores determinados son negativos excepto tres puntos
correspondientes a presiones elevadas de la mezcla Xaa = 0,1 fruto, probablemente, de
un error experimental. Las mayores desviaciones del comportamiento ideal se obtienen
en las mezclas de composicidon 0,5 y 0,3 de acido graso, siendo estas desviaciones

menores con el aumento de la presion.
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Figura 4.13.K.- Representacion del drea de exceso de la mezcla alA/COL frente a la fraccién
molar de dcido a-linolénico en dicha mezcla, a los valores de presion superficial

indicados.
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4.13.4.2 Energia libre de exceso (AGexc)

El analisis termodindmico de la interaccién entre el acido a-linolénico y el
colesterol en monocapas, mediante el calculo de la energia libre de exceso (AGexc), se
muestra en la Figura 4.13.L.

Los valores obtenidos son todos negativos a cualquier fraccion molar del sistema
y a cualquier presion superficial. Esta situacion se corresponde con las condiciones
termodindmicas de los sistemas de monocapas binarias en las que se producen

interacciones de tipo atractivo entre sus componentes.

0,0 1,0
0 ~ 0
-200 -200
-400 -400
©  -600 -600
£ _
S
~  -800 -800
% I
2 -1000 -1000
-1200 -1200
-1400 -1400
_1600 N | N | N | N 1 Ll B " | N | N | N | N -1600

Fraccion molar aLA

Figura 4.13.L.- Representacion de la energia libre de exceso para el sistema alLA/COL frente a la
fraccion molar de dcido linoleico en dicha mezcla, a los valores de presion superficial
indicados.

Los valores de energia libre de exceso se vuelven mas negativos al aumentar la
presién superficial, lo que nos indica que la interaccidn entre estos dos componentes es
mayor a elevadas presiones. Los mayores valores se alcanzan con la fraccion molar de
Xata = 0,5 del sistema alLA/COL. Esto nos indica que los films mas estables formados por

acido a-linolénico y colesterol se obtienen con una proporcién de 1:1.
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4.14 MEZCLA DE ACIDO y-LINOLENICO CON COLESTEROL

4.14.1 Isotermas n-A y mddulos de compresibilidad
El comportamiento de las monocapas de la mezcla acido y-linolénico y colesterol

(Figura 4.14.A) es muy similar a las observadas en el sistema de acido a-linolénico y
colesterol. En efecto, cuando la fraccion molar de acido y-linolénico es menor a 0,5 las
isotermas obtenidas muestran que las monocapas presentan un estado de tipo sdlido
(curvas 0,1 y 0,3), con una forma muy similar a la del propio colesterol. Cuando su
proporcién es mayor a 0,5 las monocapas son de tipo liquido expandido (curvas 0,7 y
0,9), similares al del 4cido y-linolénico puro. La isoterma correspondiente a la monocapa

de mezcla equimolar presenta un comportamiento intermedio.
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Figura 4.14.A.- Curvas rt-A de monocapas de dcido y-linolénico, colesterol y de mezclas de
ambos con diferentes fracciones molares (0,1; 0,3; 0,5, 0,7; 0,9) obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10* moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min. En la
grdfica interna se muestran los valores de colapso frente a la fraccion molar.
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El colapso de las mezclas ocurre a valores de presion superficial intermedios
entre los de los componentes puros, y su valor se ve incrementado al aumentar la
presencia de colesterol (interior Figura 4.14.A), lo cual nos indica que los dos
componentes son miscibles.

En la Figura 4.14.B. se muestran los mddulos de compresibilidad. En la misma,
se pone de manifiesto el elevado poder de condensaciéon que presenta el colesterol
sobre los acidos grasos insaturados. Se puede observar como aumenta la resistencia de
las monocapas de las mezclas a ser comprimidas a medida que el colesterol se encuentra
mas presente. De la misma forma, la adicién de 4cido linoleico provoca una disminucién

en la rigidez de las monocapas.

Acido y-Linolénico
800 X ,,=09
—— X =07
004 S N ——X,,=05
—X,,=03
L el -\ | —X =01
Colesterol
500 ... NN A ——

400 ~

300

200 +-

100 ~

Modulo de compresibilidad C_* (mN/m)

Presion superficial (mN/m)

Figura 4.14.B.- Mddulos de compresibilidad correspondientes a las isotermas n-A de monocapas
de dcido y-linolénico, colesterol y de mezclas de ambos con diferentes fracciones
molares (0,1, 0,3; 0,5; 0,7; 0,9).
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Para observar con mayor claridad el efecto condensador del colesterol en la
monocapa de acido y-linolénico se representd el mdédulo de compresibilidad en tres

dimensiones frente a la presion superficial (Figura 4.14.C).

I Colesterol
WX, 01

X =03
B X =05
] X 4= 07
X ,,=09
I Acido y-Linolénico

Ac‘do A 0 P‘e

Figura 4.14.C.- Representacion tridimensional de los mddulos de compresibilidad frente a la
presion de monocapas de dcido y-linolénico, colesterol y de mezclas de ambos con
diferentes fracciones molares (0,1, 0,3; 0,5, 0,7; 0,9).

En la Figura 4.14.D se muestra el analisis individual del mddulo de
compresibilidad para cada fraccién molar de la mezcla de acido y-linolénico y colesterol,
cuyos valores de mayor relevancia vienen recogidos en la Tabla 4.14.A para los valores

de presién indicados.
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XyLA n=25 n=>5 n=10 n=15

Colesterol 289,41 353,18 373,91 562,99
183,05 207,13 337,35 416,72

~

57,08 80,94 166,78 233,44
28,76 45,71 68 123,75

~

o| o o| o
N| o W e

22,74 33,67 48,83 80,04

20,29 29,65 50,84 68,67
Acido y-
18,51 28,76 44,82 59,75

Linolénico

731,55
420,29

238,13
155,63
97,21
72,46

68,23

Maddulo de compresibilidad (mN/m)

788,63
427,2
215,38
115,5
83,17
75,81

67,34

Cs maximo
790,6
458,19
244,59
156,3
97,66
79,6

72,91

Tabla 4.14.A.- Valores de los mddulos de compresibilidad a diferentes presiones superficiales de
monocapas mixtas de dcido y-linolénico y colesterol a diferentes fracciones molares

(0,1, 0,3;0,5,0,7; 0,9).
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4.14.2 Microscopia BAM. Imagenes y espesor mezcla

4.14.2.1 Mezcla Xy1a=0,9

El valor del espesor de la monocapa de la mezcla de colesterol y acido y-
linolénico de fraccidn molecular Xyia = 0,9 durante el estado gas es muy similar al
obtenido para la monocapa del acido graso puro (0,52 nm). A lo largo de esta fase se
observan con claridad la presencia de dominios circulares de un diametro de entre 3y 6
pum rodeados de zonas oscuras correspondientes al sustrato acuoso (Imagenes A, By C).

En el caso del acido a-linolénico, la imagen para esta misma fraccion molar
apenas permitia diferenciar sus dominios debido a su infimo tamafio y a la baja
tendencia que presentaban sus moléculas a agruparse. En el caso del dcido y-linolénico
se observan con gran claridad, probablemente porque presente una menor tendencia a
expandirse respecto a su isémero omega-3.

Dichos dominios se van fusionando a medida que se reduce la superficie
disponible para la monocapa, logrando una imagen completamente homogénea en el
instante en el que la presién superficial y el espesor relativo inician su incremento,
permaneciendo asi durante toda la fase de liquido expandido (Imagen D).

Como vimos, la monocapa presenta un espesor inicial marcado por el acido y-
linolénico y, en el momento de la ruptura de la monocapa, despliega un valor muy
proximo al del propio acido graso cuando alcanza el colapso al formar monocapa por si
solo (0,85 nm). Estos datos indican que en el momento del colapso el acido y-linolénico
se encuentra inclinado unos 45° mientras el colesterol alcanza aproximadamente los 48°
manteniendo el resto radical alquilico paralelo a la superficie del sustrato acuoso.

El colapso de la monocapa concurre primero con la formacidon de gérmenes de
colapso, pequefios puntos que nos indican la expulsion de moléculas desde el film
(Imagen E) y, posteriormente, con la maduracién de estas estructuras mediante
aglomeracion en forma de dominios tridimensionales brillantes tal como muestra la

Imagen F.
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Tiempo (seq)
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Figura 4.14.E.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido y-linolénico y colesterol

correspondiente a la fraccion molar de Xya = 0,9 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracién 4.14.A.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
gamma linolénico y colesterol (Xaa = 0,9). La barra blanca corresponde a una distancia
de 20 um.
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4.14.2.2 Mezcla Xy1a= 0,7

El incremento de la presencia de colesterol en la mezcla (Xyia= 0,7) no muestra
influencias sobre el espesor del estado gas de la monocapa. Se mantiene en 0,52 nm
hasta que se produce el cambio de estado a liquido expandido. En |la Imagen A se
observan dominios del 4cido graso y alguna forma espumosa correspondiente al esterol.
Al disminuir la superficie disponible para las moléculas, los dominios se van fusionando
tal como se puede observar en las Imagenes By C.

