ORDENADAS PARA EL ESTUDIO DE TRANSFORMACIONES DE FASE

NANOCOMPOSITES BASED ON ORDERED POROUS MEMBRANES TO

L. Forzani? F.A. Garcés ®, R.D. Arce *°, P.M. Rodi ¢, M.C.G. Passeggi (h) °, A.M. Gennaro *°

NANOCOMPUESTOS BASADOS EN MEMBRANAS POROSAS

DE BICAPAS LIPIDICAS

STUDY LIPID BILAYERS PHASE TRANSITION

R.R. Koropecki ®°*

a Facultad de Ingenieria Quimica-Universidad Nacional del Litoral (FIQ-UNL)
Santiago del Estero 2829, (3000) Santa Fe - Argentina
b Instituto de Fisica del Litoral (IFIS) (CONICET-UNL)
Guemes 3450, (3000) Santa Fe - Argentina
¢ Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas - Universidad Nacional del Litoral (FBCB-UNL)
Ciudad Universitaria, (3000) Santa Fe - Argentina

Recibido: 10/11/2013; aceptado: 11/06/2014

En este trabajo desarrollamos metodologias basadas en propiedades foténicas del silicio poroso y de la alimina
porosa, para el estudio de transformaciones de fase de membranas lipidicas confinadas en diferentes entornos. Se
presentan aqui resultados preliminares de las etapas de preparacion y optimizacion de membranas de alimina
anddica porosa nanoestructurada y peliculas de silicio macroporoso (SMP) con diferentes grados de orden. Se
estudid mediante microscopia AFM vy técnicas de optofluidica el efecto de impurezas en el grado de ordenamiento
de los poros de la alimina porosa. Por espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier se verifico la
funcionalizacion de la superficie e introduccion de lipidos en la estructura porosa y por medio de espectroscopia de
resonancia paramagnética electronica se evidenci6 la formacion de bicapas lipidicas al interior del SMP. Por otro
lado se esta optimizando la preparacion de SMP con distribucion ordenada de poros para la preparacion de cristales
fotdnicos bidimensionales. Se espera que el cambio en la respuesta espectral de estos dispositivos, al formarse las
bicapas lipidicas en la superficie de los poros, permita caracterizar las transiciones de fase de los lipidos en un
entorno confinado.
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In this work we developed methodologies based on photonic properties of porous silicon and porous alimina, for
the study of phase transformations in lipid membranes confined in different environments. We show some
preliminary results about the preparation and optimization stages of porous anodic alumina membranes and
macroporous silicon films (SMP) with different degrees of order. The effect of impurities on the order degree of
porous alumina was studied by AFM microscopy and optofluidic techniques. Using Fourier Transform Infrared
Spectroscopy the lipid introduction into the porous structure was verified, and lipid bilayers formation into SMP
was evidenced by electron paramagnetic resonance. On the other hand, we are optimizing the preparation of ordered
SMP for the formation of two-dimensional photonic crystals. It is expected that the change in the spectral response
of these devices upon formation of lipid bilayers on the pore surfaces will allow studying lipid phase transitions in a
confined environment.
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l. INTRODUCCION

Las investigaciones realizadas en nano-poros de
alimina anddica porosa nanoestructurada (AAPN) han
recibido mucha atencién en nanotecnologia debido a que
este material se auto-ordena formando estructuras
empaquetadas con tamafios del orden de los nanémetros.
Estas estructuras porosas se forman naturalmente
cuando un sustrato de aluminio es anodizado en una
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solucién de electrolito &cido en condiciones adecuadas
[1,2]. Estos poros generalmente son rectos a través del
espesor de la pelicula, paralelos entre si, y con diametros
que oscilan entre 10 y 100 nm. Las caracteristicas
estructurales de estas capas, tales como el diametro de
poro, distancia entre poros, porosidad, espesor de la
pelicula, y espesor de la capa barrera son dependientes
de las condiciones de anodizado [3,4]. Estas propiedades
fisicas hacen de las capas de AAPN un material
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apropiado para ser usado como plantilla en la sintesis de
nano-hilos y nano-tubos metalicos [5,6], poliméricos [7],
y cerdmicos [8].

