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Abreviaturas 

: exceso de superficie, del inglés “Surface excess”. 

𝛾: tensión superficial. 

γ m,A/W o γm,O/W:      tensión superficial o interfasial de la monocapa mezcla DPPC/VAS en las 

zonas libre de gotas o en las zonas que subyacen a la gota, 

respectivamente 

Gcomp: energía libre de compresión. 

GTrans: energía libre de transición de fase. 

[PL]O: gradiente de concentración de los fosfolípidos a través de la fase aceite. 

ζ: potencial zeta.  

ηagua o ηaceite: viscosidad del agua o del aceite, respectivamente.  

E: microemulsiones. 

π: presión superficial o interfasial. 

πc: presión lateral de colapso 

πeq: presión lateral de equilibro. 

πeq,sat: presión de equilibro de saturación. 

πPG: presión lateral en el punto de gota.  

πPT: presión lateral en el punto triple.  

πTrans: presión lateral de transición de fase. 

A T, m: área total ocupada por la monocapa mezcla DPPC/VAS.  

A/O: interfase aire/aceite. 

A/W: interfase agua/aire. 

ADPPC, mA/W: área ocupada por una molécula de DPPC en zonas libre de gotas. 

AM: monocapas adsorbidas. 

AMA/O: monocapas adsorbidas con siembra en la interfase aire/aceite.  

AMO/W: monocapas adsorbidas con siembra en la interfase aceite/agua 

previamente formada. 

AVAS, mA/W: área ocupada por una molécula de VAS en zonas libre de gotas. 

BAM: microscopía de Ángulo de Brewster.  

BET: técnica de análisis de área superficial “Brunauer, Emmett y Teller”. 

CG-MS: cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas. 

CMC: concentración micelar crítica. 

CSM: centro de masa espectral. 

CTAB: bromuro de cetiltrimetilamonio. 

CTMA-Cl: cloruro de cetiltrimetilamonio. 

DEPT: análisis de mejoramiento sin distorsión por transferencia de polarización 

(del inglés Distortionless Enhancement by Polarization Transfer). 

Dh: diámetro hidrodinámico. 

DLS: dispersión dinámica de la luz por su denominación en inglés “Dynamic 

light scattering”. 

DPL: coeficiente de difusión 3D de los fosfolípidos en el aceite. 

DPPC/VASA/W: monocapa de la mezcla pseudobinaria DPPC y vaselina en la interfase 

agua/aire.  

DPPCA/W: monocapas de DPPC en la interfase agua/aire. 

DPPCO/W: monocapas de DPPC en la interfase aceite/agua. 

DXM: Dexametasona. 

EE: eficiencia de encapsulación. 

EFM: microscopia de Epifluorescencia. 
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EMC: concentración de monómero en equilibrio. 

EPC/VASA/W: monocapa de la mezcla pseudobinaria EPC y vaselina en la interfase 

agua/aire. 

EPC: L-α-fosfatidilcolina de huevo. 

EPCO/W: monocapas de EPC en la interfase aceite/agua.  

fm, O/W o fm,A/W :  fracción del área total ocupada por la m, O/W o por la m, A/W, 

respectivamente.  

G: estado gaseoso. 

GSH: L- Glutatión. 

HLB: balance hidrofílico-lipofílico. 

HLD: diferencia lipofílica-hidrofílica. 

hO: espesor de la fase aceite. 

K: módulo de compresibilidad 

LB: filmes de Langmuir-Blodgett. 

LC: estado líquido condensado. 

LE: estado líquido expandido. 

LF: filmes monomoleculares/ monocapas de Langmuir. 

LFA/W: filmes de Langmuir en la interfase agua/aire. 

LFO/W: filmes de Langmuir en la interfase agua/aceite. 

m, A/W: monocapa mezcla DPPC/VAS ubicada en la interfase A/W en las zonas 

libres de gotas.  

m, O/W: monocapa mezcla DPPC/VAS ubicada en la interfase O/W en las zonas 

que subyacen a la gota.  

ME: miniemulsión. 

MMA: área molecular promedio. 

MMAap: área molecular promedio aparente.  

MMAm, A/W: área molecular promedio de la monocapa mezcla VAS/DPPC. 

MMAmin: área molecular mínima que ocupa el tensoactivo en la interfase. 

NBD-PC: 1-palmitoyl-2-12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino] 

dodecanoyl-sn-glycero-3-fosfocolina. 

NCs: nanocápsulas de sílica. 

NE: nanoemulsión. 

NR: 5H-benzo [α] fenoxazin-5-ona, 9- (dietilamina), Rojo de Nilo. 

 nVAS, G: número de moléculas de VAS que conforman una gota. 

nVAS, T: número de moléculas totales de VAS.  

n VAS, m A/W: número de moléculas de VAS en la monocapa mezcla DPPC/VAS en 

zonas libres de gotas.  

n VAS, m O/W: número de moléculas de VAS en la monocapa mezcla DPPC/VAS en 

zonas que subyacen a la gota. 

O/W: interfase aceite/agua por su denominación en inglés “oil” y “water” e 

indica emulsiones de tipo aceite en agua.  

PC: parámetro crítico de empaquetamiento. 

PC: fosfatidilcolina. 

PDI: índice de polidispersidad. 

PG: punto de gota. 

PL:  fosfolípidos 

PT: punto triple. 

Rhod-PE: L-α-fosfatidiletanolamina-N-(lisamina rodamina B sulfonil. 

RMN: espectroscopia de resonancia magnética nuclear. 

S: estado sólido. 
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SDPPC, VAS: solubilidad de DPPC en VAS. 

SEM: microscopia electrónica de barrido por su denominación en inglés 

“Scanning Electron Microscope”. 

SEPC, VAS: solubilidad de EPC en VAS.  

SM: monocapas esparcidas por su denominación en inglés “spread 

monolayers”. 

Tc: temperatura de transición de fase. 

TEM: microscopía electrónica de trasmisión por su denominación en inglés 

“Transmission Electron Microscopy. 

TEOS: Tetraetoxisilano. 

TESPD: bis[3-(trietoxisilil)propil]disulfuro. 

TESPT: bis[3-(trietoxisilil)propil] tetrasulfuro.  

VAS/W: vaselina/agua.   

VAS: Vaselina. 

VPL:  velocidad de difusión de los fosfolípidos. 

W/O: agua en aceite. 

XDPPC: fracción molar de DPPC en una mezcla.  

Xm,A/W o Xm,O/W:     fracción molar de VAS en la monocapa mezcla DPPC/VAS en las zonas 

libre de gotas o en las zonas que subyacen a la gota, respectivamente. 

X PG, VAS: fracción molar de vaselina en el punto de gota 

XVAS: fracción molar de vaselina en una mezcla.  
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Resumen 

Los lípidos, de origen vegetal o animal, han ganado un renovado interés como 

excipientes de formulaciones farmacéuticas para la administración de drogas hidrofóbicas 

por vía parenteral, debido a sus capacidades de aumentar la biodisponibilidad de los 

fármacos y disminuir la variabilidad en las concentraciones plasmáticas. Por otra parte, las 

miniemulsiones de lípidos (ME) son dispersiones de aceite en agua con un tamaño de 

partícula en el rango de 100 nm hasta < 1 μm, estabilizadas por una capa interfasial de un 

tensioactivo y son sistemas comúnmente utilizados para encapsular, mantener y liberar 

moléculas de interés farmacológico.  

En este contexto, los filmes monomoleculares de Langmuir (LF) en la interfase 

líquido/líquido se pueden utilizar como modelos experimentales para investigar el 

comportamiento dinámico de los tensioactivos en la interfase agua/aceite en una ME. La 

información obtenida a partir de LF nos permite definir parámetros tales como la densidad 

molecular máxima de los tensioactivos, la composición molecular, la solubilidad mutua de 

los componentes en la interfase y el área molecular media de los componentes en función de 

la presión lateral interfasial.  

Hasta el momento, se ha aprendido mucho sobre monocapas de tensioactivos 

insolubles en la interfase agua-aire, pero no se han realizado suficientes esfuerzos para 

aplicar la metodología de monocapas en la interfase aceite/agua debido a las amplias 

dificultades experimentales que implica. Por lo tanto, en esta tesis se discute como eje central 

la aplicación de esta técnica para estudiar desde un punto de vista biofísico la composición 

y el comportamiento termodinámico de monocapas de fosfolípidos (EPC o DPPC) en la 

interfase vaselina/agua, cuyos resultados son utilizados luego para optimizar formulaciones 

de ME. Adicionalmente, con la intención de remarcar la versatilidad y utilidad de estos 

sistemas como potenciales candidatos en aplicaciones biomédicas se demuestra, mediante el 

uso de surfactantes sintéticos, cómo las partículas de una ME pueden utilizarse como molde 

en un proceso de polimerización interfasial para obtener así nanocápsulas de sílice útiles 

para encapsular sustancias de interés. A los fines de evaluar esta encapsulación se utiliza, de 

manera exitosa, la Dexametasona (DXM) como droga modelo. 
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“El mejor científico es aquel que está abierto a la 

experiencia y que comienza con un romance, con la 

idea de que todo es posible.” 

 Ray Bradbury. 

 

Capítulo I 
Introducción 

 
I.1. Introducción general. Nanobiotecnología  

La ciencia ha experimentado en las dos últimas décadas una nueva revolución, 

representada por dos nuevas disciplinas denominadas nanociencia y nanotecnología. La 

primera, es el campo de la ciencia que se dedica al estudio de los fenómenos, las propiedades 

y la manipulación de la materia en una escala nanométrica. Mientras que la segunda, es la 

ciencia e ingeniería de diseñar, sintetizar, caracterizar y aplicar materiales y sistemas de 

escala nanométrica. Implica técnicas y métodos de estudio, diseño, fabricación y 

manipulación de objetos nanométricos para crear materiales, dispositivos y sistemas en 

aplicaciones que aprovechan las propiedades de los nanomateriales. En esta escala, 

considerada en el rango de 1 - 100 nm, las propiedades de la materia difieren 

fundamentalmente de los átomos individuales o de los materiales masivos formados por los 

mismos átomos y, al manipular el sistema en la nanoescala pueden surgir propiedades 

únicas1.  