Los simultdneos incrementos de presidn superficial y de espesor marcan el
cambio de estado. La imagen microscépica obtenida a lo largo del estado de liquido
expandido se mantiene en todo momento homogénea (Imagen D).

Durante esta fase el espesor asciende paulatinamente mostrando un elevado
ruido y alcanzando un valor aproximado de 0,93 nm en el punto de colapso. Dicho valor
supera el alcanzado por el dcido graso objeto de estudio cuando colapsa su film puro.
Por lo tanto, el valor vendra determinado por una mayor inclinaciéon de la molécula de
colesterol, concretamente del dangulo que presenta el ciclopentanofenantreno respecto
de la interfase. Mediante los calculos trigonométricos se determina que para un espesor
de 0,93 nm, el colesterol se encontrara inclinado unos 54° en el punto inmediatamente
anterior al colapso de la monocapa.

El colapso ocurre cuando el drea correspondiente a cada molécula es de 35 A2
El microscopio ofrece una visualizacion clara de los “embriones” o gérmenes de colapso,
como se observa en la Imagen E fruto de la expulsion de moléculas del film. A menores
areas, estos dominios se agrupan formando estructuras tridimensionales mediante
aglomeracion, mostrados en forma de puntos blancos brillantes debido al elevado valor

de espesor que registra el microscopio (Imagen F).
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Tiempo (seg)
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Figura 4.14.F.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido y-linolénico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xya = 0,7 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.14.B.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
gamma linolénico y colesterol (Xya = 0,7). La barra blanca corresponde a una distancia
de 20 um.
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4.14.2.3 Mezcla Xy1a=0,5

Con la mezcla equimolar de acido y-linolénico y colesterol se presenta un
incremento del ruido del espesor durante el estado gas. Las imagenes obtenidas
resultan muy claras sobre la interaccion de ambos componentes. Tal como se observa
en la Imagen A, los dominios esféricos del omega-6, ligeramente mas claros, estan
perfectamente integrados en los propios del esterol.

A medida que se comprime la monocapa, las zonas oscuras correspondientes al
sustrato acuso van desapareciendo mientras los dominios del material constituyente del
film se fusiona (Imagen B).

Ante la mayor presencia de colesterol respecto de las anteriores mezclas y, por
lo tanto, una mayor condensacién de la monocapa, el espesor se registra ciertos
instantes antes del propio de la presidn superficial.

En la Imagen C se puede observar como a la presion de 5 mN/m todavia se
aprecian ciertos dominios. Al continuar la compresiéon de la monocapa se observa una
imagen homogénea caracteristica del estado de liquido expandido (Imagen D).

Se observan dos tramos de espesor con diferente pendiente durante el tiempo
gue la monocapa permanece en estado de liquido expandido. Al principio experimenta
una subida muy rapida, atribuible al cambio de la disposicidn de las moléculas tanto de
colesterol como de acido y-linolénico desde una posicion mas inclinada a otra mas
erguida, alcanzando un espesor cercano a 1 nm. Posteriormente, la pendiente baja de
forma muy notoria, lo que se traduce en un incremento lento del espesor atribuible al
cambio de inclinacién del resto alquilico del colesterol.

El colapso tiene lugar cuando el film presenta un espesor de 1,2 nm. En la Imagen
E se observa la generacidon de dominios caracteristicos, cuya aglomeracion debida a la
reduccion de la superficie da lugar a las estructuras tridimensionales de |la Imagen F.

El hecho de que se alcancen los 1,5 nm, caracteristicos de la molécula de
colesterol en su maxima extensién, a un area tan baja como la de 30 A/mol nos indica

gue previamente se expulsé parte del material del film.
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Figura 4.14.G.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido y-linolénico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xya = 0,5 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.14.C.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
gamma linolénico y colesterol (Xya = 0,5). La barra blanca corresponde a una distancia
de 20 um.
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4.14.2.4 Mezcla Xy1a=0,3

La mayoria de la presencia de colesterol en la mezcla aumenta el ruido del
espesor registrado. Asi, durante la fase gas resulta dificil establecer un valor concreto
para el espesor, encontrandose de forma alterada en un intervalo entre los 0,4 y 0,7 nm.

Las Imagenes A y B muestran dominios caracteristicos de ambos componentes.
La compresion de la monocapa da lugar a una imagen cada vez mas homogénea (Imagen
C). Cuando la presidén superficial alcanza los 5 mN/m, se obtiene una imagen
microscopica con la presencia de ciertos dominios curvilineos correspondientes a la
reorganizacion molecular por parte de los componentes de la monocapa (Imagen D). A
mayores valores de presién superficial se observa una imagen homogénea en su
totalidad caracteristica de estos estados que se mantiene hasta la aparicion del colapso
de la monocapa.

Después de mucho ruido generado por la monocapa en estado gas, el espesor
sufre un incremento repentino caracteristico del colesterol puro. Se alcanza un valor
levemente inferior a 1,2 nm, cercanos al valor de espesor que logra el colesterol por si
mismo (1,15 nm) cuando su grupo esterano se encuentra formando un angulo de 90°
respecto de la normal del sustrato y su radical permanece paralelo al mismo, tal como
se postuld anteriormente.

El colapso del film coincide con un valor de espesor de 1,45 nm, cercano al valor
de extensién maximo del colesterol cuando se encuentra formando una monocapa pura.

La Imagen E nos confirma la ruptura de la monocapa con la apariciéon de los
gérmenes de colapso. A medida que prosigue la compresion, estos dominios se agrupan
formando los bastones tridimensionales caracteristicos del colesterol (Imagen F), de un

tamafio aproximado de 6,5 um.
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Figura 4.14.H.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido y-linolénico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xya = 0,3 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustraciéon 4.14.D.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
gamma linolénico y colesterol (Xya = 0,3). La barra blanca corresponde a una distancia
de 20 um.
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4.14.2.5 Mezcla Xy1a=0,1
La elevada presencia de colesterol en esta mezcla se hace patente al observar los

dominios de las Imagenes A y B. En efecto, se observan estructuras en forma de
“espumas” tipicas de colesterol con huecos oscuros correspondientes al sustrato
acuoso. Al disminuir el area molecular, la imagen generada se vuelve paulatinamente
homogénea, desapareciendo las regiones oscuras de agua (Imagen C).

La mezcla con fraccion molar Xya = 0,1 también presenta un elevado ruido
durante la fase gas, siendo en este caso mas sencillo asociar los valores obtenidos. Pues
bien, la pequefia presencia de acido graso en la mezcla es la razén de que en ciertas
ocasiones no esté presente en la superficie de medida objeto del microscopio, siendo el
espesor del colesterol el Unico valor registrado (0,25 nm). En concreto, durante el
tiempo que la monocapa permanecié en estado gas, se registré la presencia de acido
graso en dos tramos: desde los 90 y los 76 A2/molécula, y desde los 73 y 66 A2/molécula.
En dichos instantes se pudo obtener un valor de espesor de aproximadamente 0,83 nm,
practicamente el mismo espesor que el obtenido por la monocapa del acido y-linolénico
puro.

A los 54 A2/molécula tiene lugar el incremento del espesor relativo, el cual se
produce con antelacién al de la presion superficial debido al decalaje propio de las
monocapas condensadas. Se registra en ese punto un valor de espesor de 1,1 nm
correspondientes a la posicidon perpendicular del grupo esterano de la molécula de
colesterol manteniendo paralelo el resto radical alilico respecto de la superficie del agua.
Posteriormente el espesor continlda su ascenso de una forma mas lenta hasta alcanzar
los 1,4 nm antes de producirse el colapso. Este valor de espesor es bastante préximo a
los 1,5 nm correspondientes al maximo valor de espesor de la monocapa de colesterol
previo al colapso.