Los materiales porosos como la AAPN tienen una
gran area superficial que las hace ideales para absorber
moléculas polares y de esta manera cambiar
significativamente su indice de refraccion. Esta
propiedad ha sido aprovechada para obtener sensores
quimicos y biol6gicos [9-12].

Otro material interesante es el silicio macroporoso
(SMP). También es un material poroso que permite la
insercion de diferentes analitos bioldgicos. A diferencia
de la AAPN, el SMP posee una gran superficie pero de
caracter hidrofébico [13]. Esta caracteristica se debe a
que durante el proceso de anodizado el Si adquiere
terminaciones de hidrégeno. Otra diferencia entre la
AANP y el SMP, se presenta en el auto-ordenamiento de
la estructura porosa, ya que el SMP posee una
distribucion aleatoria de los poros en su superficie. Para
tener una distribucion periddica es necesario realizar un
pre-marcado de la superficie a través de técnicas como la
fotolitografia [14]. De esta manera se pueden obtener
dispositivos ~ para  diferentes  aplicaciones  en
Optoelectronica, tales como los cristales fotonicos 2D
[15].

Teniendo en cuenta las propiedades de estos
materiales, como la gran area superficial y la variacion
del indice de refraccion ante la presencia de analitos, se
los puede utilizar como plataforma para la introduccion
de moléculas organicas como fosfolipidos (los
principales constituyentes de las membranas biolégicas),
y de esta manera, segun el soporte utilizado [16],
detectar a través de diferentes técnicas como Resonancia
Paramagnética Electronica (EPR) o0 Resonancia
Magnética Nuclear (NMR) la formacion de estructuras
tipicas de estas moléculas y por espectroscopia de
reflectancia, los cambios operados en ellas.

En la primera parte de este trabajo optimizamos el
proceso de fabricacion de las capas de AANP. Se
estudiaron los efectos morfolégicos en membranas de
AANP cuando se utilizan sustratos de Al con diferentes
grados de pureza. Parametros como el diametro de
poros, distancia entre poros, espesor y porosidad se
obtuvieron a través de la caracterizacion de las capas por
Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) vy utilizando
métodos épto-fluidicos para contrastar resultados [17].

En una segunda parte, preparamos sustratos de SMP
a través del anodizado electroquimico de silicio
monocristalino, los cuales fueron funcionalizados e
incubados con una suspension de liposomas de
fosfolipidos. Este proceso fue caracterizado por
Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier
(FTIR) y se confirmo la formacion de bicapas lipidicas
en la superficie de los poros por medio de EPR,
utilizando marcadores de espin.

Il. METODOS

Alimina anddica porosa nanoestructurada
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Para la preparacion de membranas de alimina porosa
auto-ensamblada, se parte de un sustrato de Aluminio de
99,999 % de pureza. Este se desengrasa en acetona
durante 5 minutos, luego en NaOH 0,5 % 5 minutos y
nuevamente en acetona por 5 minutos. Se realiza un
electropulido, utilizando como electrolito
HCIO4/C,Hs0OH (1:4), aplicando un voltaje de +20 V a
la placa de Al durante 14 minutos, a temperatura
ambiente. Se utiliza un alambre de Pt como catodo.

La capa de alimina porosa se produce a partir de un
proceso de anodizado de dos etapas de 20 horas cada
una, aplicando un voltaje de 40 V, a temperatura
constante de 7,0 °C + 0,1 °C. Como electrolito se usa
acido oxalico di-hidratado, 0.3 M. Se utiliza agitacion
constante para obtener un anodizado mas homogéneo.

Durante la primera etapa de anodizado crecen poros
inicialmente  desordenados, que evolucionan en
profundidad. Alrededor de los poros crece una capa de
alimina, que en un proceso competitivo termina
adoptando una configuracion "close-packed".

Luego de esta primera etapa, se elimina la capa de
alimina porosa desordenada dejando solamente las
marcas correspondientes al extremo de los poros, que
permanecen ordenadas. Para esto se utiliza una solucion
de K,Cr,0,/H;PO4 0,1 My 0,4 M en la primera y
segunda etapa respectivamente, bajo agitacion constante
a temperatura de 70 °C, durante 3 horas. A partir de esta
nueva situaciébn comienza la segunda etapa de
anodizado. Los poros evolucionan en profundidad de
manera ordenada, formando cilindros con una relacién
de aspecto muy grande. Por Ultimo se disuelve el
aluminio que queda por debajo de la capa porosa,
utilizando una solucién de CuCl,-2H,0 0.16 M en HCI
2.4 M durante 20 minutos.