El origen de la nanotecnología se asocia usualmente a las ideas expuestas por Richard 

Feynmann en el año 1959. En su conferencia “There´s plenty of room at the bottom”, el 

científico sugirió por primera vez, la idea de manipular partículas o materiales a escala 

molecular y atómica. Más de una década después, en su trabajo titulado “On the Basic 

Concept of Nanotechnology”, el profesor Norio Taniguchi acuñó el término nanotecnología 

al describir estructuras con dimensiones ultrapequeñas. Sin embargo, no fue hasta la década 

de los años 1980 donde inició efectivamente la era de la nanotecnología. En esta época los 

científicos recién tuvieron las herramientas adecuadas para estudiar los sistemas en la 

nanoescala, como el microscopio de efecto túnel (STM, del inglés, scanning tunneling 

microscope) y el microscopio de fuerza atómica (AFM, del inglés atomic force microscope).  
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Aunque la nanociencia y la nanotecnología modernas son bastante nuevas, los 

materiales a nanoescala se utilizaron durante siglos. Partículas de oro y plata de distintos 

tamaños nanométricos crearon colores en las vidrieras de las iglesias medievales hace 

cientos de años. Los artistas en ese entonces simplemente no sabían que el proceso que 

usaron para crear estas hermosas obras de arte en realidad condujo a cambios en la 

composición de los materiales con los que estaban trabajando. Actualmente, a esta escala, 

los científicos pueden manipular átomos para crear materiales más fuertes, más livianos y 

eficientes con propiedades prediseñadas2. Se están encontrando una amplia variedad de 

formas de fabricar materiales a nanoescala para aprovechar sus propiedades mejoradas que 

sus contrapartes de mayor escala. Consecuentemente, algunos de los más grandes progresos 

que se realizaron en esta área, no devinieron de otra fuente sino de la imitación del 

comportamiento y propiedades de estructuras biológicas. Virus, péptidos, ADN, y células 

como los eritrocitos, entre otros, han constituido algunos de los primeros bloques de 

construcción en el desarrollo de plataformas a escala nanométrica o nanomateriales. Los 

principales ejemplos de moléculas y estructuras de interés dentro de este rango se encuentran 

ilustradas en la Figura 1, junto con otros objetos para comparación y referencia3.   

Figura 1. La nanoescala.  

Comparaciones en la escala nanométrica de nano -materiales y –(bio)estructuras (panel inferior) 

con elementos biológicos y objetos cotidianos para referencia (panel superior). En esta escala es 

claro que lo nano es más pequeño que una bacteria, pero más grande que átomos y moléculas 

simples (figura adaptada de la ref. 3).  
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Dadas las funciones inherentes a la nanoescala para los componentes biológicos de 

las células vivas, era inevitable que la nanotecnología se aplicara a las ciencias de la vida. 

Dichas aplicaciones dan lugar al término "nanobiotecnología"4.  Este término describe la 

convergencia de los mundos de las ciencias biológicas, la ingeniería y la nanotecnología, 

para estudiar elementos existentes en la naturaleza que se puedan utilizar como inspiración 

o herramientas para fabricar nuevos dispositivos nanotecnológicos con aplicaciones o fines 

biológicos y bioquímicos.  

 La investigación y el desarrollo en nanotecnología incluye la manipulación 

controlada de las nanoestructuras y su integración como componentes de materiales, 

sistemas y arquitecturas complejas que presentan una estructura jerárquica. Es posible 

emplear dos tipos de enfoques para el diseño controlado de nanoestructuras: las técnicas 

“top-down” en las que se comienza con macro- o micro-materiales a los que se les incorporan 

detalles de estructuración en la nanoescala mediante fotolitografía, nanolitografía, 

nanomoldeado y nanofluídica5; y las “bottom-up” donde se empieza con la generación de 

unidades que luego se autoensamblan6. Las primeras logran un control relativamente bueno 

en la microescala, pero existen límites de resolución y precisión que causan un alto costo 

instrumental para controlar propiedades en el nivel nanoscópico con la especificidad y 

precisión requerida a escala molecular, sobre todo con biomoléculas cuya funcionalidad es 

muy sensible a estas alteraciones. Las segundas están típicamente representadas por las 

biomoléculas anfipáticas, las que poseen la capacidad intrínseca de auto-ensamblarse en 

estructuras de escala nanométrica. 

Dada la capacidad de autoorganización "bottom-up" intrínseca de las biomoléculas, 

no se requiere elaborar moldes prediseñados, ni preensamblar o preconformar las 

biomoléculas con precisión externa para lograr una topografía/topología particular de la 

nanobioestructura, ya que las biomoléculas contienen la capacidad de autogenerar 

nanoestructuras definidas con propiedades específicas. De esta manera, emergen a nivel 

supramolecular propiedades, no presentes en las moléculas individuales, con la característica 

de ser sensibles a la modulación inducida por sutiles señales químicas, físicas o biológicas. 

 En consecuencia, en el caso de las nanobioestructuras no se requiere incorporar 

detalles de estructuración sino que sólo se requiere comprender los códigos moleculares que 

las determinan para direccionarlas a estructuras que tienen una respuesta biológica definida7. 
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En este sentido, la biofísica nos provee de las herramientas teóricas y experimentales para el 

estudio de estos nanosistemas basados en estructuras supramoleculares autoensambladas. 

En el presente trabajo de tesis, se han seleccionado como objeto de estudio filmes 

ultradelgados nanoestructurados, partículas de nanoemulsión y nanocápsulas poliméricas 

para liberación-encapsulación y/o modificación química-estructural de sustancias 

bioactivas. En estos modelos por medio de la modulación recíproca sustancia-organización 

molecular del sistema, se estudiarán y controlarán fenómenos que emergen a nivel 

supramolecular cuando su unidad mínima molecular son fosfolípidos. 

I.2. El interés en los lípidos y su polimorfismo  

Los lípidos comprenden un grupo heterogéneo de biomoléculas orgánicas 

ampliamente distribuidas en animales y vegetales. A pesar de que exhiben diferentes 

características químicas y considerables variaciones en su estructura molecular, presentan 

una propiedad física en común y es que son solubles en solventes orgánicos e insolubles o 

poco solubles en agua debido a la escasa polaridad de sus moléculas. Además, los lípidos no 

forman estructuras poliméricas como las de los aminoácidos o monosacáridos, por lo que su 

masa molecular no alcanza valores muy elevados. 

Desde el punto de vista de la química biológica el estudio de los lípidos tiene especial 

interés porque desempeñan importantes y variadas funciones: a) Son componentes 

esenciales de los seres vivos; los lípidos que se encuentran en una célula están, en su mayor 

parte, asociados entre sí y con proteínas constituyendo parte fundamental de todas las 

membranas celulares. b) En los animales constituyen el principal material de reserva 

energética (grasas neutras). c) A nivel nutricional, adquieren importancia en los alimentos 

siendo significativas fuentes de energía por su alto contenido calórico y frecuentemente 

vehiculizan vitaminas liposolubles. d) Numerosas sustancias de importante actividad 

fisiológica se encuentran relacionadas con este grupo de compuestos tales como vitaminas, 

hormonas, ácidos biliares, etc8.  
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Por otra parte, desde el punto de vista fisicoquímico los lípidos son moléculas 

anfipáticas, es decir que su estructura molecular presenta una región hidrofóbica formada 

por cadenas hidrocarbonadas y una región hidrofílica o cabeza polar, cuya estructura química 

determinará si el lípido es no iónico, aniónico, catiónico o zwitteriónico (ver Figura 2).  

Cabe destacar que esta anfipaticidad es la característica más importante y distintiva 

de los lípidos porque los convierte en sustancias tensioactivas (también llamados 

surfactantes), es decir que son agentes que pueden modificar la tensión superficial en la 

superficie de contacto entre dos fases. En particular, en presencia de una interfase agua/aire 

las moléculas de lípidos orientarán sus cadenas hidrocarbonadas hacia el aire, mientras que 

sus grupos polares permanecerán en contacto con el medio acuoso. Como consecuencia, al 

encontrarse adsorbidos a la interfase formando un filme monomolecular modificarán las 

propiedades interfasiales del sistema y disminuirán así la tensión superficial del agua líquida. 

Por el contrario, si los lípidos se dispersan en soluciones acuosas, las regiones 

hidrofóbicas interaccionarán entre sí, creando un espacio hidrofóbico del que el agua es 

excluida; mientras que los grupos hidrofílicos se orientarán hacia el medio acuoso, 

Figura 2. Estructura química genérica de la molécula de un fosfolípido.  

Estructura de una molécula de fosfatidilcolina representada (A) de forma esquemática, (B) según su 

fórmula química estructural semidesarrollada, (C) en un modelo espacial compacto y (D) como su 

modelo gráfico (simbólico) simplificado de uso habitual (adaptada de ref. 9). Note que el cambio de 

orientación de la cadena que contiene el doble enlace en configuración cis es meramente ilustrativo. 
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manteniéndose solvatados. Este fenómeno, que ocurre como consecuencia del “efecto 

hidrofóbico”, permite a los lípidos autoensamblarse en diferentes tipos de agregados 

supramoleculares como micelas, liposomas u otras fases no bicapa. Este proceso de 

autoorganización es altamente cooperativo e implica la participación simultánea de una gran 

cantidad de moléculas, dónde el sistema aumenta su entropía debido a un incremento del 

desorden de las moléculas de agua.  

Consecuentemente, si se preparan mezclas con cantidades extremadamente bajas de 

lípidos en agua, se observa que estos existen en el medio acuoso como monómeros libres. 

En este punto el sistema resultante podría considerase como una solución de lípidos en agua. 

Ya que, en estas condiciones diluidas, las propiedades coligativas del sistema tales como 

presión osmótica, tensión superficial, conductividad, etc., exhiben un comportamiento ideal 

similar a las que se observan en las soluciones ideales de electrolitos. No obstante, a medida 

que la concentración de lípidos continúa incrementándose se observa un punto donde las 

propiedades coligativas del sistema se desvían de la idealidad. Este punto corresponde a la 

concentración de lípidos en la cual se produce la formación de agregados supramoleculares. 

En particular, la concentración a la que se produce este fenómeno se denomina concentración 

micelar crítica (CMC) cuando se hace referencia a la máxima concentración de monómeros 

de lípido en solución coexistiendo con estructuras micelares. Si las estructuras formadas no 

son micelares, es más correcto referirse a este término como concentración de monómero en 

equilibrio (EMC) o concentración de agregación crítica (CAC)10. 

Los valores de CMC para anfifilos presentan una clara dependencia con el largo de 

la cadena hidrocarbonada, aunque la naturaleza química de su grupo polar también debe 

tenerse en cuenta. A medida que la cadena hidrocarbonada incrementa su longitud, el valor 

de la CMC disminuye, es decir, que las micelas se forman a menor concentración de lípido. 

Si se comparan, además, especies no iónicas con otras que presentan carga en su grupo polar, 

la CMC será mayor para estas últimas. A modo de ejemplo puede considerarse el caso de 

los glicerofosfolípidos DPPC y DCPC, cuya diferencia principal es el largo de sus cadenas 

hidrocarbonadas (16 y 10 átomos de C respectivamente), lo que resulta en valores de CMC 

de 7x10-10 M y 5x10-6 M, respectivamente. Mientras que algunos detergentes, de cadenas 

más cortas y otros grupos polares como el dodecilsulfato de sodio (SDS), presentan valores 

de CMC mayores (en el rango de 10-3 M), lo que indica además una mayor solubilidad en 

agua. 
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De este modo, se puede dilucidar que las dispersiones de lípidos en agua o en mezclas 

agua/aceite resultan en sistemas polimórficos y complejos, donde el tipo de 

empaquetamiento que adopten los lípidos en solución, es decir la fase lipídica resultante, no 

será trivial y dependerá de varios parámetros tales como la geometría molecular, la rigidez 

de su parte hidrofóbica, el balance  hidrofóbico-hidrofílico que presente, la concentración de 

lípidos, el pH, la temperatura, la presión y la fuerza iónica11.  