La Imagen D, tomada a 10 mN/m, muestra estructuras curvilineas
correspondientes probablemente al cambio conformacional de las moléculas de acido
graso. Al producirse el colapso se observa la génesis de los “embriones” o gérmenes
propios de este fendmeno (Imagen E). Al disminuir el drea, estos dominios se agrupan
formando estructuras tridimensionales brillantes propias de la fase colapsada con forma

de “bastones” caracteristicos del colesterol (Imagen F).
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Figura 4.14.l.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido y-linolénico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xya = 0,1 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.14.E.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
gamma linolénico y colesterol (Xya = 0,1). La barra blanca corresponde a una distancia
de 20 um.
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4.14.3 Area molecular media
La representacion del area molecular media en funcién de la fraccion molar de acido y-

linolénico, medida a diferentes presiones superficiales da origen a las curvas que se muestran
en la Figura 4.14.). En ella se pone de manifiesto la existencia de desviaciones de la ley de
aditividad de las dreas a diferentes valores de presidon superficial. Dichas desviaciones son

negativas y mas acusadas cuanto menor sea la presion.

654 | —v—n=25mN/m
—4— =5 mN/m

n =10 mN/m

—&— 7 =15mN/m

60 - —e— =20 mN/m

—~ —=—n =25 mN/m
)
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o
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©
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<L

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
Fraccion molar

Figura 4.14.).- Representacion del drea molecular media frente a la fraccion molar de dcido
y-linolénico de la mezcla yLA/COL, a los valores de presion superficial indicados.



4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.14.4 Funciones de exceso

4.14.4.1 Area de exceso
El area de exceso frente a la fraccidon molar del acido y-linolénico se muestra en

la Figura 4.14.K. Todos los valores determinados son negativos a todas las presiones
superficiales. Las mayores desviaciones del comportamiento ideal se obtienen en las

mezclas de composicion 0,5y 0,3 de acido graso, siendo estas desviaciones menores con

el aumento de la presidn.

(A*/molécula)

exc

A

¥—n=2,5mN/m
—&—n =5 mN/m
—O— =10 mN/m
S~ v —a— =15 mN/m
-6 v —e— =20 mN/m
—&— =25 mN/m E

T 1 " PR I R, —

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

Figura 4.14.K.- Representacion del drea de exceso de la mezcla yLA/COL frente a la fraccion
molar de dcido y-linolénico en dicha mezcla, a los valores de presion superficial

indicados.

4.14.4.2 Energia libre de exceso (AGexc)

Con el fin de realizar un andlisis termodinamico de la interaccién entre el acido
y-linolénico y el colesterol, se calculé la energia libre de exceso (AGexc) de las monocapas

mixtas a partir del drea bajo las curvas m-A correspondientes a las mezclas y a los

componentes puros.
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Como se puede observar en la Figura 4.14.L, los valores obtenidos son todos
negativos a cualquier fraccion molar del sistema y a cualquier presidn superficial. Esta
situacidon se corresponde con las condiciones termodinamicas de los sistemas de
monocapas binarias en las que se producen fuertes interacciones entre sus

componentes.

Jo0lb— o s T 700

o0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Fraccion molar yLA

Figura 4.14.L.- Representacion de la energia libre de exceso para el sistema yLA/COL frente a la
fraccion molar de dcido y-linolénico en dicha mezcla, a los valores de presion superficial
indicados.

Los valores de energia libre de exceso se vuelven mas negativos al aumentar la
presioén superficial, lo que nos indica que la interaccidén entre estos dos componentes es
mayor a elevadas presiones. Los mayores valores se alcanzan con las fracciones molares
de Xyia = 0,3 y Xy1a = 0,5 del sistema yLA/COL. Esto nos indica que los films mas estables

Y Y
formados por acido y-linolénico y colesterol se obtienen con una proporcién de 1:2

respectivamente.
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4.15 MEZCLA DE ACIDO ESTEARIDONICO CON COLESTEROL

4.15.1 Isotermas n-A y mddulos de compresibilidad

En la Figura 4.15.A se muestran las isotermas correspondientes a las monocapas

de la mezcla acido esteariddnico y colesterol. Como se puede observar, a presiones

superficiales inferiores a 25 mN/m, la mayor presencia de acido esteariddnico aleja las

graficas del eje de las coordenadas. Sin embargo, a presiones superiores, ocurre lo

contrario. Asi mismo, la mayor presencia de colesterol en las monocapas mixtas

posibilita que se registren mayores presiones superficiales, provocando, de la misma

forma, que las isotermas muestren mayor pendiente.
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Figura 4.15.A.- Curvas ni-A de monocapas de dcido esteariddnico, colesterol y de mezclas de
ambos con diferentes fracciones molares (0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9) obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min. En la
grdfica interna se muestran los valores de colapso frente a la fraccion molar.
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El colapso de las monocapas de las mezclas ocurre a valores de presién
superficial intermedios respecto del registrado por los films de los componentes puros,
y su valor se ve incrementado al aumentar la presencia de colesterol (interior Figura
4.15.A), lo cual nos indica que los dos componentes son miscibles a lo largo del rango
de las mezclas.

En la Figura 4.15.B se muestran los mdédulos de compresibilidad. En la misma, se
pone de manifiesto el elevado poder de condensacidn que presenta el colesterol sobre
los acidos grasos insaturados. Se puede observar como aumenta la resistencia de las
monocapas de las mezclas a ser comprimidas a medida que el colesterol se encuentra
mas presente. De la misma forma, la adicién de acido linoleico provoca una disminucién

en la rigidez de las monocapas.

Acido Estearidonico

800 Xpa= 0,9

—_— XSDA: 0,7
PV TR . . o — X ;.= 05

N XSDA= 0,3
600 -l T Xpa=01

—— Colesterol

L. |

500

400 ~
300
200 +-

100 -/

Médulo de compresibilidad CS‘1 (mN/m)

Presion superficial (mN/m)

Figura 4.15.B.- Mddulos de compresibilidad correspondientes a las isotermas n-A de monocapas
de dcido estearidonico, colesterol y de mezclas de ambos con diferentes fracciones
molares (0,1, 0,3; 0,5; 0,7; 0,9).
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La representacion tridimensional del moédulo de compresibilidad frente a la

presion superficial pone de manifiesto de forma clara el elevado poder condensador del

colesterol (Figura 4.16.C).
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Figura 4.15.C.- Representacion tridimensional de los mddulos de compresibilidad frente a la
presion de monocapas de dcido estearidonico, colesterol y de mezclas de ambos con

I Colesterol
X, =01

.= 03
B X, =05
Bl < =07
B X2 0,0
I Acido Estearidénico

diferentes fracciones molares (0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9) obtenidas a 10 °C.

En la Figura 4.15.D se muestran los médulos de compresibilidad individuales para
cada mezcla. Los valores de médulo de compresibilidad a diferentes presiones

superficiales asi como los valores maximos alcanzados correspondientes a estos

sistemas se recogen en la Tabla 4.15.A.
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Figura 4.15.D.- Representacion de los médulos

de compresibilidad frente a la presion
de monocapas de dcido estearidonico,
colesterol y de mezclas de ambos con
diferentes fracciones molares (0,1, 0,3;
0,5, 0,7; 0,9) obtenidas a 10 °C, pH = 6-
7, depositando 4-10%® moléculas y
comprimidas a la velocidad de 50
cm?/min.
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Médulo de compresibilidad (mN/m)

Xspa n=25

Colesterol 289,41

0,1 217,17
0,3 61,32
0,5 25,42
0,7 18,73
Acido
e 14,27
esteariddnico

n=5
353,18
234,78
109,92
41,92
29,43
26,76

23,63

373,91
326,64

230,32
63,32
46,38
41,25

36,57

562,99
445,48

275,81
124,19
71,57
57,97

49,49

731,55
517,95

266,89
124,19
77,59
58,42

53,73

788,63
512,82

221,85
64,44
47,49
34,11

33,67

Cs* maximo
790,6
519,28
280,49
137,57
78,93
62,65

53,96

Tabla 4.15.A.- Valores de los mddulos de compresibilidad a diferentes presiones superficiales de
monocapas mixtas de dcido esteariddnico y colesterol a diferentes fracciones molares
(0,1, 0,3, 0,5, 0,7; 0,9).
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4.15.2 Microscopia BAM. Imagenes y espesor mezcla

4.15.2.1 Mezcla Xspa=10,9
En la Figura 4.15.E se muestran la isoterma nt-A y la curva del espesor relativo

correspondientes a la monocapa mixta de acido esteariddnico y colesterol con fraccién
molar Xspa=0,9. Se registra un valor de espesor de 0,5 nm al comienzo de la compresién
coincidiendo con el estado gas, valor muy préximo a los 0,49 nm registrados en la fase
gas de la monocapa del 4cido graso puro. En este estado es de esperar que las moléculas
de colesterol se encuentren con una inclinacion de 13°, de la misma forma que en su
propia monocapa.

Las imagenes correspondientes a esta fase gas ofrecen resultados muy similares
a los obtenidos para la monocapa de este acido graso puro. En efecto, tal como se
observa en la Imagen A, la fotografia es completamente homogénea. Sin embargo, en
ciertas ocasiones se ven algunos dominios ovoides oscuros huecos producidos por la
presencia de colesterol en la mezcla (Imagenes B y C), debido a su tendencia a formar
estructuras espumosas con huecos oscuros de sustrato acuoso.