Para obtener una membrana con conectividad se
realiza un proceso de apertura de poros, mediante una
celda doble separada por la membrana, usando una
solucién ionica de NaCl 0,2 M del lado de los poros
abiertos y acido fosforico 5% del lado del extremo
cerrado de los poros. Se aplica un voltaje de 2 V entre
electrodos de Pt colocados a ambos lados (Electrodo
positivo en contacto con el H3PO, y el negativo con la
solucion de NaCl) y se adquiere la corriente en funcién
del tiempo. A partir de los 60 minutos aproximadamente
se observa un aumento pronunciado en la corriente,
indicando el comienzo de la apertura de los poros.
Cuando nuevamente se estabiliza, se espera unos 10
minutos y luego se corta el procedimiento.

Un proceso posterior es el ensanchamiento de los
poros mediante disolucién en acido fosforico hasta el
diametro deseado. Se realiza a temperatura constante a
35°C.

Silicio macroporoso (SMP)

Las muestras de silicio macroporoso son obtenidas
mediante el anodizado electrolitico de un sustrato de
silicio tipo p, de resistividad 30-50 Q-cm, con una
corriente de 5 mA durante 1800 s. Como electrolito, se
utiliza una mezcla de HF 50% y Dimetilformamida en
una relacion de 1:9. Previo al anodizado, los sustratos
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reciben un tratamiento de limpieza, colocandolos en
acetona durante 3 minutos y luego 10 minutos en una
solucién de H,O-HF (4:1) para remover el 6xido de
silicio. Por otro lado, para funcionalizar el SMP se lo
coloca en una solucion de Hidroxido de Tetrabutil
Amonio (HTBA) al 1 % y etanol, durante 30 minutos en
ultrasonido. Este proceso modifica la superficie del
SMP, aportando grupos HO™ que posteriormente se
adsorben en las paredes del poro. Al tratar las
estructuras de SMP con este proceso se obtiene una
mayor penetracion de analitos polares. Mediante técnicas
usuales [18], se prepararon liposomas unilamelares (100
nm) del fosfolipido dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC).
Esta es una molécula anfipatica formada por una cabeza
polar conteniendo los grupos fosfato y colina, y dos
colas hidrof6bicas de 13 grupos CH, unidos por enlaces
simples, con un grupo CHg al final de cada cadena. A fin
de tener sefial de EPR, al DMPC se le adicion6 1 % del
marcador de espin 5-SASL (4cido estearico con un anillo
conteniendo un radical nitroxido en la posicion del
carbono 5) [19]. Se deposité una gota de 10 pl de
solucién de liposomas sobre una muestra de SMP
precalentada y se incub6 a 40 °C por 1 hora. El exceso
de liquido se absorbié con papel de arroz y se limpi6 la
superficie exterior para eliminar los lipidos depositados
sobre la misma.

Los espectros de EPR fueron adquiridos en banda X,
a temperaturas de 15° y 30 °C, con una potencia de
microondas de 3.2 mW y una amplitud de modulacién de
2.5 G. La muestra fue colocada en posicién vertical en
un tubo de cuarzo y se la orientdé con su superficie
paralela o perpendicular al campo magnético externo B.

ll. RESULTADOS Y DISCUSION

Alimina porosa

En la Fig. 1 se muestra la evolucion de la corriente en
funcidn del tiempo a medida que progresa el anodizado
sobre la superficie del aluminio para una muestra que ha
sido fabricada a 40 V. La tasa de anodizado en todo el
proceso de fabricacion es discriminada por etapas. Las
dos curvas de la figura corresponden al primer
anodizado realizado sobre un sustrato de aluminio. En el
inserto de la misma figura se aprecian cuatro zonas: la
zona (I) se caracteriza por el inicio de la formacion del
oxido [20] y consecuentemente la disminucion de la
corriente durante los primeros 45 s, hasta alrededor de 1
mA. En la zona Il se mantiene esta capa de 6xido dando
lugar a un minimo en la curva de corriente indicando que
el crecimiento de 6xido ha culminado [21]. Este punto
marca la transicibn de formacién del 6xido a la
disolucién de la interfase éxido/solucién para dar paso a
la propagacién de los poros en la zona 1ll, identificada
por un aumento exponencial de la corriente con un
tiempo caracteristico que depende del voltaje aplicado.
Finalmente estos poros se propagan a medida que se
oxida el sustrato de Al hasta alcanzar la zona IV, en
donde el flujo de corriente va decayendo lentamente.