Considerando esto, en la Figura 3 puede observarse un diagrama de fases hipotético 

que describe el comportamiento de un sistema lipídico con respecto a la temperatura 

(comportamiento termotrópico) y con respecto al contenido de agua (comportamiento 

liotrópico). Generalmente, las distintas estructuras lipídicas se clasifican según su 

organización de largo alcance, según la conformación de las cadenas hidrocarbonadas y 

según la curvatura adoptada por la fase12.   

Según esta clasificación, existen organizaciones de largo alcance como la lamelar (L) 

y micelar (M); bidimensional hexagonal (H), tridimensional cúbica (Q) y tridimensional 

Figura 3. Diagrama de fases hipotético lípido/agua.  

Se observan las transiciones que ocurren variando el contenido de agua o la temperatura. Las 

regiones denotadas a, b, c y d contienen fases intermedias, muchas de las cuales son cúbicas (figura 

adaptada de ref. 11 y 12). 

b 

(Lα, Lβ, Lβ’, LβI, Pβ’)  
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cúbica cristalina (C). En particular, las fases lamelares (bicapas lipídicas) presentan 

diferentes transiciones termotrópicas13 y según el orden que adquieran las cadenas 

hidrocarbonadas existen fases fluidas (Lα) donde las cadenas se encuentran desordenadas y 

se pierde la estructura de red y fases lamelares cristalinas (Lc) comunes a bajas temperaturas 

y/o hidratación que exhiben un orden de corto y largo alcance en tres dimensiones. Además, 

existen fases ordenadas tipo gel dentro de las cuales pueden distinguirse la fase gel (Lβ) con 

los lípidos en conformación todo-trans formando una estructura regular y la fase gel o 

también llamada líquido-cristalina (Lβ’) altamente estructurada con los lípidos en 

conformación trans y con una inclinación respecto al plano de la membrana que depende del 

grupo polar del lípido14. Sin embargo, cuando ocurre la inserción de pequeñas moléculas 

(por ejemplo etanol, lidocaína, flunitrazepam15) en la región de grupos polares se puede 

formar la fase L gel interdigitada (LβI), en la cual el área de sección transversal por cadena 

es similar a Lβ, pero con aproximadamente el doble del área disponible por grupo polar. Por 

último, también puede existir la fase gel ondulada (Pβ’, del inglés “rippled phase”) que 

muestra ondulaciones periódicas en la superficie de la membrana. Esta fase se forma antes 

de la denominada transición de fase principal (Lβ’→Lα), y consiste en una fase lipídica 

parcialmente fundida con un menor ordenamiento que la fase Lβ, constituyendo un estadío 

intermedio que raras veces es detectable.  

Finalmente, de acuerdo con la curvatura se puede distinguir entre estructuras tipo I 

cuando las cadenas hidrocarbonadas están orientadas hacia el interior del agregado 

(curvatura positiva) o de tipo II o invertida, cuando las cadenas hidrocarbonadas están 

orientadas hacia el exterior (curvatura negativa)16. 

Por otra parte, las propiedades de empaquetamiento de moléculas anfipáticas 

dependen de factores termodinámicos acoplados a la geometría molecular17. La misma 

determina la interacción entre las moléculas en el agregado lipídico. Una geometría 

complementaria optimiza las interacciones intermoleculares de corto alcance del tipo Van 

der Waals en estructuras de distintas curvaturas.  

Las restricciones, impuestas sobre la curvatura intrínseca (también llamada 

espontánea) de la interfase, derivadas de la geometría molecular están representadas en el 

parámetro crítico de empaquetamiento (PC) cuyo valor permite predecir el tipo de estructura 

de autoagregación molecular a formarse: micela, bicapa o fases no bicapa (hexagonal II o 

cúbicas bicontinuas)17, como se describe en la Tabla 1.  
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El parámetro crítico de empaquetamiento (Pc) se define según 18: 

Donde v es el volumen del grupo hidrofóbico, a0 es el área de la cabeza polar y lc es 

la longitud de la cadena hidrocarbonada.  

Por lo tanto, conociendo los parámetros geométricos de cada lípido se puede predecir 

la estructura que formará al agregarse en medio acuoso.  Sin embargo, puede suceder que un 

lípido con un determinado Pc no forme la estructura esperada. Por ejemplo, una molécula 

con un Pc > 1 puede formar parte de una hemicapa perteneciente a una bicapa “plana”, cuya 

curvatura esperada es 0. En este caso la curvatura espontánea de la molécula es distinta de 

cero y la bicapa experimenta un estrés que deriva en una estructura “frustrada” o lo que se 

denomina como “frustración topológica”. Si las fuerzas de cohesión de la bicapa no 

compensan esta perturbación, se genera una transición desde la estructura lamelar a algunas 

de las fases no-lamelares. Es energéticamente más favorable para el sistema sufrir una 

transición de fase hacia una estructura donde las moléculas intervinientes se encuentren en 

su mínimo energético, de acuerdo con su Pc
10. 

Entonces, se puede comprender cómo distintos tipos de lípidos pueden acomodar 

mutuamente sus geometrías a los fines de empaquetarse juntos en una biomembrana 

 
𝑃𝑐 = 

𝑣

𝑎0  ×  𝑙𝑐
 (1) 

Tipo de lípidos
Parámetro Crítico de 

empaquetamiento (Pc)
Geometría molecular Estructuras formadas 

Lípidos de una cadena 

(surfactantes) con 

grupos polares de 

grandes.

< 1/3

Cono Micelas

Lípidos de una cadena 

con grupos polares 

pequeños.

1/3 – 1/2
Cono truncado Micelas 

cilíndricas

Lípidos con doble 

cadena y grupos polares 

grandes.

1/2 - 1

Cono truncado Bicapas

curvas

Lípidos con doble 

cadena y cabezas 

polares pequeñas. 

   1 

Cilindro Bicapas 

planas

Lípidos con doble 

cadena (insaturadas) y 

grupos polares 

pequeños. 

> 1

Cono truncado invertido Micelas

invertidas

lc

a
0

v

Tabla 1. Estructuras formadas por moléculas anfifílicas según su parámetro crítico de 

empaquetamiento. Adaptada de ref.18.    
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(bicapa), ajustarse al tipo de curvatura adoptada por la monocapa externa (curvatura positiva) 

y la de la monocapa interna (curvatura negativa) y compensar la tensión de curvatura de la 

monocapa. Cualquier asimetría en las especies moleculares y/o en campos de fuerza a ambos 

lados de una membrana dará como resultado una configuración de equilibrio curvada. Esta 

asimetría puede ser generada por campos superficiales, como cambios en la densidad de 

anfifilos en una monocapa, configuraciones espaciales y de carga eléctrica de moléculas 

adsorbidas, así como valores límites de campos generados más allá de la membrana, en el 

seno de la solución, tales como la concentración de electrolitos y el pH.  

Los cambios en la tensión de curvatura afectan el empaquetamiento de las cadenas 

hidrocarbonadas (a T>Tc), el volumen del grupo polar19 y, por ende, la hidratación de 

membrana y la hidrofobicidad de la interfase membrana-agua20-21. De esta manera, es posible 

afectar la organización y la electrostática de la membrana y, en consecuencia, modificar la 

adsorción de proteínas (y otras moléculas) solubles a la interfase lípido/agua, la velocidad y 

el mecanismo de reacciones interfasiales dependientes de la partición membrana-agua de 

sustratos y productos solubles22 así como, la cinética de reacciones que utilizan como 

sustratos a componentes de membrana23. 

Así pues, la naturaleza anfifílica de los lípidos y su complejidad estructural junto con 

su gran importancia biológica permitió que sean un objeto de estudio de interés en el área de 

la biofísica de biomembranas, de la química interfasial y de los sistemas coloidales. Es 

importante remarcar que nuestro conocimiento actual sobre la estructura y la función de las 

biomembranas, así como el concepto de bicapa lipídica, no hubiese sido posible si en el 

intento de comprender estos fenómenos de adsorción interfasial, no se hubieran logrado 

instaurar distintos modelos experimentales que permitan su estudio. Como consecuencia, 

estos mismos avances permitieron que los lípidos surgieran posteriormente como potenciales 

candidatos para diversas aplicaciones en industrias farmacéuticas, alimentarias o cosméticas, 

donde sus características estructurales también serían utilizadas como inspiración para 

sintetizar nuevos y mejores surfactantes.   

El uso efectivo de fosfolípidos en alimentos, cosméticos, medicina y biotecnología 

requiere del conocimiento y de la comprensión de las propiedades termodinámicas y 

dinámicas de su química interfasial. En muchos casos, la aplicación de tensioactivos tiene 

lugar en condiciones no estacionarias, por lo que las propiedades dinámicas son de gran 

importancia24. Para poder estudiar un sistema tan variable y sensible a cambios en la 
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temperatura, en la presión, y en el potencial químico de sus componentes, es necesaria la 

utilización de modelos experimentales sencillos que permitan el adecuado control de las 

variables de interés y de las condiciones experimentales. De esta manera, se podrá 

caracterizar al sistema apropiadamente describiendo sus características generales de 

comportamiento y topología.  

I.3. Nanoestructuras lipídicas como matrices para 

moléculas biológicamente activas 

Los lípidos, de origen vegetal o animal, han ganado un renovado interés como 

excipientes de formulaciones farmacéuticas para la administración de drogas hidrofóbicas 

por vía oral. Esto se debe a sus capacidades de aumentar la biodisponibilidad oral y disminuir 

la variabilidad en las concentraciones plasmáticas de vitaminas lipofílicas y drogas 25 así 

como, de péptidos y proteínas incluyendo vacunas orales 26. Con fines similares, en la 

industria de alimentos el encapsulamiento de vitaminas adicionadas a alimentos funcionales 

y de enzimas ha cobrado un gran interés; un ejemplo de ello es el encapsulamiento de 

proteasa para evitar su acción prematura durante la maduración de los quesos 27 o, 

contrariamente, acelerar la maduración y simultáneamente evitar defectos en el sabor y en 

la textura aplicando cócteles de enzimas encapsuladas (proteasa, peptidasa y lipasa) 28. 

Las estructuras lipídicas más usadas como matrices para el encapsulamiento de 

moléculas bioactivas, tanto de moléculas hidrofóbicas como hidrofílicas, enzimas y DNA, 

son los liposomas (vesículas uni o multilamelares) constituidas por lípidos cuya geometría 

molecular cilíndrica permite su autoorganización bajo la forma de bicapas plegadas que 

encierran un interior acuoso. Otras formulaciones lipídicas muy usadas para encapsular 

moléculas hidrofóbicas son los líquidos (sólo triglicéridos) y las emulsiones (aceite + 

surfactante) líquidas o sólidas dependiendo, de la temperatura de transición de fase (Tc) del 

lípido. Actualmente, el uso de fases cúbicas líquido cristalinas (por ej. sistemas de 

monooleina/agua) como matrices para estudiar enzimas inmovilizadas y moléculas pequeñas 

está cobrando un creciente interés 29-32, particularmente en cómo y porqué la estructura del 

agregado lipídico cambia cuando un compuesto lipofílico se solubiliza en la matriz lipídica. 