Cuando se produce el inicio del incremento de la presion superficial, tiene lugar
la escalada lenta y continua del espesor, registrandose una imagen completamente
homogénea (Imagen D) desde el comienzo del estado de liquido expandido hasta su
final.

En el instante previo al colapso, el espesor relativo registrado es de 0,83 nm.,
exactamente el mismo valor registrado para la monocapa de este acido graso omega-3.
Por otro lado, se vio que el colesterol obtenia valores superiores a 1,1 nm tras su
transicidn a estado sdlido. Estos datos nos invitan a pensar que existe cierta interaccién
entre ambos componentes, la cual impide que el colesterol alcance los valores de
espesor tan elevados que logra por si mismo.

El colapso de la monocapa se produce simultdneamente a un cambio de
pendiente en el incremento del espesor, ya que el registro del mismo aumenta de forma
notable. Al mismo tiempo, se registra la Imagen E, la cual muestra la formacion de las
estructuras embrionarias de colapso que aumentan en tamafio y nimero al reducir la

superficie disponible para el film (Imagen F).
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Figura 4.15.E.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido estearidénico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xspa = 0,9 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.15.A.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
esteariddnico y colesterol (Xspa= 0,9). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.15.2.2 Mezcla Xspa=0,7

Las imagenes microscopicas tomadas para la mezcla de acido esteariddnico y
colesterol con Xspa= 0,7 son muy similares a las obtenidas para la mezcla 0,9. Durante la
fase gas en alguna de ellas se observa con mas claridad estructuras vistas anteriormente
en la monocapa de colesterol puro, como los dominios observados en la parte superior
de la Imagen A. Al disminuir el drea molecular, las imagenes se vuelven mas
homogéneas con la presencia de diminutos huecos oscuros de forma circular producidos
por la presencia de colesterol (Imagenes B y C).

El valor del espesor relativo obtenido durante el estado gas fue de 0,5 nm,
consistente con el registrado por la monocapa del acido graso insaturado cuando se
encuentra en dicho estado.

La isoterma m-A es mas condensada que la anterior y alcanza mayores valores de
presiéon superficial, resultado esperado dada la mayor presencia de colesterol en la
mezcla.

El incremento de la presidon superficial sucede de forma simultanea al del espesor
relativo. Al producirse este aumento las moléculas de ambos componentes inician un
cambio conformacional en el que, de forma lenta y continua, sus angulos de inclinacién
se ven incrementados y sus partes hidréfobas se alejan de la superficie acuosa. Asi pues,
la monocapa sufre una transicién a un estado de liquido expandido, confirmado por la
imagen microscopica homogénea que presenta a lo largo de esta fase (Imagen D).

El espesor obtenido al final del estado de liquido expandido es de 0,91 nm
superior en ocho centésimas al obtenido por el acido graso puro en este punto critico
previo al colapso.

Finalmente se produce el colapso, claramente marcado por el aumento
repentino de la pendiente del espesor relativo. En las Imagenes E y F se muestran los
dominios brillantes claros correspondientes a dicho fendmeno en una fase mas

temprana y otra mas madura, respectivamente.
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Figura 4.15.F.- Curva n-A de la monocapa mixta de dcido estearidonico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xspa = 0,7 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracién 4.15.B.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
esteariddnico y colesterol (Xspa = 0,7). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.15.2.3 Mezcla Xspa=0,5

Los valores de espesor registrados al inicio de la compresion (Figura 4.15.G)
coincidiendo con la monocapa en estado gas nos muestran la misma situacion que las
vistas en las mezclas analizadas anteriormente. Esta mezcla equimolar mantiene
durante toda esta fase un espesor promedio de 0,5 nm, valor que coincide con el
registrado por la monocapa del propio acido graso insaturado.

Las Imagenes A, tomada a elevados valores de drea superficial, muestra
dominios de ambos componentes en su estado gas. A medida que continlda la
compresiéon, el area molecular disponible se reduce y las zonas oscuras
correspondientes al sustrato acuoso desaparecen. Las Imagenes B y C muestran una
gran reduccion de estas zonas oscuras, mientras que los dominios de las mezclas ocupan
la totalidad de la superficie disponible.

Antes de que se inicie el aumento de la presion superficial se produce el
incremento del espesor relativo de forma paulatina, siendo este hecho un indicador del
cambio conformacional experimentado por las moléculas en virtud del cual aumentan
su grado de inclinacién respecto a la superficie del sustrato. La razén por la que no se
produce el incremento de espesor y presion superficial de forma simultanea radica en
la mayor condensacién presentada por la monocapa, lo cual da como resultado este
decalaje tipico de fases condensadas.

Asi pues, la subida del espesor presenta una desaceleracion a los 0,97 nm, tras la
cual prosigue ascendiendo hasta 1,17, momento en el que la subida registrada asciende
de forma abrupta. Durante esta fase condensada se toma la Imagen D a it = 15 mN/m,
homogénea en su totalidad.

El colapso se muestra en el microscopio en forma de “embriones” o gérmenes
caracteristicos de dicho fendmeno (Imagen E). Como se puede observar en la Imagen F
al disminuir el area se ve con mayor claridad la formacién de estructuras brillantes

tridimensionales correspondientes a la fase colapsada.
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Figura 4.15.G.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido estearidénico y colesterol

correspondiente a la fraccion molar de Xspa = 0,5 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.15.C.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
esteariddnico y colesterol (Xspa = 0,5). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.15.2.4 Mezcla Xspa=0,3

La monocapa correspondiente a la mezcla de 4cido esteariddnico y colesterol de
fraccién molar Xspa = 0,3 registra un elevado ruido de espesor relativo durante su fase
gas. El valor promedio de espesor obtenido mientras la monocapa permanece en este
estado es de 0,54 nm, préximo al obtenido por la monocapa del dcido graso cuando se
encuentra en esta fase.

Las imagenes tomadas a dreas elevadas muestran dominios en forma de
“espumas” caracteristicos del colesterol, zonas grisaceas uniformes propias del
esteariddnico y otras regiones oscuras correspondientes al sustrato acuoso (Imagenes
A y B). A medida que se comprime la monocapa, la imagen se vuelve homogénea
paulatinamente como se puede observar en la Imagen C.

Tal como muestra la Figura 4.15.H existe un evidente desfase entre las dos curvas
en el inicio del incremento del espesor relativo respecto al de la presion superficial
debido que la monocapa generada presenta una importante condensacién.

Cuando se alcanza un drea de 50 A2/molécula el espesor relativo experimenta un
aumento repentino hasta alcanzar los 1,15 nm, momento en el cual su ascenso se vuelve
mas lento y con menos ruido hasta alcanzar un valor ligeramente inferior a los 1,48 nm.
Al llegar a este punto y como consecuencia del colapso de la monocapa se registra un
incremento abrupto del espesor. Al comparar estos valores de espesor con los obtenidos
por las monocapas de los componentes puros se postula que en un primer momento se
produce un incremento repentino de la inclinaciéon de las moléculas de colesterol,
adoptando asi una conformacion perpendicular a la superficie acuosa. A continuacion,
su resto radical alquilico gira de forma progresiva desde una posicion paralela a la
superficie a otra perpendicular, logrando asi un valor préximo al maximo espesor
relativo obtenido por la monocapa de colesterol puro.

La Imagen E muestra los dominios brillantes caracteristicos del colapso. Al
reducirse el area molecular estos dominios se agrupan dando lugar a estructuras
cristalinas tridimensionales en forma de “bastones” de un tamafio de entre 8 y 10 um

(Imagen F).



4 RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 4.15.H.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido estearidénico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xspa = 0,3 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.15.D.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
esteariddnico y colesterol (Xspa = 0,3). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.15.2.5 Mezcla Xspa=0,1

La monocapa de la mezcla de fraccién molar Xspa = 0,1 (Figura 4.15.1) presenta
un elevado ruido del espesor relativo durante la fase gas. Al inicio de la compresién
muestra unos valores comprendidos entre los 0,25 nm y 0,5 nm, similares a los
obtenidos por las monocapas de los componentes puros, colesterol y 4cido
esteariddnico respectivamente. Posteriormente, el espesor relativo presenta una leve
tendencia al alza. A 51 A2/molécula se produce una subida repentina del mismo hasta
los 1,15 nm, caracteristicos del colesterol.