En esta seccién se presentard el andlisis realizado
sobre dos sustratos de aluminio que poseen diferentes
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grados de pureza. En la Fig. 2 se observan las imagenes
de AFM de superficies porosas de alimina que han sido
obtenidas a través del anodizado electroquimico de un
sustrato de aluminio de baja pureza (menor a 99,9 %).
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Figura 1: Curva I-t tipica de la formacién de alimina
porosa. En el inserto se aprecian cuatro zonas
caracteristicas. I: inicio de la formacién del 6xido de Al, 1I:
comienzo de la formacién de poros, IlI: formacién de poros,
1V: crecimiento de poros.

Estas superficies de la parte frontal y parte trasera de
la capa porosa presentan una alta inhomogeneidad a lo
largo del area escaneada. En la imagen (a), sobre la
superficie se observa la presencia de agujeros embebidos
en la matriz porosa. Cabe destacar que en estas imagenes
(superficie superior e inferior) no se observa orden de
largo alcance.

s
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Figura 2: Imégenes Al
de baja pureza. Imagenes de (a) la superficie y (b) la parte
posterior del sustrato de alimina porosa.

Si por el contrario, observamos las imagenes AFM
de la superficie superior e inferior de una capa de
alimina porosa que ha sido obtenida de un sustrato con
99.999 % de pureza (Fig. 3), se presenta un cambio
radical tanto en la homogeneidad como en el
ordenamiento de los poros.

En estas imagenes AFM resulta claro el efecto de la
pureza del sustrato de aluminio, ya que en la superficie
superior e inferior se presenta un alto grado de
ordenamiento. Se muestran ademas ampliaciones de cada
una de las superficies como insertos sobre las imagenes.
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Figura 3: Imégenes AFM (5000 nm x 5000 nm) de aluminio
de alta pureza. Iméagenes de (a) la superficie y (b) la parte

posterior del sustrato de alimina porosa.

En este tipo de estructuras ordenadas hay algunas
caracteristicas relevantes en la fabricacion, como son los
dominios formados en la estructura a través del tiempo
de anodizado.

Esto se puede visualizar en la ampliacion de una zona
de las iméagenes tomadas por AFM, donde es posible
distinguir dos tipos de defecto. Estos defectos en el caso
de las islas en forma de grano en la imagen (a),
interrumpen el ordenamiento periddico de los poros
derivando en la formacién de dominios. La formacion de
estos dominios segln Feiyue Li [22], es una funcion del
tiempo, lo que significa que el dominio puede crecer a
medida que el tiempo de anodizado aumenta.

En la imagen (b) (superficie inferior) de la Fig. 3 se
observan las fronteras de dominio. El origen de éstas se
debe a que el crecimiento del poro se inicia con
irregularidades, formando ramificaciones que tienden a
alinearse de tal manera que se fusionan a medida que
avanza la disolucién del o6xido. Finalmente los poros
evolucionan hacia una estructura autoensamblada con
ordenamiento de empaquetamiento compacto hexagonal
[22,23] resultando la formacion de fronteras de dominio
que distorsionan el ordenamiento de la red porosa. Al
realizar un decapado de la pelicula anodizada o la
remocion del sustrato de aluminio, se evidencia la
formacion de las fronteras producida. Para tiempos
largos de anodizado la eliminacion de estas fronteras
serd mas evidente, resultando en la formacion de
dominios ordenados de mayor extension.

Claramente, la pureza del aluminio juega un rol
importante en la consecucidn de capas porosas con un
alto grado de ordenamiento. Es posible que el alto nivel
de impurezas (que proporciona cierta dureza al
material), y la gran cantidad de imperfecciones que
poseen los sustratos de baja pureza, degraden el proceso
de auto-empaquetamiento de la alimina y por ende el
deterioro en el ordenamiento es mas evidente.