La polaridad y la estructura de la molécula encapsulada determinará si ésta se localiza 

en la interfase polar o en la región no polar de la capa lipídica y si puede afectar la curvatura 

interfasial del agregado provocando una transición de fase. La presencia de moléculas 
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atrapadas puede afectar la organización supramolecular, particularmente, la localización a 

nivel de las cabezas polares induce tensiones de curvatura19-21 que pueden llevar a cambios 

catastróficos en la fase liotrópica y en el equilibrio termotrópico.  

De este modo, las propiedades de empaquetamiento de los lípidos en estructuras tipo 

bicapas o no-bicapas depende de factores termodinámicos acoplados a las geometrías 

moleculares e implican un balance de las interacciones intermoleculares hidrofílicas e 

hidrofóbicas entre las moléculas. El tipo de estructura de autoagregación que forma una 

mezcla lipídica puede sufrir grandes cambios, dentro de estrechos rangos de composición, 

cuando la tensión de curvatura llega a un límite. Esto implica modificaciones en la 

estabilidad y se manifiesta con cambios en la forma y en el tamaño como reflejo de la 

evolución del agregado desde un tipo de organización que, debido al aumento en la 

proporción de alguno de sus componentes, se volvió inestable y debe migrar hacia otro tipo 

de organización más estable.  

I.4. Nanopartículas de emulsión  

I.4.1. Definición, clasificación y nomenclatura  

En los últimos años ha habido un considerable interés principalmente dentro de las 

industrias alimentaria, farmacéutica y agroquímica en el uso de dispersiones coloidales para 

encapsular, proteger y suministrar componentes lipofílicos bioactivos, como nutracéuticos, 

medicamentos, vitaminas, antimicrobianos y antioxidantes33-35. Por lo tanto, una gran 

cantidad de investigaciones recientes se ha dedicado a la fabricación, caracterización y 

utilización de dispersiones coloidales que contengan partículas muy pequeñas como sistemas 

de liberación. En esta tesis se hará referencia a un tipo de dispersión coloidal que puede 

crearse a partir de componentes como agua, tensioactivos y aceites: las emulsiones.  

Una emulsión puede definirse como un sistema heterogéneo de dos fases que consta 

de partículas estables finamente dispersas (fase interna) en una segunda fase continua, en la 

que es inmiscible. En la mayoría de los casos en los cuales se hace una emulsión con dos 

líquidos inmiscibles, uno de los líquidos es una fase acuosa y el otro una fase aceite u 

orgánica. Se utilizarán las abreviaturas provenientes del inglés W (water) y O (oil) para 

dichas fases, ya que en español las palabras agua y aceite empiezan por la misma letra. 
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Las emulsiones directas (aceite en agua, O/W), así como las emulsiones indirectas o 

inversas (agua en aceite, W/O), se pueden preparar y estabilizar con un agente emulsionante. 

Cómo se mencionó anteriormente, las moléculas anfifílicas exhiben afinidad simultánea por 

medios polares (agua) y medios apolares (aceite) y tienden a acumularse en la interfase de 

estas mezclas. Esta partición produce una disminución drástica de la tensión superficial de 

la interfase, facilitando la mezcla entre el agua y el aceite y, por tanto, la formación de la 

emulsión. Existen una gran variedad de surfactantes sintéticos y naturales que pueden 

utilizarse. Sin embargo, las fosfatidilcolinas (PC) son el grupo más prevalente entre los 

diversos tipos de fosfolípidos para ser utilizadas como agentes emulsionantes en la 

preparación de partículas de emulsión (principalmente para aplicaciones farmacéuticas). 

Esto se debe a que las PC son fosfolípidos comunes en las membranas biológicas y, por lo 

tanto, tienen como ventajas su carga neta neutra, su inocuidad química, su biocompatibilidad 

y biodegradabilidad36. Puede decirse que los lípidos son los surfactantes elegidos por la 

naturaleza, ejerciendo estos un rol “conciliador” en la estructura de los organismos vivos. 

Los distintos efectos que suscita el carácter anfifílico de estos compuestos confiere a los 

lípidos un papel importante entre las moléculas de la vida10.  

El tipo de emulsión (directa o inversa) que se formará depende entre otros factores 

del balance entre las propiedades hidrofílicas e hidrofóbicas del agente emulsificante. 

Generalmente, se cumple la regla de Bancroft, la cual establece que la fase continua de una 

emulsión es aquella en la que el emulsionante es más soluble. Además, la naturaleza 

anfipática de los surfactantes puede ser expresada en términos de una escala empírica que 

comúnmente se denomina balance HLB (balance hidrofílico-lipofílico). Este parámetro fue 

originalmente propuesto por Griffin hace más de 60 años y considera en su cálculo las 

distintas regiones presentes en la estructura molecular del tensioactivo37. A pesar de que 

sigue vigente y que con el tiempo se han descripto distintas y nuevas ecuaciones para su 

cálculo, uno de los mayores inconvenientes es que el número HLB se asigna al agente 

tensioactivo puro cuyo comportamiento suele diferir en solución. Por ello, actualmente se 

está tratando de lograr una transición hacia el uso del parámetro HLD (diferencia lipofílica-

hidrofílica) que fue desarrollado originalmente por Salager a finales de 1970, el mismo es 

una propiedad del sistema y no del surfactante. y eso marca una gran diferencia38-39. 

Paralelamente, otro aspecto importante a tratar es la denominación de los distintos 

tipos de emulsiones según el tamaño de las partículas de la fase dispersa, que aún es un tema 
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por resolver. A lo largo de la historia se han utilizado distintos términos como macro-, micro, 

mini- y nano- emulsiones sin llegar precisamente a un consenso entre los autores en lo que 

respecta a sus definiciones. Sin embargo, puede considerarse que las macroemulsiones están 

formadas por partículas de diámetros entre 0,4 m hasta 100 m. Mientras que las 

microemulsiones son sistemas isotrópicos con diámetros menores a 100 nm 

(mayoritariamente de 10 a 50 nm)40, y no son emulsiones constituidas de pequeñas gotas 

como creyó Schulman al proponer esta denominación en 1959 41, sino que consisten en 

sistemas monofásicos dentro de los cuales un surfactante particularmente eficaz hace posible 

la coexistencia, a escala casi molecular, de aceite y agua. Presentan microdominios, no 

necesariamente  esféricos y generalmente interconectados que fluctúan rápidamente dentro 

del tiempo y el espacio42. Es importante aclarar que las microemulsiones muestran un 

comportamiento diferente al de las macro o nanoemulsiones y, en muchas situaciones, las 

terminologías de emulsión "aceite en agua (O/W)" y "agua en aceite (W/O)" no son 

aplicables a estos sistemas. Cuando las cantidades de aceite y agua en el sistema son 

comparables, hay una interpenetración de dominios de estructuras bicontinuas en equilibrio, 

produciendo estructuras más complicadas. Las microemulsiones son transparentes, tienen 

baja viscosidad, estabilidad termodinámica y la capacidad de formarse espontáneamente, sin 

la necesidad de proporcionar energía mecánica, y sus microestructuras son independientes 

del orden de adición de los excipientes. Se han utilizado diversas teorías para explicar la 

formación y estabilidad termodinámica de microemulsiones, sin embargo, su explicación 

excede los objetivos de la presente tesis donde el sistema de interés y objeto de estudio son 

las nanoemulsiones43. 

El término nanoemulsión también se refiere a emulsiones nanométricas, pero se 

considera que su tamaño puede variar entre los 100-500 nm. Entrando en detalles, aquí 

encontramos también la denominación de miniemulsión (ME), que se considera un tipo de 

nanoemulsion, y que contempla dispersiones con partículas en el rango de 100 nm hasta < 1 

m. Sin embargo, estos términos suelen utilizarse de manera indistinta en la literatura, dado 

que la formulación de nanoemulsiones y miniemulsiones no presenta diferencias. En ambos 

casos se requieren métodos de alta energía (de fuerza mecánica) para su formación a 

diferencia de las microemulsiones que se forman espontáneamente. 

Finalmente, como lo afirma Steven Abbot38, se debe aceptar que la situación es 

confusa y paradójica, dado que las microemulsiones son de tamaño nanométrico y 
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termodinámicamente estables, que las nanoemulsiones son pequeñas emulsiones que son 

cinéticamente estables por tiempos muy prolongados en condiciones adecuadas (pH, T, 

fuerza iónica, etc), que algunas personas llaman miniemulsiones a las nanoemulsiones y que 

las macroemulsiones son las únicas que se encuentran en el rango de los micrómetros y 

también son termodinámicamente inestables. Por lo tanto, para no crear al lector conflictos 

con estos términos, es importante aclarar que en esta tesis el concepto de miniemulsión (ME) 

será considerado un sinónimo de nanoemulsión (NE) y se usarán indistintamente.  

I.4.2. Parámetros de estabilidad  

La noción de estabilidad de un sistema nanoemulsionado es por supuesto relativa, 

pero se refiere a la ausencia de cambios durante un período de tiempo suficientemente largo 

para el propósito de la aplicación práctica, lo cual puede variar de algunos minutos a algunos 

años. En ausencia de surfactante, la dispersión líquido-líquido coalesce rápidamente. En 

cambio, en presencia de un agente emulsionante, la emulsión puede presentar una cierta 

segregación gravitacional pero la coalescencia de las gotas es notablemente retardada.  

La estabilidad termodinámica de un estado particular (en este caso de una dispersión 

coloidal) está determinada por la diferencia de energía libre entre éste y un estado de 

referencia apropiado (en este caso las fases separadas de aceite y agua). Un sistema siempre 

tenderá a volver al estado con la energía libre más baja en algunas condiciones específicas 

(por ejemplo, composición, temperatura). Sin embargo, un sistema persistirá en un estado 

metaestable durante un período de tiempo considerable si es "cinéticamente estable". En 

general, la estabilidad cinética de un estado metaestable es gobernado por dos factores 

principales: 

i) Barreras de energía: si hay barreras de energía (energías de activación) que separan 

los dos estados, esto ralentizará la conversión de un estado a otro. 

ii) Fenómenos de transporte de masa: la velocidad a la que un sistema cambia de un 

estado a otro está determinada por la velocidad a la que los materiales presentes pueden 

reorganizarse en la nueva configuración. Esta reorganización estructural del sistema depende 

de los procesos de difusión y convección que determinan qué tan rápido se pueden mover 

los componentes. 
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Una nanoemulsión es un sistema termodinámicamente inestable, por lo que siempre 

se descompondrá si se le da el tiempo suficiente. La tasa de esta ruptura depende de la 

magnitud de la barrera energética entre la nanoemulsión y los estados separados, así como 

de los procesos específicos de transporte de masa involucrados. La altura de la barrera 

energética de activación determinará la estabilidad cinética de una nanoemulsión: cuanto 

mayor sea la barrera energética, más tiempo persistirá la nanoemulsión44. 