Las Imagenes A y B, correspondientes al estado gas de la monocapa, muestran
dominios en forma de “espumas” y esféricos tipicos del colesterol. Al reducir el area
molecular, se observa una imagen mas homogénea debido a que la monocapa mixta
ocupa progresivamente la totalidad de la superficie (Imagen C).

De la misma forma que ocurre con las monocapas mas condensadas, se produce
de nuevo un decalaje entre el aumento del espesor relativo y el de la presion superficial

El incremento repentino del espesor hasta alcanzar los 1,15 nm corresponde al
cambio conformacional de las moléculas del colesterol, tal como se comenté
anteriormente. Asi, el grupo esterano de esta molécula adopta una posicién vertical,
perpendicular a la superficie del sustrato acuoso. Posteriormente, el incremento del
espesor hasta los 1,5 nm sugiere que el resto radical alquilico del esterol cambia su
inclinacién desde una posicién horizontal a otra vertical. Por ultimo, el aumento abrupto
del espesor se corresponde con la fase colapasada.

Tal como se puede observar en la Imagen D, |la fase condensada muestra una
fotografia completamente homogénea. Sin embargo, al producirse el colapso de la
monocapa se observan “embriones” o gérmenes propios de esta fase (Imagen E). Dichos
dominios se agrupan generando estructuras brillantes tridimensionales en forma de

“bastones” (Imagen F).
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Figura 4.15.l.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido estearidénico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xspa = 0,1 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10'° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.15.E.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
esteariddnico y colesterol (Xspa=0,1). La barra blanca corresponde a una distancia de 20
um.
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4.15.3 Area molecular media

La representacion del area molecular media en funcién de la fraccion molar de
acido a-linolénico, medida a diferentes presiones superficiales da origen a las curvas que
se muestran en la Figura 4.15.). En ella se pone de manifiesto la existencia de
desviaciones de la ley de aditividad de las areas a diferentes valores de presion

superficial. Dichas desviaciones son negativas y mas acusadas cuanto menor sea la

presion.
! T T
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{1 | —*—=n=5mN/m
70 4 7n=10 mN/m
—&— 1 =15 mN/m
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=
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Fraccion molar

Figura 4.15.).- Representacion del drea molecular media frente a la fraccion molar de dcido
estearidonico de la mezcla SDA/COL, a los valores de presion superficial indicados.
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4.15.4 Funciones de exceso

4.15.4.1 Area de exceso
El drea de exceso frente a la fraccion molar del acido estearidonico se muestra

en la Figura 4.15.K. Todos los valores determinados son negativos a todas las presiones
superficiales. Las mayores desviaciones del comportamiento ideal se obtienen en las

mezclas de composicion 0,5y 0,3 de acido graso, siendo estas desviaciones menores con

el aumento de la presidn.

(A*/molécula)

exc

A

~v— 1 =2,5mN/m
—*—nx=5mN/m

*

1 \\ -~ —O— =10 mN/m 1

-8 — \\ —a— =15 mN/m 1
1 \ —o— 1 =20 mN/m 1

-9 v \\—// —&—n=25mN/m | -

0,0 01 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

SDA

Figura 4.15.K.- Representacion del drea de exceso de la mezcla SDA/COL frente a la fraccion
molar de dcido esteariddnico en dicha mezcla, a los valores de presion superficial

indicados.

4.15.4.2 Energia libre de exceso (AGexc)
Con el fin de realizar un analisis termodinamico de la interaccidn entre el acido

esteariddnico y el colesterol, se calculé la energia libre de exceso (AGex) de las

monocapas mixtas a partir del area bajo las curvas n-A correspondientes a las mezclas 'y

a los componentes puros.
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Como se puede observar en la Figura 4.15.L, los valores obtenidos son todos
negativos a cualquier fraccion molar del sistema y a cualquier presidn superficial. Esta
situacidon se corresponde con las condiciones termodinamicas de los sistemas de

monocapas binarias en las que se producen fuertes interacciones entre sus

componentes.
0,0 1,0
0 0
-100 -100
-200 -200
-300 -300
6 L i
£ -400 -400
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~  -500 -500
3 3 ]
O . -
2 600 [ _ 600
-700 -700
-800 -800
-900 -900
_1000 [ " 1 " 1 " B T Y I " 1 " 1 " 1 L 1 N ] _1000

o0 012 02 03 04 05 06 O7 08 09 10

Fraccion molar SDA
Figura 4.15.L.- Representacion de la energia libre de exceso para el sistema SDA/COL frente a la
fraccion molar de dcido esteariddnico en dicha mezcla, a los valores de presion
superficial indicados.

Los valores de energia libre de exceso se vuelven mas negativos al aumentar la
presioén superficial, lo que nos indica que la interaccidén entre estos dos componentes es
mayor a elevadas presiones. Los mayores valores se alcanzan con la fracciéon molar de
Xspa = 0,5 del sistema SDA/COL. Esto nos indica que los films mas estables formados por

acido estearidénico y colesterol se obtienen con una proporcion de 1:1.
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4.16 MEZCLA DE ACIDO EICOSADIENOICO CON COLESTEROL

4.16.1 Isotermas n-A y mddulos de compresibilidad

El comportamiento de las monocapas de la mezcla de acido eicosadieonoico y
colesterol (Figura 4.16.A) es muy similar al observado en los sistemas de acido graso
insaturado y colesterol estudiados anteriormente. Cuando el acido eicosadieonoico es
el componente mayoritario de la mezcla (curvas 0,7 y 0,9), las monocapas presentan un
estado de liquido expandido. Sin embargo, cuando se encuentra en menor proporciéon
(curvas 0,1y 0,3), las isotermas obtenidas se corresponden a monocapas de tipo sdlido.

Asi mismo, la mezcla equimolar da lugar a una monocapa con un comportamiento

intermedio.
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Figura 4.16.A.- Curvas n-A de monocapas de dcido eicosadienoico, colesterol y de mezclas de
ambos con diferentes fracciones molares (0,1, 0,3; 0,5; 0,7; 0,9) obtenidas a 10 °C, pH =

6-7, depositando 4-10* moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min. En la
grdfica interna se muestran los valores de colapso frente a la fraccion molar.
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Tal como se observa en el interior de la Figura 4.16.A, el colapso de las mezclas
ocurre a valores de presion superficial intermedios al de los componentes puros, y su
valor se ve incrementado al aumentar la presencia de colesterol, lo cual nos indica que
los dos componentes son miscibles.

En la Figura 4.16.B se muestran los mddulos de compresibilidad. En dicha gréfica
se puede observar como las monocapas con mayor proporcion de colesterol presentan
una mayor resistencia a la compresién. Asi mismo, la mayor presencia del acido

eicosadienoico dota a las monocapas de una menor rigidez.

—— Acido Eicosadienoico
X_,=0,9

——X_,=07

——X_,=05

7004 - SNy DY . ——X_,=03

——X_,=01

600 - | ANy Y N WA\ Colesterol
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IESEE Y € B 0 e
400 - ARSI e
300 -/ SRR PR R -
2004 /) SRR |

1004 A N \

Médulo de compresibilidad Cs'1 (mN/m)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Presion superficial (mN/m)

Figura 4.16.B.- Mddulos de compresibilidad correspondientes a las isotermas n-A de monocapas
de dcido eicosadienoico, colesterol y de mezclas de ambos con diferentes fracciones
molares (0,1, 0,3; 0,5; 0,7; 0,9).

La representaciéon tridimensional del mdédulo de compresibilidad frente a la
presién superficial pone de manifiesto de forma clara el poder condensador del

colesterol (Figura 4.16.C).
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I Colesterol

— P
=03
=05

B X.,=07

D X,=09

I A cido Eicosadienoico

Figura 4.16.C.- Representacion tridimensional de los mddulos de compresibilidad frente a la
presion de monocapas de dcido eicosadienoico, colesterol y de mezclas de ambos con
diferentes fracciones molares (0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9) obtenidas a 10 °C.