El proceso de apertura de poros se realiza utilizando
una celda doble [24], en donde la parte superior de la
capa de alimina esta en contacto con una solucion de
NaCl y del lado opuesto se encuentra la parte inferior del
sustrato poroso en contacto con una solucion de H3PO,
(ver en detalle el fondo cerrado de los poros en el inserto
de la Fig. 3b). Es decir, el fondo del poro, cominmente
conocido como capa barrera, reaccionard gradualmente
con esta solucién hasta disolverse y permitir la apertura
parcial del poro.
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Figura 4: Curva de | en funcion del tiempo, para una muestra
de alto grado de pureza. Esta indica el momento en que se
inicia la apertura del poro en la parte inferior de la
membrana.

El proceso es monitoreado a través de la adquisicion
de la corriente en funcidn del tiempo. Esta informacion
se observa en la Fig. 4, donde se representan 4 estados
transitorios que permiten inferir en qué situacion se
encuentra la capa de alimina porosa. Este proceso es
dependiente de la temperatura del entorno [25],
afectando la tasa de disolucion de la capa barrera. Hay
otros factores que también influyen en el tiempo de
apertura del poro, como es el valor de voltaje utilizado
en la formacién de la capa de alimina, tiempo de
anodizado y electrolito utilizado. EI ordenamiento
optimo se logra con una tension de 40 V, y la disolucién
de la barrera tarda aproximadamente 60 minutos.
Cuando esto ocurre y el poro se abre como se indica en
el estado 3 de la Figura 4, se observa un aumento rapido
de la corriente, de aproximadamente un orden de
magnitud. Cuando se llega a una meseta (estado 4 de la
Fig. 4) se empieza a ensanchar el fondo del poro. Por lo
tanto es conveniente cortar el proceso al inicio del
estado 4, ya que para estudios posteriores, no es
conveniente que la estructura porosa esté ensanchada.
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Figura 5: Imagenes AFM (5000 nm x 5000 nm) de aluminio
de alta pureza adquirida en la parte posterior de la
membrana, después de la apertura de poros.

En la Fig. 5 se observa el resultado de la apertura de
poros. En el inserto de la figura se muestra la estructura
porosa y ordenada con las puntas de los poros abiertas
(contrastar con el inserto de la Fig. 3b). Del analisis de
esta imagen se obtienen valores del didmetro de poro,
distancias entre poros y espesor de la pared de la celda,
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40, 140; y 35 nm, respectivamente. Estos valores
concuerdan con los publicados para membranas de
alumina obtenidas con una tension de 40 V [4].

En la Fig. 6 se presentan dos imagenes de alimina
tomadas con AFM, una vez que se ha realizado el
proceso de apertura de poros y tras un proceso de
ensanchamiento de poro. Este Gltimo se realiza con la
misma solucion de H3;PO, al 5 % durante 19 minutos a
una temperatura de 35 °C. Como se menciond
anteriormente la temperatura es crucial, por ende debe
mantenerse constante durante todo el proceso. Estas
imagenes corresponden a la parte superior Fig 6(a) e
inferior Fig. 6(b) de la membrana, respectivamente. Para
este Ultimo caso es claro que la capa barrera se ha
disuelto completamente, ya que los hexagonos
caracteristicos de la denominada celda [21], han
desaparecido hasta un punto en que los poros casi se
tocan por la disminucién de la pared interporo. Este
proceso generalmente es de gran utilidad para el disefio
de cristales fotdnicos, multicapas, y reflectores de Bragg.

EAz e ‘i%;é‘..x et ,t g )g

Figura 6: Imagenes AFM (5000 nm x 5000 nm) de aluminio
de alta pureza.(a) parte superior y (b) inferior de la
membrana.

£

Este proceso de ensanchamiento ha sido
monitoreado a través de una técnica de optofluidica, en
donde se adquiere el cambio del indice de refraccién de
la membrana cuando se hace pasar a través de ella un
fluido y se incide un haz de luz infrarrojo sobre el &rea
de sensado [17]. A través de esta técnica se obtiene
informacion sobre la forma de los poros, porcentaje de
porosidad, didmetros y distancias entre poro [17].