En una primera aproximación, si se considera un sistema que existe en equilibrio 

entre una dispersión coloidal (nanoemulsión) y sus fases separadas (aceite y una solución 

acuosa de tensioactivo). Donde el aceite está representado por una gran gota 2 de área A1 

sumergida en un líquido 1, que ahora se subdivide en una gran cantidad de gotas más 

pequeñas con un área total A2 (A2 >> A1); representado en la Figura 4. Se pude describir que 

el cambio de energía libre asociado a la formación de una dispersión coloidal (ΔGform) 

involucra un término de energía libre interfasial (ΔGI) y un término de entropía 

configuracional (TΔSconf)45. A temperatura, presión y potencial químico interfasial 

constantes, el término de energía libre interfasial es igual al aumento del área de contacto 

entre las fases oleosa y acuosa (ΔA) multiplicado por la tensión interfasial (γ) en la interfase 

agua/aceite (ΔGI = γ12ΔA) 
*.  

 

* El análisis anterior supone que la tensión interfasial de una monocapa de tensioactivo alrededor de 

una gota de aceite es la misma que en una interfase plana aceite/agua. Sin embargo, se sabe que la tensión 

interfasial depende de la curvatura de la monocapa de tensioactivo, disminuyendo a medida que la monocapa 

se acerca a su curvatura óptima, la cual depende de la geometría molecular de las moléculas de tensioactivo 

presentes 46-47. 

Figura 4. Esquema representativo de la formación y ruptura de una emulsión. 

Estado I: el aceite está representado por una gran gota 2 de área A1 sumergida en un líquido 1. 

Estado II: la gota de aceite se subdivide en una gran cantidad de gotas más pequeñas con un área 

total A2 sumergidas en el líquido 1. Figura adaptada de ref. 48. 
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 Por lo tanto, a partir de la segunda ley de la termodinámica, la energía libre 

involucrada en el proceso de formación de una emulsión puede definirse como el cambio de 

energía libre de formación al pasar del estado Ⅰ al estado Ⅱ a partir de dos contribuciones:  

i) Un término de energía interfasial (positivo) que es igual a ΔAγ12 (donde ΔA = A2 - A1). 

ii) Un término entrópico de la dispersión que también es positivo (ya que la producción de 

una gran cantidad de gotas va acompañada de un aumento de la entropía configuracional), 

el cual es igual a TΔSconf. Como se muestra en la Ec. (2):  

En la mayoría de los casos, ΔAγ12 >> TΔSconf, lo que significa que ΔGform es positivo, 

esto implica que la formación de emulsiones no es espontánea y el sistema es 

termodinámicamente inestable. En ausencia de cualquier mecanismo de estabilización, la 

emulsión se romperá o desestabilizará por floculación, coalescencia, maduración de Ostwald 

o por la combinación de todos estos procesos que serán explicados más adelante48. 

 En presencia de un estabilizador (tensioactivo), se crea una barrera de energía entre 

las gotas y, por lo tanto, la inversión del estado II al estado I se vuelve poco probable como 

resultado de la presencia de estas barreras de energía. Esto se ilustra en la Figura 5, donde 

en presencia de una energía de activación lo suficientemente alta entre ambos estados, el 

sistema se vuelve cinéticamente metaestable por tiempos prolongados, aunque 

termodinámicamente sea inestable.  

 
∆𝐺𝑓𝑜𝑟𝑚 = ∆𝐴𝛾12 − 𝑇∆𝑆

𝑐𝑜𝑛𝑓 (2) 

Figura 5. Esquema ilustrativo del 

perfil de energía libre de una 

nanoemulsión 
Las NE tienen mayor energía libre como 

dispersión que en el estado de separación 

de fases. En presencia de un agente 

emulsificante los dos estados están 

separados por una energía de activación 

ΔG* lo suficientemente alta como para 

conferirle al sistema una estabilidad 

cinética por tiempos prolongados. Si se 

analiza la coordenada del proceso del 

estado II (nanoemulsión) al estado I 

(fases separadas) la diferencia de energía 

libre entre ambos estados corresponde al 

proceso de ruptura o desestabilización de 

la emulsión (ΔGruptura).  
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Cuando se discute la estabilidad de un sistema emulsionado, es importante tener una 

idea clara de la condición física de los componentes y de la terminología empleada. El 

surfactante minimizará o evitará la separación de la emulsión en sus fases, o al menos la 

retardará aumentando su estabilidad cinética. De su formulación fisicoquímica dependerán 

los mecanismos de estabilización interfasial, tales como, la repulsión electrostática, la 

repulsión estérica, el potencial de flujo y la viscosidad interfasial. Sin embargo, la 

inestabilización de las emulsiones puede ocurrir debido a cuatro mecanismos o su 

combinación representados en la Figura 6: la sedimentación/flotación, la floculación, la 

coalescencia y la maduración de Ostwald49.  

La sedimentación es un proceso causado por la diferencia de densidad entre las 

fases, donde las gotas se concentran sin variar su distribución de tamaño. Es un proceso 

reversible y puede recuperarse por agitación. Se considera sedimentación cuando las 

partículas se depositan en la parte inferior del recipiente contenedor (mayor densidad de la 

fase dispersa) y se denomina flotación (o cremado) cuando la fase dispersa se acumula en 

la superficie (mayor densidad de la fase continua).  

La floculación es el proceso en el cual las gotas de emulsión se agregan/adhieren 

entre sí, pero no se fusionan debido a que su interfase permanece estabilizada por la 

monocapa de surfactante. Este fenómeno está controlado por un equilibrio global entre las 

fuerzas de atracción electrostáticas de van der Waals, y las repulsivas de tipo estéricas y de 

hidratación. Se observa un aumento aparente del tamaño de las partículas, pero no hay 

separación irreversible de fases. Por el contrario, la coalescencia es un proceso en el cual 

dos o más partículas de emulsión se fusionan para formar una gota más grande, hay ruptura 

y reorganización de la interfase líquido/líquido lo que conlleva a una separación de fases 

irreversible. 

En las nanoemulsiones el mecanismo de inestabilidad predominante es la 

maduración de Ostwald, que se debe al crecimiento de las gotas más grandes a costa de las 

más pequeñas hasta que éstas últimas prácticamente desaparecen. Es un proceso irreversible 

y ocurre a una velocidad que depende de la solubilidad de la fase dispersa en la fase continua 

y de la temperatura38, 48. 

 



Capítulo I: Introducción 

42 

Para constatar la estabilidad de estos sistemas nanoemulsionados se pueden realizar 

mediciones del diámetro hidrodinámico (Dh) de las partículas en función del tiempo y de su 

índice de polidispersidad (PDI), el cual es una medida del grado de variación en intensidad 

y volumen de las poblaciones de partículas presentes en la dispersión. Ambos parámetros se 

obtienen mediante la técnica de dispersión dinámica de la luz (DLS) descripta en el Capítulo 

II, Sección II.2.5.3.1.  

I.4.3. Formulación y preparación de emulsiones  

La formulación de emulsiones implica la selección de variables de composición y 

fisicoquímicas. En las primeras se hace referencia a las proporciones relativas de los 

constituyentes principales de un sistema: el surfactante, el agua y el aceite. Mientras que, en 

las segundas se incluyen los parámetros físicos (temperatura, presión) o químicos (naturaleza 

de los constituyentes principales y aditivos) susceptibles de influir sobre el sistema. Aquí se 

incluyen al menos tres componentes: la fase acuosa, la fase oleosa y el(los) surfactante(s).  

Es importante considerar que la naturaleza química del surfactante seleccionado 

favorezca el tipo de emulsión que se pretende preparar (O/W o W/O). Además, se deben 

determinar las condiciones adecuadas de pH y fuerza iónica de la fase acuosa, como así 

               

             

  o          o       o          

                    

Figura 6. Mecanismos de desestabilización de emulsiones.  

Se ilustra como ejemplo una emulsión O/W y los posibles mecanismos que pueden afectar su 

estabilidad de manera reversible o irreversible produciendo separación de fases. 
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también el tipo de fase oleosa, que frecuentemente es el componente más difícil de describir 

de forma química. Esta tarea es especialmente dificultosa cuando se utilizan aceites 

industriales como los derivados de petróleo, petróleo crudo, aceites esenciales, aceites 

vegetales, etc. Como estos son mezclas muy diversas de hidrocarburos, se torna complejo 

describir el tipo y longitud de los hidrocarburos constituyentes y la presencia eventual de 

grupos funcionales. Asimismo, se debe establecer la concentración de la fase dispersa en el 

volumen total de la emulsión, la temperatura y la presión hidrostática de trabajo 42.   

En cuanto a la preparación de emulsiones, se puede considerar que el proceso de 

emulsificación incluye dos pasos mecánicos: primero, la deformación y disrupción de las 

gotas, que aumentan el área específica de la emulsión, y segundo, la estabilización de estas 

interfases recién formadas por los tensioactivos 50. En general, su preparación requiere de 

energía mecánica, donde un aumento de la energía aplicada produce una disminución en el 

tamaño de la gota. Esto se encuentra asociado a un aumento de viscosidad de la emulsión y 

de sus propiedades reológicas, lo que se traduce en una mayor estabilidad. En este punto, la 

duración del proceso también es un factor de importancia, incrementar el tiempo de 

emulsificación implica un aumento de la energía total suministrada al sistema por lo que se 

produce una disminución del tamaño de la partícula, así como de la polidispersión en la 

distribución. Sin embargo, existe un límite donde aumentar el tiempo (sin variar la potencia 

aplicada al sistema) no produce mejoras significativas en la disminución del diámetro de las 

gotas y sólo aumenta el costo del proceso. 

Se han desarrollado diversas técnicas de emulsificación para producir gotas desde 

una escala micrométrica a nanométrica y que se pueden utilizar para llevar a cabo una 

reacción interfasial. El control sobre el tamaño y la forma de la gota formada, además de la 

velocidad de formación, son los criterios principales para preferir una técnica sobre la otra51. 

En el caso de la síntesis de gotas a escala micrométrica, las técnicas más utilizadas para su 

formación son membranas, microcanales y dispositivos de microfluidización52. Por el 

contrario, las nanoemulsiones generalmente se forman mediante la aplicación de altas 

fuerzas de cizallamiento, a través de ultrasonicación53 u homogeneización a alta presión54, 

pero también se puede aplicar la formación espontánea (efecto Ouzo55 y fenómeno de 

inversión de fase56). 
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I.4.4. Desafíos vigentes en la formulación de emulsiones 

A pesar de que las emulsiones han estado en uso durante miles de años (incluso más 

tiempo si se consideran las emulsiones naturales), aún no se ha desarrollado una teoría 

integral que cuantitativamente pueda describir y predecir las complejas características de las 

emulsiones en lo referente a su formulación, formación y estabilización. Excepto en áreas 

muy limitadas y especializadas, la predicción precisa de aspectos referentes a la preparación 

de emulsiones tales como el tamaño de gota, su distribución, su estabilidad, entre otros, 

queda relegada más al campo de lo empírico que de la ciencia49.  