En la Figura 4.16.D se muestran los mddulos de compresibilidad individuales para
cada mezcla. Los valores de mddulo de compresibilidad a diferentes presiones
superficiales asi como los valores maximos alcanzados correspondientes a estos

sistemas se recogen en la Tabla 4.16.A.
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Maddulo de compresibilidad (mN/m)

n=2,5 n=>5 n=10 n=15 n=20 n=25 Cs* maximo

Colesterol 289,41 353,18 373,91 562,99 731,55 788,63 790,6
72,91 118,62 172,35 188,63 226,98 261,09 351,62

ol e
w| -

45,71 69,34 125,53 164,33 185,95 151,62 185,73

28,99 54,18 101,23 152,29 177,26 104,12 177,48

o
N

20,07 40,8 81,16 107,02 132,22 120,62 133,56

24,08 36,12 56,41 78,04 93,87 88,74 94,54
Acido
18,51 29,21 48,38 68,45 86,29 83,39 95,43

eicosadienoico

Tabla 4.16.A.- Valores de los mddulos de compresibilidad a diferentes presiones superficiales de
monocapas mixtas de dcido eicosadienoico y colesterol a diferentes fracciones molares
(0,1,0,3;0,5,0,7, 0,9).
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4.16.2 Microscopia BAM. Imagenes y espesor mezcla

4.16.2.1 Mezcla Xea=0,9

Al principio de la compresidn la monocapa de la mezcla Xga = 0,9 se encuentra en
un estado gas durante el cual se registra un espesor similar al obtenido por la monocapa
del acido eicosadienoico puro (0,85 nm). Durante esta fase se registran imagenes
micréscopicas en las que se observan dominios claros de diferentes tamafos
correspondientes al dcido graso rodeados de zonas oscuras propias del sustrato acuoso
(Imagenes A y B). A medida que disminuye el area molecular los dominios ocupan toda
la mayor parte de la superficie y, de forma simultanea, las regiones oscuras van
desapareciendo (Imagen C).

Cuando el drea molecular disminuye por debajo de los 69 A%/molécula la
monocapa sufre una transiciéon en virtud de la cual las moléculas que la constituyen
aumentan su grado de inclinacién respecto de la superficie acuosa. Esta circunstancia
produce un incremento en la presion superficial y, simultdaneamente, un aumento del
espesor relativo. Como consecuencia, la monocapa entra en una fase de liquido
expandido durante la cual se toma la Imagen D a la presidn superficial de 10 mN/m. Esta
fotografia es completamente homogénea como suele suceder cuando una monocapa se
encuentra en este tipo de estados.

Cuando se alcanza el colapso el registro del espesor relativo sufre un aumento
abrupto debido al solapamiento de moléculas y a la formacién de multicapas. El
microscopio registra un espesor de 1,25 nm en el momento previo a la ruptura de la
monocapa. Este valor coincide con el obtenido para el acido graso puro en este mismo
punto. Por otro lado, el intervalo de la curva del espesor relativo correspondiente a la
fase de liquido expandido muestra un crecimiento lineal, al contrario de lo que sucede
con la monocapa de colesterol puro, en la cual sus moléculas cambiaban de
conformacidn de forma inmediata. Asi pues, se postula que durante este estado las
moléculas de ambos componentes adoptan, de una forma lenta, una posiciéon cada vez
mas vertical.

En la Imagen E se observan los gérmenes propios del colapso que, al asociarse,

dan lugar a estructuras tridimensionales brillantes (Imagen F).



4 RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 4.16.E.- Curva n-A de la monocapa mixta de dcido eicosadienoico y colesterol

correspondiente a la fraccion molar de Xea = 0,9 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustraciéon 4.16.A.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
eicosadienoico y colesterol (Xea= 0,9). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.16.2.2 Mezcla Xea=0,7

La monocapa de la mezcla con fraccion molar Xea = 0,7 presenta durante su
estado gas dominios similares a los observados para el acido graso puro. En efecto, la
Imagen A, tomada a un &rea de 120 A%/molécula muestra dominios grisdceos
conteniendo huecos oscuros con agua de forma ovalada. A medida que se reduce el drea
disponible los huecos correspondientes al sustrato acuoso disminuyen de tamano
mientras los dominios de la mezcla aumentan su presencia en la superficie (Imagen B).
Cuando el drea molecular se encuentra ligeramente por encima de la correspondiente
al lift-off, la imagen mostrada es casi homogénea (Imagen C).

Durante el tiempo que la monocapa permanece en estado gas, el valor del
espesor relativo registrado es aproximadamente de 0,85 nm, mismo valor que el de la
monocapa del acido graso puro cuando se encuentra en esta fase.

Cuando la monocapa dispone de un area de 60 A2/molécula se inicia el estado
de liquido expandido. La curva del espesor relativo inicia un ascenso lineal hasta alcanzar
los 1,15 nm, momento en el cual se produce el colapso de la monocapa. Dicho valor es
el mismo que el registrado por la monocapa de acido eicosadienoico puro. La grafica
muestra un leve aumento de la pendiente tras la ruptura del film. Asi mismo, la presién
superficial aumenta a medida que se reduce el area molecular disponible hasta
presentar un cambio de pendiente fruto del colapso de la monocapa.

Al igual que la mezcla Xea = 0,9 durante esta fase las moléculas de ambos
componentes experimentan, de una forma progresiva, un cambio conformacional segln
el cual adoptan una posicidon cada vez mas perpendicular a la superficie del sustrato
acuoso.

A lo largo de la fase de liquido expandido se observa en todo momento una
imagen homogénea, propia de dicho estado (Imagen D).

El colapso del film tiene como consecuencia la formacion de los “embriones” o
gérmenes propios de dicho fendmeno, observados en forma de puntos brillantes en la
Imagen E. Al proseguir la compresion, estos dominios se unen dando lugar a estructuras

tridimensionales brillantes (Imagen F).
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Figura 4.16.F.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido eicosadienoico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xea = 0,7 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.16.B.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
eicosadienoico y colesterol (Xea= 0,7). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.16.2.3 Mezcla Xea=0,5

La curva de espesor-area molecular correspondiente a la monocapa de la mezcla
equimolar de acido eicosadienoico y colesterol muestra que durante el estado gas el
valor registrado es aproximadamente el mismo que el de la monocapa del acido graso
puro (0,85 nm), de la misma forma que ocurria con las mezclas con acido eicosadienoico
como componente mayoritario.

Las imagenes microscopicas correspondientes a dicha fase muestran dominios
correspondientes a ambos componentes. En efecto se observan claramente las
estructuras grisdceas conteniendo huecos ovoides oscuros con agua propios del acido
eicosadienoico asi como dominios en forma de “espumas” o “esponjas” grisaceas
conteniendo agua caracteristicos del colesterol (Imagenes A y B). A medida que se
reduce el area molecular los dominios se van fusionando dando lugar a grandes
estructuras ovoides de color claro rodeadas de sustrato acuoso (Imagen C).

Las moléculas que constituyen la monocapa sufren una transicion en el momento
en el que el drea molecular desciende de 51,5 A2/molécula. En efecto, en este punto la
curva del espesor indica que las moléculas adoptan paulatinamente una posicién cada
vez mas vertical dando lugar a un incremento lineal del registro del mismo. La imagen
registrada por el microscopio BAM es homogénea en su conjunto desde la presion
superficial de 5 mN/m hasta el punto de colapso, tal como refleja la Imagen D tomada a
20 mN/m.

La curva del espesor relativo presenta una discontinuidad al alcanzar los 1,25 nm.
En efecto, la pendiente disminuye ligeramente para, finalmente sufrir un abrupto
ascenso.

Las Imagenes E y F muestran los dominios caracteristicos del colapso en forma
de puntos brillantes de tamafio pequefio al principio y, posteriormente, estructuras
tridimensionales agrupadas en forma de racimos fruto de la fusidn de los gérmenes del

colapso.
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Figura 4.16.G.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido eicosadienoico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xea = 0,5 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustraciéon 4.16.C.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido
eicosadienoico y colesterol (Xea= 0,5). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.16.2.4 Mezcla Xea=0,3

En comparacion con las mezclas de acido eicosadienoico y colesterol estudiadas
hasta el momento, la monocapa de fraccién molar Xea = 0,3 presenta una curva de
espesor-area con un elevado ruido, principalmente mientras la monocapa se encuentra
en estado gas. Durante esta fase se observan dominios de ambos componentes
entremezclados. En efecto, las Imagenes A y B muestran los dominios gris claro con
huecos llenos de agua correspondientes al acido eicosadienoico asi como estructuras en
forma de “espumas” propias del esterol. Al reducirse el drea disponible y antes del
comienzo de la fase de liquido expandido, desaparecen paulatinamente las regiones
oscuras del sustrato acuoso (Imagen C).

El microscopio registra un ascenso del espesor relativo antes de producirse la
subida de presion superficial. Como vimos anteriormente, dicho decalaje es tipico de
monocapas de tipo condensado. El espesor aumenta como consecuencia del cambio de
estado a liquido condensado, mostrando un primer tramo con mayor ruido hasta los
1,05 nmy un segundo hasta alcanzar un valor de 1,27 nm donde forma una seudomeseta
tras la cual sufre un incremento abrupto fruto de las formacion de las estructuras
tridimensionales del colapso.

Durante esta fase de liquido condensado se toma la Imagen D en la que se
observan todavia unos dominios claros curvilineos como consecuencia del
reordenamiento molecular que sufren los componentes de la mezcla. Al reducirse el
area molecular, durante el incremento de presion superficial se observa una imagen
homogénea en su conjunto.