Anteriormente se hizo énfasis en el grado de pureza
del aluminio y su efecto en la calidad de la estructura
porosa. También se menciono el efecto del tiempo de
anodizado sobre el tamafio de los dominios y
limitaciones por defectos intrinsecos de la membrana. En
la Fig. 7 se presenta una imagen de AFM en la que se
han resaltado los dominios de poros ordenados.
Notamos que cada dominio esta limitado por islas o
defectos como los que se describieron anteriormente.

Se puede obtener una idea del tamafio de los
dominios a través del andlisis de la transformada de
Fourier bidimensional (2D-FFT) sobre las imagenes
AFM obtenidas utilizando el software WxSM [26] en
regiones de diferentes tamafios. En la Fig. 8 se presentan
los resultados de este analisis, luego de aplicar la 2D-
FFT a la imagen de 1000 nm de lado, del inserto de la
Fig. 7. En la Fig. 8(a), se observa el espectro obtenido,
gue muestra un patron hexagonal de puntos muy
intensos y nitidos. Esto revela la alta periodicidad en la
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estructura de largo alcance de la zona de la superficie de
la membrana en estudio y es indicativo de la simetria de
la estructura porosa en dicha zona. Este hecho queda
mas en evidencia observando la imagen filtrada Fig. 8(b)
obtenida también luego de la aplicacién de la 2D-FFT.

s

Figura 7: Imagen AFM (5000 nm x 5000 nm) de aluminio de
alta pureza. Se destacan los dominios de poros ordenados.
En el inserto se muestra en detalle el interior de uno de los
dominios.

Cuando el barrido se realiza para un tamafio de 1

um’ se observa la formacién de una estructura

hexagonal, evidenciando el tipo de simetria que posee la
estructura porosa.

Figura 8: (a) Espectro y (b) imagen AFM filtrada (1000 nm x
1000 nm) obtenidos luego de aplicar una 2D-FFT a la
imagen del inserto de la Fig. 7.

Comparando las dimensiones observdas en las
imagenes AFM con resultados de otros autores
[23,27,28], encontramos que el tamafio de los dominios
hallado en estas estructuras es superior a los datos
reportados previamente.

Silicio macroporoso

En esta seccion se muestran resultados de la
caracterizacion morfologica, Optica y magnética de
compuestos formados con SMP y depositos de fosfo-
lipidos en las paredes de los poros del SMP. En la
imagen SEM que se muestra en la Fig. 9 se presenta un
sustrato poroso de silicio, que fue obtenido con los
parametros de anodizado expuestos en la seccion
experimental. Estos sustratos presentan un espesor
uniforme de la capa porosa de alrededor de 15 pm, y se
aprecia que el didmetro de poros es de aproximadamente
1.0-1.4 um. En el inserto de la izquierda se aprecia una
imagen ampliada de la superficie dando muestra de la
aleatoriedad de los poros sobre la superficie y la
distancia promedio entre los poros (1.3 pm). Esta
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distancia se mantiene a lo largo del area escaneada con el
microscopio.

Imagen de microscopia de barrido electrénico

Figura 9:
(SEM), de una capa de SMP, de perfil y superficie, con un
detalle de la superficie.

Los procesos de funcionalizacion del SMP producen
terminaciones de Si-(OH), y Si-O que favorecen la
insercion de moléculas polares al interior del SMP
[29,30]. Para confirmar este hecho, obtuvimos espectros
de absorbancia de las muestras. En la Fig. 10 se presenta
el espectro de absorbancia de la misma muestra antes y
después del tratamiento superficial con HTBA. Con el
objetivo de resaltar los efectos introducidos por el
HTBA, cada espectro mostrado fue adquirido usando
diferentes referencias. El espectro de la muestra de SMP
sin funcionalizar fue referido a una oblea de silicio
cristalino, mientras que el espectro correspondiente a la
muestra funcionalizada es referida a un sustrato de SMP.
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Figura 10: Espectros FT IR de SMP sin HTBA (0 %), color
magenta y con HTBA (1 %), color azul. Uno de los espectros
ha sido desplazado en el eje Y para mejor claridad.