Para conseguir una completa descripción teórica de las emulsiones, una teoría debería 

ser capaz de explicar y predecir de manera fehaciente todos los aspectos de la formación y 

estabilidad de los distintos tipos de emulsión (O/W o W/O). Entre ellos pueden nombrarse 

la influencia de los factores ambientales (temperatura y presión), el papel de los 

emulsionantes y estabilizantes y sus estructuras químicas, el rol de las estructuras químicas 

de las fases inmiscibles, y los efectos de los aditivos en cada fase, entre otros. Sin embargo, 

este objetivo representa aún una meta muy inalcanzable, como lo ilustra el hecho de que a 

pesar de que se disponen de grandes cantidades de datos experimentales relacionados con 

cada uno de estos aspectos, aún no ha aparecido una teoría general aplicable.  

Como consecuencia, invertir recursos en técnicas que permitan obtener información 

respecto a los fenómenos interfasiales que ocurren en una partícula de emulsión, así como 

indagar desde una perspectiva biofisicoquímica los parámetros que están involucrados en su 

formulación y estabilidad es de gran interés. El proceso de preparación de ME es muy 

complejo y presenta muchas variables asociadas, debido a esto es necesario utilizar un 

modelo de estudio que proporcione una visión simplificada de la realidad con variables que 

puedan ser controlables y de cuyo análisis puedan obtenerse datos significativos para su 

posterior utilización en un sistema más complejo. En este sentido, un modelo muy valioso 

pero que no ha sido suficientemente utilizado son las monocapas de Langmuir en la interfase 

líquido/líquido y agua/aire, cuya importancia y fundamento se explica a continuación.  
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I.5. Filmes de Langmuir como modelos de estudio  

I.5.1. Importancia histórica  

Las propiedades físicas y funcionales de sistemas tridimensionales como lo son 

emulsiones, biomembranas y liposomas se encuentran íntimamente relacionadas con el 

empaquetamiento y la estructura molecular. En este contexto, las monocapas de Langmuir 

(LF, por su denominación en inglés “Langmuir films”), constituyen uno de los modelos más 

importantes en el área de la Biofísica para el estudio de interfases fluidas. Cuando los lípidos 

anfipáticos son disueltos en un solvente volátil y luego sembrados sobre una interfase 

agua/aire (A/W) o en una interfase agua/aceite (O/W), los mismos se esparcen ocupando 

toda el área disponible y se autoensamblan formando una capa monomolecular plana. Así, 

el filme resultante (de una molécula de espesor) nos permite obtener información detallada 

para evaluar las interacciones laterales entre diferentes lípidos controlando su 

empaquetamiento molecular en su nivel más fundamental.  

Las monocapas de Langmuir en la interfase A/W son un modelo muy conveniente 

para estudiar, entre otras cosas, las interacciones de empaquetamiento lateral de los lípidos 

en cada hemicapa de una membrana biológica10. Mientras que, cuando los lípidos son 

sembrados en una interfase O/W, se obtiene un sistema modelo de utilidad para el estudio 

de emulsiones.  

Como breve reseña histórica, la técnica de monocapas en la interfase agua/aire fue 

implementada originalmente por la científica alemana Agnes Pockels, quien diseñó la cuba 

que se emplea actualmente. Sin embargo, no fue hasta 1891 que logró, con la ayuda de Lord 

Rayleigh, publicar en la revista Nature sus experimentos sobre tensión superficial que 

llevaba a cabo en su hogar con los elementos que tenía a su alcance57. Posteriormente, en 

1917 Irving Langmuir que se encontraba trabajando en la empresa General Electrics e 

investigaba sobre química de superficies, perfeccionó esta técnica y en 1932 fue galardonado 

con el Premio Nobel. La cuba que se utiliza actualmente se denomina cuba o balanza de 

Langmuir y a los filmes lipídicos insolubles en la interfase agua/aire, monocapas de 

Langmuir (LFA/W) en honor a sus valiosas contribuciones en el área de la química interfasial.  

Desde esa época, como resultado de muchas investigaciones, particularmente de 

Langmuir, Adam, Rideal y colaboradores58,  se conocieron con cierto detalle las propiedades 



Capítulo I: Introducción 

46 

fisicoquímicas y estructurales de los filmes insolubles en la interfase A/W. Posteriormente, 

gracias al avance de la tecnología y al desarrollo de nuevas técnicas microscópicas se 

adquirió más conocimiento sobre este sistema 59, 60. A pesar de ello, es destacable que no se 

realizaron esfuerzos suficientes para aplicar la metodología de monocapas en la interfase 

O/W 61-63 y progresar en su estudio, debido a las amplias dificultades experimentales que 

implica. Se deben tomar estrictas precauciones para obtener presiones interfasiales precisas64 

y una buena reproducibilidad, además de que el proceso de difusión molecular en esta 

interfase presenta complejos problemas65,66. Sin embargo, en el contexto científico-

tecnológico actual y en pleno auge de la Nanobiotecnología, surge la oportunidad de 

revalorizar esta técnica y sus aplicaciones 67. 

I.5.2. Fundamentos teóricos  

Como se detalló en la sección I.2, una molécula anfipática presenta una región 

hidrofóbica y una región hidrofílica o cabeza polar y dependiendo de la estructura de su 

cabeza polar, el surfactante puede ser no-iónico, aniónico, catiónico o zwitteriónico68.  

Brevemente, el fundamento de la técnica de LF se basa en la optimización energética de 

estas moléculas anfipáticas en la interfase agua/aire (LFA/W) o en la interfase agua/aceite 

(LFO/W), donde las mismas orientan sus cadenas hidrocarbonadas hacia el aire (o hacia el 

aceite) y sus grupos polares al medio acuoso. Este fundamento básico es válido tanto para 

los LFA/W como para los LFO/W, no obstante, se debe considerar que, al tratarse de sistemas 

diferentes, el instrumental y la metodología experimental aplicada es disímil. Estas 

diferencias serán explicadas detalladamente en el Capítulo II y en esta sección se explicarán 

de manera general los fundamentos teóricos que validan a ambos sistemas. Debido a que el 

modelo de LFA/W presenta menor complejidad, se utilizará para ejemplificar los conceptos 

teóricos.  

Para comprender este modelo físico, se debe recordar que al ubicarse en una interfase 

agua/aire, los lípidos se comportan como surfactantes al producir una disminución de la 

energía libre de superficie, la cual puede cuantificarse mediante medidas de tensión 

superficial, 𝛾. La tensión superficial es la fuerza, debida a la atracción molecular no 

balanceada, que tiende a empujar las moléculas al interior de una fase líquida para minimizar 

el área de superficie expuesta. Si se considera un líquido, en equilibrio con su vapor, puede 

determinarse que existe una región donde la densidad de la materia, energía y entropía, 
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experimentan una transición. Esta zona se conoce como región interfasial y esta situación 

puede analizarse mediante la introducción de una superficie divisoria imaginaria 

matemáticamente69. 

Cuando la interfase es plana, y la superficie divisoria se ubica en la posición conocida 

como “superficie de tensión” puede ser demostrado que para cualquier variación del 

equilibrio es válida la Ecuación (3): 

donde la tensión superficial (γ) es la derivada parcial de la energía libre de Gibbs del 

sistema con respecto al área interfasial cuando la temperatura, la presión y las cantidades 

molares de todos los componentes en el sistema son constantes.  

Cuando se estudian monocapas insolubles sobre superficies líquidas, al igual que 

filmes adsorbidos, lo que puede medirse experimentalmente es la diferencia de la tensión 

superficial de la interfase limpia con respecto a la superficie con el filme lipídico. Esto 

permite introducir el concepto de presión superficial como la fuerza ejercida por el filme, 

permitiendo la simple interpretación de la tensión superficial en términos de fuerzas 

intermoleculares. Por lo que la presión superficial, π, puede considerarse como la reducción 

de la tensión superficial del líquido puro (interfase limpia) producida por la presencia del 

filme, según la Ecuación (4): 

 𝜋 =  𝛾0  −  𝛾 (4) 

donde 0 y  representan la tensión superficial o interfasial en ausencia o en presencia 

de una monocapa, respectivamente70. En el caso de una interfase A/W, π se define como 

presión superficial, mientras que en una interfase O/W como presión interfasial. 

En su configuración más básica, la balanza de Langmuir permite controlar el área 

superficial de la monocapa mediante la utilización de un sistema de barreras que varía su 

posición relativa para disminuir (comprimir) o incrementar (descomprimir) el área 

disponible de la cuba. Durante este proceso de compresión o descompresión y en función 

del área disponible para una cantidad conocida de moléculas de lípidos, el equipo permite 

medir la presión superficial mediante el método de la placa de Wilhelmy. La medición se 

realiza a temperatura constante, y el gráfico obtenido se denomina isoterma de presión 

 
𝛾 =  

𝜕𝐺

𝜕𝐴
|
𝑇,𝑃,𝑛𝑖

 (3) 
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superficial vs. área molecular promedio (π-MMA). De manera ilustrativa en la Figura 7 

puede observarse la configuración tradicional de este equipo cuando se estudian monocapas 

en la interfase A/W. 

Cuando el área disponible para la monocapa es grande, las interacciones entre las 

moléculas de fosfolípidos son débiles, debido a la gran distancia existente entre ellas. En 

estas condiciones, la monocapa puede ser considerada como un gas en dos dimensiones, y 

el efecto producido sobre la tensión superficial del agua es leve. Sin embargo, al reducir el 

área superficial disponible, se produce un aumento en la concentración de las moléculas por 

unidad de área, lo que se traduce en una disminución de la energía libre de superficie (tensión 

superficial) y se evidencia por un incremento en la presión superficial.   

Es importante destacar que, durante la compresión, la isoterma -MMA de 

monocapas mezcla de lípidos con otras moléculas, puede presentar cambios relativamente 

suaves en la pendiente o discontinuidades que pueden indicar la exclusión71-72 o la 

desorción73-74 de moléculas desde la interfase o un colapso parcial de componentes de la 

monocapa. Pero, en monocapas de lípidos puros,  como se ejemplifica en la Figura 8 75, estos 

cambios indican transiciones de fases (dependientes de la Tº) con distintos 

empaquetamientos laterales, permitiendo la existencia de cuatro estados diferentes: gaseoso 

(G), líquido expandido (LE), y dos estados condensados de distinta compresibilidad, el 

líquido condensado (LC) y el sólido (S). Eventualmente, la monocapa alcanza un punto de 

colapso, en el que se forman estructuras tridimensionales, y que se caracteriza por una rápida 

disminución de la presión superficial o un quiebre horizontal de la isoterma76. 

 

Figura 7. Monocapas en la 

interfase agua/aire. 