El colapso de la monocapa da lugar a las estructuras recogidas en la Imagen E en
la que se observan los “embriones” o gérmenes caracteristicos de dicho fendmeno en
forma de puntos brillantes. La fusiéon de los mismos genera estructuras brillantes

tridimensionales de mayor tamafio propias de la fase colapsada (Imagen F).
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Tiempo (seq)
600 550 500 450 400 350 300 250 200 150 100 50 O
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Figura 4.16.H.- Curva m-A de la monocapa mixta de dcido eicosadienoico y colesterol

correspondiente a la fraccion molar de Xea = 0,3 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustraciéon 4.16.D.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido

eicosadienoico y colesterol (Xea= 0,3). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.16.2.5 Mezcla Xea=0,1

La isoterma nt-A de la mezcla de acido eicosadienoico y colesterol de fraccién
molar Xea = 0,1 presenta una elevada pendiente como consecuencia del elevado estado
de condensacién que atraviesa. Esta circunstancia es perfectamente ldgica dada la
elevada proporcion de colesterol en la mezcla.

Durante la fase gas se observa que la curva de espesor muestra altibajos
constantes desde los 0,27 nm hasta los 0,86 nm. Curiosamente, ambos valores son muy
similares a los registrados en las monocapas de los puros. En efecto, la monocapa de
colesterol exhibe un espesor de 0,25 nm cuando se encuentra en estado gas, mientras
que la del acido eicosadienoico registra un valor de 0,85 nm. Por lo tanto, cuando el
microscopio registra los valores de espesor de esta monocapa mixta, en ocasiones se
encuentra en la superficie de medida solo moléculas de colesterol, obteniendo asi
valores cercanos a 0,25 nm, mientras que en otros instantes, la presencia de acido graso
aumenta este valor (0,85 nm).

Las imdgenes registradas cuando la monocapa se encuentra en fase gas
muestran la presencia de dominios correspondientes a ambos componentes (Imagen
A). A medida que el area disminuye, las regiones grises aumentan en tamaiio, fruto de
la unidn de los dominios de ambos componentes (Imagen B). La Imagen C tomada a un
area de 50 A2/molécula, muestra una mayoritaria presencia de dominios de monocapa
y unas pequefias zonas oscuras correspondientes al sustrato acuoso.

La curva del espesor experimenta una subida anterior a la de la presién
superficial, dando lugar a un pequefio desfase como consecuencia de la elevada
condensaciéon de la monocapa.

Durante la fase condensada se toma la Imagen D en la que se observan dominios
curvilineos de moléculas que experimentan un cambio conformacional. Al disminuir el
area la imagen se vuelve completamente homogénea.

La Imagen E muestra la génesis de estructuras brillantes de fase colapsada que,
ante el descenso del area molecular se agrupan en forma de “bastones”

tridimensionales alargados caracteristicos del colapso del colesterol (Imagen F).
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Tiempo (seq)
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Figura 4.16.l.- Curva n-A de la monocapa mixta de dcido eicosadienoico y colesterol
correspondiente a la fraccion molar de Xea = 0,1 y espesor relativo obtenidas a 10 °C,
depositando 4-10*° moléculas y comprimiendo a la velocidad de 50 cm?/min.

llustracion 4.16.E.- Imdgenes BAM correspondientes a la monocapa mixta formada por dcido

eicosadienoico y colesterol (Xea= 0,1). La barra blanca corresponde a una distancia de
20 um.
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4.16.3 Area molecular media

La representacion del area molecular media en funcién de la fraccién molar de
acido eicosadienoico, medida a diferentes presiones superficiales da origen a las curvas
gue se muestran en la Figura 3.4.M. En ella se pone de manifiesto la existencia de
desviaciones de la ley de aditividad de las areas a diferentes valores de presién

superficial. Dichas desviaciones son negativas y mas acusadas cuanto menor sea la

presion.
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Figura 3.4.M Representacion del area molecular media frente a la fraccion molar de

acido eicosadienoico de la mezcla EA/COL, a los valores de presién
superficial indicados.
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4.16.4 Funciones de exceso

4.16.4.1 Area de exceso

El area de exceso frente a la fraccion molar del acido eicosadienoico se muestra
en la Figura 3.4.N. Todos los valores determinados son negativos a todas las presiones
superficiales. Las mayores desviaciones del comportamiento ideal se obtienen en las

mezclas de composicion 0,5 y 0,3 de acido graso, siendo estas desviaciones menores con

el aumento de la presidn.
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Figura 3.4.N Representacion del area de exceso de la mezcla EA/COL frente a la
fraccion molar de acido eicosadienoico en dicha mezcla, a los valores de presion
superficial indicados.

4.16.4.2 Energia libre de exceso (AGexc)

Con el fin de realizar un analisis termodinamico de la interaccién entre el acido
eicosadienoico y el colesterol, se calculd la energia libre de exceso (AGex) de las

monocapas mixtas a partir del area bajo las curvas n-A correspondientes a las mezclas 'y

a los componentes puros.
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Como se puede observar en la Figura 3.4.0, los valores obtenidos son todos
negativos a cualquier fraccion molar del sistema y a cualquier presién superficial. Esta
situacidon se corresponde con las condiciones termodinamicas de los sistemas de
monocapas binarias en las que se producen fuertes interacciones entre sus

componentes.

(J/mol)

exc

AG

Fraccion molar EA

Figura 3.4.0 Representacion de la energia libre de exceso para el sistema EA/COL
frente a la fraccion molar de acido eicosadienoico en dicha mezcla, a los valores
de presion superficial indicados.

Los valores de energia libre de exceso se vuelven mas negativos al aumentar la
presioén superficial, lo que nos indica que la interaccidén entre estos dos componentes es
mayor a elevadas presiones. Los mayores valores se alcanzan con la fracciéon molar de
Xea = 0,5 del sistema EA/COL. Esto nos indica que los films mas estables formados por

acido eicosadienoico y colesterol se obtienen con una proporcién de 1:1.
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4.17 ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS FUNCIONES DE EXCESO DE LAS
MONOCAPAS MIXTAS DE COLESTEROL-ACIDOS GRASOS.

Las funciones area y energia libre de exceso obtenidas para cada una de las
monocapas mixtas constituidas por colesterol y dcidos grasos ponen de manifiesto la

existencia (o no) de interacciones entre los componentes asi como la naturaleza de la

mismas: atractivas o repulsivas.

(A%/molécula)

exc

Area

25]10]25]25]10]25]25]10 |25 [2,5]10 [25 [2,5[10 [25 [2,5[10 25 [25]10 [25
STA (18:0) | OA (18:1) -9 | LA (18:2) 0-6 | oL A (18:3) -3 | 7LA (18:3) -6 |SDA (18:4) ©-3 | EA (20:2) -6

Acidos grasos

Figura 4.17.A.-Representacion del drea de exceso para cada una de las monocapas mixtas
estudiadas a la presion superficial sefialada.

En la Figura 4.17.A se muestra un diagrama de barras con los valores de las areas
de exceso (Aexc) correspondientes a tres presiones superficiales: 2,5, 10 y 25 mN/m. En
cada caso se selecciond el mayor de los valores de Aexc, €l cual corresponde en la mayoria
de los sistemas estudiados a la monocapa mixta de fraccién molar de acido graso igual
a0,5.

Como se observa en la figura, los mayores valores de Aex, €s decir, las mayores
desviaciones del comportamiento ideal, corresponden a las monocapas mixtas de
colesterol y acido a-linolénico, seguido de las de colesterol y acido estearidénico. Ambos
acidos grasos pertenecen a la serie omega-3. Los demas sistemas estudiados, en los que

intervienen dacidos grasos omega-6 o bien acido oleico, presentan valores de Aexc

inferiores.
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En todos los casos los valores de Aexc son negativos, es decir, presentan
desviaciones negativas del comportamiento ideal como consecuencia de la existencia
de fuerzas de atraccion entre las moléculas de los componentes que forman la
monocapa mixta.

En el sistema constituido por colesterol y acido estedrico (acido graso saturado)
los valores de Aexc son practicamente nulos, por lo que los componentes del mismo o
bien se comportan de forma ideal o son inmiscibles. Los resultados de las medidas de la
presion de colapso muestran que son inmiscibles, es decir, no existen interacciones
entre los componentes de este sistema.