La presencia de estiramientos (“stretching”)
antisimétricos de enlaces S-O-Si a 1050 cm™ y
estiramiento de los modos O-H de enlaces Si-(OH)y
alrededor de 3550 cm™ después del tratamiento con
HTBA indica que la superficie ha adquirido un caracter
hidrofilico, que favorece la adsorcion de moléculas
polares. Ademas, las bandas negativas que aparecen
cuando la muestra de SMP es tratada con HTBA (640-
667, 900 y 2100 cm™) indican que el hidrégeno ha sido
removido de la superficie del SMP a medida que el
proceso de funcionalizacion se lleva a cabo. Se espera
que al incubar el SMP con la suspension de liposomas de
DMPC, se produzca la fusién de los liposomas sobre la
superficie de los poros, quedando las cabezas polares en
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contacto con la superficie hidrofilica y manteniendo la
estructura de bicapa, uni o multilamelar.

La introduccion efectiva del DMPC en el SMP se
verific6 por FTIR (Figura 11), donde se verifica la
presencia de vibraciones asociadas a los grupos
funcionales del DMPC [31].

La Figura 12 muestra la distribucion esperada de los
lipidos en la superficie interna de los poros. Se muestran
ademas las dos orientaciones del campo magnético para
las que fueron obtenidas los espectros de EPR: B
paralelo o perpendicular a la superficie de la muestra.

Los espectros de EPR a 15 °C se muestran en la
Figura 13. Se incluye ademas, en linea punteada, el
espectro de los liposomas a la misma temperatura. El
espectro de los radicales nitroxido es sensible a la
orientacién del campo magnético relativa a la del orbital
p de su electrdn desapareado, por lo que, si la
distribucion de lipidos es la de la Fig. 12, se espera tener
espectros distintos en las dos orientaciones del campo
magnético B. En cambio, para los liposomas, que tienen
una distribucién isotropica de lipidos, el espectro no
depende de la orientacion.
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Figura 11: Espectros FTIR de SMP después de la insercion

del DMPC en el interior de la estructura porosa. El espectro

se divide en dos para apreciar mejor las diferentes bandas

vibracionales.
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Figura 12: Distribucion de lipidos esperada en el interior de
los poros del SMP.

Como se observa en la Figura 13, hay una marcada
anisotropia en los espectros de EPR, consistente con la
formacion de bicapas lipidicas con forma cilindrica.
Existen trabajos previos en los que se reportan bicapas
lipidicas planas sobre la superficie del SMP, pero la
formacion de bicapas cilindricas dentro de los poros de
SMP no se ha reportado previamente.
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Figura 13. Espectros de EPR de DMPC con el marcador de
espin 5-SASL incorporado a la muestra de SMP. Para
comparacion, se incluye el espectro de los liposomas
originales de DMPC en solucién acuosa.

La continuacién de este trabajo consiste en introducir
este tipo de bicapas lipidicas en poros de cristales
foténicos bidimensionales basados en SMP, cuyos
espectros de reflectancia tienen caracteristicas muy
agudas que son muy sensibles a cambios en el indice de
refraccion efectivo. Esta propiedad permitird usar este
tipo de dispositivo para el estudio de las transiciones de
fase termotropicas de los lipidos en sistemas confinados.

V. CONCLUSIONES

Se verificd que el grado de ordenamiento de poros en
las membranas de AAPN depende fuertemente de la
pureza del aluminio original. S6lo se lograron obtener
membranas de alto grado de ordenamiento si el sustrato
utilizado es un aluminio de 99,999% de pureza. Es
probable que las imperfecciones e impurezas que posee
un aluminio comin perjudiquen el proceso de auto-
empaquetamiento de la alimina impidiendo un buen
ordenamiento. Se observo la formacion de dominios en
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la estructura, cada unos de ellos con una determinada
orientacién en la disposicion de los poros. Aun se
continla buscando optimizar el proceso de fabricacion;
en particular, se busca encontrar las condiciones de
anodizado y ensanchamiento para obtener multicapas
con caracteristicas dpticas especificas.

Mediante un proceso de funcionalizacion se modifico
la superficie interna de los poros del silicio macroporoso
de hidrofébica a hidrofilica. La incubacion con liposomas
del fosfolipido DMPC dio lugar a la insercion efectiva
del fosfolipido, verificada por FTIR. Los resultados de
espectroscopia EPR confirman la formacion de
estructuras lipidicas cubriendo la superficie de los poros.

Se espera utilizar el llenado con lipidos de cristales
fotonicos bidimensionales basados en SMP para estudiar
mediante barridos térmicos las transiciones de fase de
bicapas lipidicas en entornos confinados.
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