Representación gráfica de la 

balanza de Langmuir, indicando 

la orientación de los lípidos 

anfipáticos en la interfase A/W 

al formar una monocapa. Los 

mismos son sembrados 

mediante una microjeringa a 

partir de una solución en un 

solvente volátil. 
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I.5.3. Monocapas de Langmuir en la interfase agua/aceite  

Como se expuso en la sección I.4, las miniemulsiones de lípidos son dispersiones de 

aceite en agua estabilizadas por una capa interfasial de un tensioactivo y son sistemas 

comúnmente utilizados para encapsular, mantener y liberar moléculas de interés 

farmacológico. En este contexto, los filmes monomoleculares de Langmuir en la interfase 

líquido/líquido (LFO/W) se podrían utilizar como modelos experimentales para investigar el 

comportamiento dinámico de los tensioactivos en la interfase agua/aceite en una ME (ver 

Figura 9) y así aportar valiosa información para su diseño racional. La información obtenida 

a partir de LFO/W nos permitiría definir parámetros tales como la densidad molecular máxima 

de los tensioactivos, la composición molecular, la solubilidad mutua de los componentes en 

la interfase y el área molecular media de los componentes en función de la presión lateral 

interfasial.  

Figura 8. Esquema de una isoterma de presión superficial vs. MMA. 

Esquema ilustrativo de los distintos estados de fase que pueden presentarse a medida que 𝜋 aumenta: 

gaseoso, líquido-expandido, líquido-condensado y sólido (adaptada de ref. 75).  
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I.5.4. Técnicas asociadas a monocapas de Langmuir  

Las monocapas de Langmuir, se conocen desde hace 100 años aproximadamente, 

pero hasta hace unos 30 años sólo podían ser utilizadas para la medición directa de 

interacciones laterales de lípidos mediante el estudio de las isotermas π-MMA y diferencia 

de potencial eléctrico (V) vs. MMA. Esto permitió muchas discusiones sobre la estructura, 

la termodinámica y la orientación dipolar de las moléculas y sus grupos funcionales en la 

interfase; sin embargo, el área de la Biofísica encontró un gran avance en la década de los 

ochenta a través del desarrollo de nuevos métodos para caracterizar estos sistemas. Entre 

ellos se encuentran: diversas microscopias 77-80 , espectroscopias81-82, técnicas de dispersión 

de luz83-85 y la transferencia de filmes a soportes sólidos86-88, entre otros. De este modo las 

balanzas de Langmuir se convirtieron en plataformas versátiles que pueden acoplarse a otras 

técnicas experimentales para permitir una caracterización más detallada del objeto de 

estudio, siendo herramientas útiles en muchas áreas de la ciencia y la ingeniería89. 

Algunas de las técnicas más utilizadas y que serán explicadas con mayor detalle en 

el Capítulo II son:  

1. Microscopía de Ángulo de Brewster (BAM): esta técnica se basa en las propiedades 

de reflectividad de la luz en interfases. Su empleo permite el estudio de la topografía 

de los anfifilos en la interfase A/W in situ sin requerir del uso de sondas 

fluorescentes, además se pueden observar transiciones de fase en función de su 

diferencia de espesor y/o índice de refracción.  

En (a) puede observarse un dibujo ilustrativo de una partícula de emulsión dónde se destaca la 

interfase agua/aceite, que puede ser estudiada mediante (b), la técnica de monocapas de Langmuir 

en la interfase agua/aceite.  

Figura 9. Modelo de estudio de la interfase O/W en una partícula de emulsión. 
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2. Microscopía de Epifluorescencia (EFM): mediante la inclusión de una baja 

proporción (0,5-1 %mol/mol) de un lípido que contiene un grupo fluoróforo en una 

mezcla de lípidos de interés, se puede observar la coexistencia de fases en una 

monocapa de Langmuir. Estas sondas fluorescentes anfipáticas generalmente poseen 

grupos fluoróforos voluminosos por lo que tienden a particionar preferencialmente 

en la fase más expandida. Así, se puede distinguir entre fases expandidas que se 

observan más brillantes y fases más compactas o condensadas que se visualizan como 

zonas oscuras.  

3. Microscopía de Epifluorescencia Confocal Espectral: su fundamento se basa en la 

técnica de EFM, pero la ventaja de este tipo de microscopía es la posibilidad de 

realizar espectros de emisión de fluorescencia excitando la sonda fluorescente 

presente en la mezcla lipídica a distintas longitudes de onda. Esta información es de 

importancia cuando se utilizan sondas fluorescentes solvatocrómicas, cuyo espectro 

de emisión puede variar según el entorno (polar o apolar) en el que se encuentren 

estas moléculas. 

4. Monocapas/bicapas soportadas: una monocapa obtenida en una balanza de Langmuir 

puede ser transferida a un soporte sólido cuya superficie puede ser hidrofílica o 

hidrofóbica, para así obtener monocapas o multicapas altamente 

organizadas del anfifilo. Los métodos de transferencia más utilizados son Langmuir-

Blodgett (LB) o Langmuir-Schaefer (LS).  

Si la monocapa se encuentra a una presión superficial tal que las moléculas están 

suficientemente cercanas unas de otras, y la superficie del soporte sólido es adecuada, 

la monocapa puede transferirse cuantitativamente al sólido. Estos filmes depositados 

en una superficie permiten su posterior estudio mediante distintos tipos de 

microscopías, por ejemplo, microscopia de fuerza atómica (AFM) o microscopía de 

epifluorescencia (EFM) si la mezcla lipídica incluye una sonda fluorescente. 

I.6. Nanoemulsiones como plataformas para la 

encapsulación de drogas y enzimas 

En el contexto de la Nanobiotecnología, se ha impulsado el rápido desarrollo de 

técnicas que permiten la preparación de nanoportadores para aplicaciones que requieren de 

una encapsulación de alta eficiencia y del suministro controlado de medicamentos, 

colorantes, enzimas, entre otros90. Asimismo, el diseño de nanoportadores bio-sensibles que 
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puedan liberar fármacos en respuesta a estímulos del medio, como variaciones en el pH o 

potencial redox91 ha adquirido una gran importancia. En este sentido, la formulación de 

miniemulsiones (ME) ha ganado un creciente interés debido a que las características del 

sistema pueden ser modificadas de acuerdo con los requerimientos de la molécula a 

transportar y además pueden ser utilizadas como plataformas para llevar a cabo otras 

reacciones químicas92. 

En particular, la alta estabilidad de las gotas, garantizada por la combinación 

adecuada de fase acuosa, oleosa y surfactante, permite que cada una de estas gotitas sea 

considerada como un nanoreactor individual con potencial suficiente para que se realicen 

una gran variedad de reacciones de polimerización50, 93. Los ejemplos encontrados en la 

literatura van desde la polimerización radical controlada, la polimerización aniónica o 

catiónica, la polimerización enzimática y la reacción en cadena de la polimerasa hasta 

reacciones de poliadición y policondensación94. Este tipo de reacciones en la interfase 

líquido/líquido son de gran potencial en el área de la química sintética y se han convertido 

en plataformas importantes para la química moderna,  ya que en la mayoría de los casos las 

técnicas de formulación permiten el uso del agua como segunda fase51. Esto es una gran 

ventaja debido a la creciente preocupación medioambiental que demanda el uso de solventes 

y de productos químicos amigables con el medio ambiente95. 

 Si las condiciones son apropiadas, las partículas de emulsión iniciales funcionarán 

como moldes para dar origen a un sistema coloidal formado por partículas con un núcleo 

líquido y una cubierta polimérica. Estas partículas se denominan comúnmente como 

Nanocápsulas (NCs) y pueden sintetizarse a partir de polímeros sintéticos o naturales. En 

este contexto, la versatilidad que ofrece la química del silicato como precursor polimérico 

ha permitido la obtención de diversos nanoportadores funcionales mediante la modificación 

de las propiedades de su superficie externa. Esto se logra con derivados de silano funcionales 

que dan lugar a superficies reactivas que permiten una mayor conjugación química con 

ligandos de direccionamiento, así como variaciones en sus cargas superficiales y en su 

polaridad. Dado que es posible fusionar varias funcionalidades en un solo transportador, los 

materiales a base de sílice son muy buenas opciones para aplicaciones biomédicas96. 

Un caso que destaca la versatilidad de estos sistemas poliméricos son las estrategias 

basadas en la incorporación de puentes disulfuro. Las mismas han adquirido importancia en 

los últimos años debido a que el enlace disulfuro es un grupo funcional extremadamente 
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valioso en una variedad de procesos químicos y biológicos 97-99. Además, aquellos sistemas 

que incorporan este tipo de estrategia han demostrado un mayor rendimiento terapéutico, 

biocompatibilidad, estabilidad en el torrente sanguíneo y una alta eficiencia, ya que pueden 

llegar a su sitio de acción adecuadamente y el fármaco puede acumularse en concentraciones 

más altas en el tejido blanco 100. 

A causa de sus prometedores efectos terapéuticos, los nanoportadores para la 

administración dirigida de moléculas de interés farmacológico son un campo activo de 

investigación. Se espera que puedan llegar de manera específica a las células blanco, 

liberando controladamente la carga asignada y protegiéndola al mismo tiempo durante su 

camino al sitio de acción101-102. Sin embargo, para este tipo de aplicaciones, el nanoportador 

debe cumplir con importantes propiedades funcionales: necesita una gran capacidad de carga 

para aumentar el efecto terapéutico, debe evitar la absorción celular inespecífica y debe 

exhibir una adecuada vida media en circulación sanguínea para lograr una alta actividad 

específica en el tejido blanco. Además, el nanocontenedor debe ser biodegradable, pero sólo 

después de la absorción y liberación de las moléculas bioactivas en el sitio deseado103.  

Teniendo en cuenta todos estos requisitos, se puede considerar que las emulsiones 

son sistemas con gran potencial para convertirse en excelentes plataformas de liberación, 

pero su formulación no podrá ser perfeccionada si no se conocen suficientemente los 

fundamentos biofisicoquímicos que las regulan, y tampoco si no se presta atención a sus 

posibles aplicaciones en distintas áreas (biomédica, cosmética, alimentaria). Debido a esto, 

en el presente trabajo de tesis, se consideró oportuno demostrar también cómo un sistema 

nanoemulsionado puede ser de gran utilidad en el área de la biomedicina cuando es utilizado 

como una plataforma molde que sirve para la vehiculización de un fármaco modelo y a su 

vez para el diseño, la síntesis y la funcionalización de nanocápsulas de sílica. 
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I.7. Hipótesis 

“En micro y nanopartículas de base lipídica, la relación estructura/composición condiciona 

su estabilidad frente a las condiciones fisicoquímicas de su entorno y les confiere una 

dinámica que se puede modelar mediante estudios en filmes de Langmuir”. 

I.8. Objetivos 

I.8.1. Objetivo general 

A partir de conceptos sobre dinámica de la organización supramolecular de mezclas 

constituidas por fosfolípidos y aceites, evaluar su capacidad, para formar nanopartículas que 

permitan encapsular, mantener y liberar controladamente moléculas de interés 

farmacológico. 