La otra funcién de exceso utilizada para comparar el comportamiento de las
monocapas mixtas estudiadas fue la energia libre de exceso (AGexc). El diagrama de
barras de la Figura 4.17.B muestra los valores de esta funcidon correspondientes a

nuestros sistemas.
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Acidos Grasos
Figura 4.17.B.-Valores de la energia libre de exceso calculados a la presion superficial de 25
mN/m correspondientes a las monocapas mixtas estudiadas
De forma similar a lo que ocurre con el drea de exceso, los mayores valores de
AGexc se encuentran en las mezclas de colesterol y acidos grasos omega-3. De nuevo, la
monocapa mixta de colesterol y acido graso omega-9 (acido oleico) es la que presenta
menor valor de AGex de todos los sistemas mixtos formados por dacidos grasos

insaturados. En la monocapa mixta constituida por el acido graso insaturado, AGexc = 0.
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En consecuencia, se puede concluir que la interaccién entre el colesterol y los

acidos grasos estudiados solo se produce cuando las cadenas hidrocarbonadas de éstos
son insaturadas, aumentando la interaccidn con el grado de insaturacidn de las cadenas
hasta que éstas alcanzan un valor maximo de tres dobles enlaces. Por otra parte, la
interaccidon es mayor cuando el sistema mixto esta formado por acidos grasos de la serie
omega-3.
Los resultados mostrados permiten formular la siguiente hipétesis: los acidos grasos
insaturados que llegan al intestino tras la digestidn, interaccionan con el colesterol libre
que se libera en el intestino tras el proceso de hidrdlisis de los ésteres de colesterol de
la dieta. De este modo, la formacion de un complejo colesterol-acido graso de
estequiometria 1:1 (fraccion molar 0,5), consecuencia de la interaccién, retira del
intestino hacia las heces parte del colesterol libre existente. El resto de colesterol que
no forma parte del complejo se re-esterifica de nuevo y es enviado al higado a través de
los quilomicrones para que este érgano haga uso de él segun sus requerimientos.

De esta forma, se disminuiria el contenido de colesterol en el cuerpo humano. Es
evidente que en la formacién del complejo antes aludido no solo intervendrian los
acidos grasos omega-3, sino también los omega-6 y el acido oleico (omega-9), aunque
con menor efectividad. Asi bien, si la dieta es muy rica en acidos omega-6 o en acido
oleico, la menor efectividad de la interaccidon con el colesterol se compensaria con el
mayor nimero de moléculas de estos acidos propicios a interaccionar. De la misma
forma, un incremento de la ingesta de acidos omega-3 disminuiria los niveles de

colesterol al impedir su re-esterificaciéon

Segln esta hipdtesis se justifica la accion nociva de las grasas saturadas en la
formacién de placas de ateroma debidas al exceso de colesterol en la sangre, ya que
segln los resultados que hemos expuesto los dcidos grasos saturados son incompatibles
con el colesterol y por ello son incapaces de formar el complejo necesario para la

reduccion del colesterol excesivo de la dieta












5 CONCLUSIONES

1) El tipo de monocapa generada por los acidos grasos estudiados depende de sus

caracteristicas estructurales de tal forma que:

La saturacién de las cadenas hidrocarbonadas de las moléculas de acido
estearico (18:0) facilita la constitucién de una monocapa muy condensada
que alcanza un elevado valor del médulo de compresibilidad, propio del
estado sdlido, y un valor del area limite muy pequefo.

La presencia de insaturaciones en las cadenas hidrocarbonadas de las
moléculas reduce drasticamente su grado de empaquetamiento, lograndose
la formacién de monocapas en estado superficial liquido expandido. Al
aumentar el numero de dobles enlaces, los valores de las areas limites
aumentan y los de los mdédulos de compresibilidad decrecen. Es decir, se
obtienen monocapas mas compresibles (expandidas), en las que las
moléculas ocupan mayor area.

El aumento del numero de atomos de carbono en la cadena hidrocarbonada
incrementa ligeramente el area limite de la monocapa, sin apenas afectar al

modulo de compresibilidad de la misma.

2) Utilizando modelos moleculares a partir del registro de espesores relativos se determinaron

las diferentes conformaciones experimentadas por las moléculas de las sustancias

estudiadas para cada uno de los estados fisicos por los que atraviesan las monocapas, de

tal manera que:

a.

Las monocapas de tipo condensado (colesterol y acido estearico) presentan sus
moléculas en una posicidn perpendicular respecto a la superficie del sustrato
acuoso en el momento previo al colapso; durante la fase gas se hallan en una
posicidn casi horizontal, con un grado de inclinacion de 13°. Ademas el colesterol
presenta una conformacion intermedia en la que su grupo esterano se encuentra
perpendicular a la superficie del agua mientras su resto radical se posiciona en
paralelo.

Las monocapas expandidas (4cidos grasos insaturados) estan posicionadas
practicamente de forma perpendicular a la horizontal instantes antes del colapso,
mientras que, en la fase gas, presentan una inclinacion de entre 36 y 42° respecto

de la superficie del agua.
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3) El estudio de las caracteristicas de las monocapas mixtas formadas por colesterol y
acidos grasos evidencia la existencia de interacciones de tipo atractivo entre los
componentes en el caso de dcidos grasos insaturados. En el sistema colesterol-acido
estedrico (saturado) ambos componentes son inmiscibles en la interfaz aire/agua.
Las evidencias de este diferente comportamiento fueron las siguientes:

d. Las presiones de colapso de las monocapas mixtas formadas por colesterol
y acido graso insaturado presentan valores intermedios entre los
correspondientes a los componentes puros. Este comportamiento indica
que los componentes en la monocapa no actlan por separado uno del otro.
Por el contrario, en las monocapas mixtas de colesterol-acido estedrico cada
componente colapsa a la presidon de colapso correspondiente a cada uno de
ellos, lo que evidencia su inmiscibilidad.

e. Los médulos de compresibilidad de las monocapas mixtas en las que
intervienen acidos grasos insaturados son intermedios entre los propios de
los componentes puros. En el caso del acido graso saturado, las mezclas
registran valores del médulo inferiores a los de los puros.

f. Las imagenes BAM obtenidas en los sistemas mixtos formados por acidos
grasos insaturados muestran la existencia de dominios constituidos por
ambos componentes de la mezcla, mientras que las imagenes registradas en
el colapso de las monocapas mixtas que contienen Aacido estearico
corresponden exclusivamente al colesterol colapsado, sin evidencia de la
presencia del acido graso.

g. Los valores del drea y de la energia libre de exceso del sistema colesterol -
acido graso saturado son prdacticamente nulos, hecho evidente de la
ausencia de interacciones entre los componentes de la mezcla. Sin embargo,
los films mixtos de colesterol-acidos grasos insaturados presentan
importantes desviaciones negativas del comportamiento ideal (valores
negativos de las funciones de exceso) originadas por la existencia de

interacciones atractivas entre los componentes
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4)

5)

Las interacciones entre el colesterol y los acidos grasos insaturados aumentan con el grado
de insaturacidn de las cadenas hidrocarbonadas de los acidos hasta alcanzar su mdxima
expresiéon cuando el nimero de dobles enlaces es 3. Por otra parte, la interaccidon es mayor
cuando el sistema mixto esta formado por dcidos grasos de la serie omega-3 que cuando se
trata de d4cidos omega-6. Ademads, la composicion de las mezclas es importante,
observandose la maxima interaccion en las de fraccidon molar Xscigo graso = 0,5.

Los resultados obtenidos permiten formular una hipdtesis segun la cual los dcidos grasos
insaturados que llegan al intestino tras la digestion de las grasas en el estdmago
interaccionan con el colesterol libre que se libera en el intestino tras el proceso de hidrélisis
de los ésteres de colesterol de la dieta. De este modo, la formacién de un complejo
colesterol-acido graso de estequiometria 1:1 (fraccién molar 0,5), consecuencia de la
interaccion, retira del intestino hacia las heces parte del colesterol libre existente. El resto
de colesterol que no forma parte del complejo se re-esterifica de nuevo y es enviado al
higado a través de los quilomicrones para que este 6rgano haga uso de él segun sus
requerimientos. Esta seria una forma de disminuir el contenido de colesterol en el cuerpo
humano. Es evidente que en la formacion del complejo antes aludido no solo intervendrian
los acidos grasos omega-3, sino también los omega-6 y el acido oleico (omega-9), aunque
con menor efectividad. Ahora bien, si la dieta es muy rica en acidos omega-6 o en acido
oleico, la menor efectividad de la interaccion con el colesterol se compensaria con el mayor
numero de moléculas de estos acidos propicios a interaccionar.

De acuerdo con esta hipdtesis se justifica la acciéon nociva de las grasas saturadas
en la formacidn de placas de ateroma debidas al exceso de colesterol en la sangre, ya que
segln los resultados que hemos expuesto los acidos grasos saturados son incompatibles
con el colesterol y por ello son incapaces de formar el complejo necesario para la reduccion

del colesterol excesivo de la dieta.
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