I.8.2. Objetivos específicos 

1. Evaluar el comportamiento termodinámico y reológico de fosfolípidos en la interfase 

aceite mineral/agua. 

2. Definir condiciones en las que mezclas aceite mineral-agua en la interfase agua/aire 

permitan observar y analizar termodinámicamente la emergencia de la interfase 

líquido/líquido y su evolución espacial.  

3. Correlacionar las propiedades moleculares de monocapas en la interfase líquido/líquido 

con el comportamiento de partículas de emulsión de aceite mineral estabilizadas con 

fosfolípidos, dispersas en agua. 

4. Formular partículas de emulsión, capaces de funcionar como microreactores para la 

síntesis interfasial de silicatos, destinadas a la fabricación de nanocápsulas sólidas, con 

corazón hidrofilico o hidrofóbico. 

5. Evaluar la capacidad de las nanocápsulas para atrapar moléculas y liberarlas en respuesta 

a un estímulo externo.  
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“Estamos siempre al borde de lo desconocido, y tratando 

de entender lo que no se puede entender.” 

  Isaac Asimov (Las bóvedas de acero). 

 

Capítulo II  
Materiales y Métodos 

 
 

II.1. Materiales 

II.1.1. Monocapas de Langmuir en interfase O/W y A/W 

Los fosfolípidos 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), L-α-

fosfatidilcolina de huevo (EPC) y los lípidos fluorescentes 1-palmitoil-2-12-[(7-nitro-2-1,3-

benzoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (NBD-PC) y L-α-

fosfatidiletanolamina-N-(lisamina rodamina B sulfonil) (Sal de amonio, transfosforilada de 

huevo de gallina; Rhod-PE) fueron adquiridos de Avanti Polar Lipids (Alabama, USA).  

Mientras que la sonda fluorescente 5H-benzo [α] fenoxazin-5-ona, 9- (dietilamina), Rojo de 

Nilo (NR) fue adquirida de Sigma-Aldrich (ver Figura 10a - e). 

Las soluciones de lípidos puros y mezclas utilizadas en esta tesis se solubilizaron en 

cloroformo a una concentración de aproximadamente 1mM. Los solventes utilizados fueron 

de grado analítico (99% puros) y utilizados sin una purificación adicional. El agua se purificó 

mediante un sistema de doble deionización para producir un producto con una conductancia 

de ~ 0,0 ± 0,1 μS/cm.  

El aceite mineral (Vaselina, VAS), conocido comercialmente como Petrolato 

Líquido de grado técnico de viscosidad 70/80 SSU (o 10/15 cP), fue adquirido de 

VASEPLUS S.A. (Buenos Aires, Argentina) con una composición no informada por el 

fabricante. Por este motivo, se realizó su análisis mediante cromatografía gaseosa acoplada 

a espectrometría de masas (CG-MS), espectroscopia de resonancia magnética nuclear 

(RMN) de 1H-RMN y 13C-RMN - DEPT 135° cuyos resultados se detallan en el Capítulo 

III. Pudo determinarse que el stock de aceite mineral utilizado estaba compuesto por alcanos 

saturados con una longitud de cadena entre 19 y 29 átomos de carbono (25 ± 3 C) y una masa 

molecular media de 347 ± 9 g/ mol.  
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II.1.2. Nanoemulsiones y Nanocápsulas 

Para la preparación de la fase oleosa, se utilizaron distintas sustancias: cloroformo 

(Sigma-Aldrich, ≥99%), diclorometano (Sigma-Aldrich, ≥99.8%), vaselina (VASEPLUS 

S.A), hexadecano (HD, Sigma-Aldrich, 99%), aceite de oliva (Sigma Aldrich, altamente 

refinado, de baja acidez), ciclohexano (Sigma-Aldrich, 99.5%).  

Para el proceso de síntesis y purificación de nanoemulsiones y nanocápsulas de sílica, 

el medio acuoso empleado fue agua desionizada con resistividad de 18,2 MΩ.cm (a 25° C) 

obtenida de un purificador Milli-Q® (Millipore). Los surfactantes utilizados incluyen: 1,2-

Dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocolina (DPPC, Avanti Polar Lipids), cloruro de 

cetiltrimetilamonio (CTMA-Cl, Acros Organics, 99%), bromuro de cetiltrimetilamonio 

(CTAB, Cicarelli) y Lutensol AT50 (BASF) *. Sus estructuras químicas se presentan en la 

Figura 11 a-c.  

 

* El Lutensol AT50 es un tensioactivo no iónico. La familia de compuestos está constituida por éteres 

de alquil- polietilenglicol formados a partir de un alcohol de C16-C18 saturado lineal. Se ajustan a la siguiente 

fórmula general: RO-(CH2CH2O)xH, donde R = alcohol C16-C18 saturado lineal, x = 11, 13, 18, 25, 50 u 80. 

El número en el código alfanumérico indica el grado nominal de etoxilación. 

a) DPPC. b) EPC. Al ser una mezcla en las que el largo y la insaturación de las cadenas puede 

variar, se muestra la estructura mayoritaria. c) NBD-PC. d) Rojo de Nilo (NR). e) Rhod-PE, se 

muestra la estructura que predomina mayoritariamente.   

Figura 10. Estructura de lípidos y sondas fluorescentes.  
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Los precursores utilizados para la síntesis de nanocápsulas fueron: Tetraetoxisilano 

(TEOS, Alfa Aesar, 98%), Bis[3-(trietoxisilil)propil] tetrasulfuro (TESPT, Sigma-Aldrich, 

90%), Bis[3-(trietoxisilil)propil]disulfuro (TESPD, Gelest, 90%). Como droga modelo para 

estudiar su encapsulación se utilizó Dexametasona (DXM, Sigma-Aldrich, ≥98%), y como 

agente reductor se escogió L- Glutatión (GSH, Appli Chem, ≥97%). Sus estructuras 

químicas se ilustran en la Figura 11 d-h.  

 

II.2. Métodos 

II.2.1. Determinación de la composición de Vaselina (VAS) 

II.2.1.1. Análisis espectroscópico mediante Resonancia Magnética 

Nuclear (RMN)  

Todos los materiales de partida se encontraron disponibles comercialmente, los 

disolventes se destilaron y se secaron antes de su uso. Las soluciones para los experimentos 

de RMN se prepararon disolviendo muestras de VAS en cloroformo deuterado (CCl3D).  

Los espectros de RMN 1H, 13C y DEPT 135º se registraron en un espectrómetro 

Bruker Advance II-400 (1H a 400,13 MHz y 13C a 100,03 MHz), dónde los desplazamientos 

Figura 11. Estructuras químicas de las sustancias utilizadas en la preparación de emulsiones.  

Se ilustran las estructuras químicas, de los surfactantes: a) CTMA-Cl. b) CTAB. c) Lutensol AT50. 

De los precursores de sílica: d) TEOS e) TESPT. f) TESPD. De la droga modelo: g) DXM. Del 

agente reductor: h) GSH. 
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químicos se reportan en partes por millón (ppm) a partir de la señal de referencia 

correspondiente al Tetrametilsilano (TMS).  

II.2.1.2. Análisis mediante cromatografía de gases-espectrometría 

de masa (CG-MS) 

El aceite mineral utilizado también se caracterizó por espectrometría de masa 

(Varian Saturn 2200) con un cromatógrafo de gases CP3800. La columna utilizada fue HP-

5MS, de 30 m de longitud, 0,25 mm de diámetro interno, 0,25 µm film. El gas utilizado fue 

Helio, con un flujo constante de 1,0 mL/min. La temperatura del inyector fue de 300 ºC. El 

analizador de masas fue una trampa de iones, a una corriente de ionización de 5 µA y con 

un rango de escaneo m/z de 10 a 650. La temperatura de la trampa de iones fue de 200 °C y 

la línea de transferencia se estableció a 250 °C. 

II.2.2. Experimentos en Filmes de Langmuir y Langmuir-

Blodgett 

En el presente trabajo, los filmes monomoleculares fueron preparados y 

monitoreados cómo se ha descrito anteriormente 67, 104 utilizando un equipo Minitrough II 

(KSV Instruments Ltd., Finland). La configuración experimental incluyó cubas de Teflon TM 

y barreras de Delrin TM con diseños acordes al tipo de filme a ser estudiado; en la interfase 

agua/aire (A/W) o en la interfase aceite/agua (O/W).  

Las monocapas se comprimieron isométricamente a una velocidad de 2 Å2.molécula-

1.min-1 (4 mm/min) hasta alcanzar una determinada presión. Adicionalmente, se probó una 

velocidad de compresión menor de 1 Å2.molécula-1.min-1 (2 mm/min) y se obtuvieron 

resultados idénticos.  

La señal correspondiente al área de superficie (determinada de acuerdo con la 

posición relativa de las dos barreras de compresión) y a la presión lateral superficial (π) 

determinada mediante el método de la placa de Wilhelmy (lámina de Pt de 5 mm de ancho 

x 20 mm de largo x 0,025 mm de espesor) fueron medidas automáticamente por el equipo y 

registradas utilizando un software específico. La reproducibilidad del método se encuentra 
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entre ± 0,1 nm2 y ± 1 mN/m para el área molecular y la presión de superficie, 

respectivamente.   

Antes de cada experimento la cuba se limpió repetidas veces con Etanol 96% y se 

enjuagó con agua bidestilada. La ausencia de impurezas tensioactivas en los solventes puros 

y en la solución de subfase (agua bidestilada) se verificó antes de cada experimento 

reduciendo el área de superficie disponible a menos del 10% de su valor original. Este control 

se realizó siempre después de haber esperado un tiempo prudencial para que las posibles 

impurezas que podrían haber estado presentes en cantidades traza se adsorbieran a la 

interfase. 

Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente, controlando que la 

misma fuera de 24±1 ºC. Por el contrario, cuando se realizaron isotermas en función de la 

temperatura, se utilizó un baño con circulación (Julabo GmbH) acoplado al equipo de 

monocapas, donde la temperatura fue regulada entre 15,0±0,1 ºC y 35,0±0,1 ºC.  

II.2.2.1. Monocapas en la interfase agua/aire (A/W) 

En los experimentos con monocapas en la interfase A/W 104, se utilizó una cuba 

rectangular con un área total de 274 cm2 (36,5 cm de longitud, 7,5 cm de ancho y 0,75 cm 

de profundidad), con dos barreras móviles colocadas en el borde superior de la cuba. Entre 

5 y 60 μl de una solución clorofórmica de lípidos se sembró sobre una subfase de agua 

deionizada. Se esperó aproximadamente 5 minutos para la evaporación del solvente antes de 

comenzar la compresión (ver Figura 7, Capítulo I, Sección I.5.2).  

II.2.2.2. Monocapas en la interfase aceite/agua (O/W) 

En el caso de los experimentos con monocapas en la interfase O/W, se utilizó una 

cuba rectangular especialmente diseñada y adaptada para el equipo de monocapas disponible 

en nuestro laboratorio. El diseño de esta cuba fue un desafío muy importante en esta tesis, 

ya que hasta nuestro conocimiento no hay ningún equipo como éste disponible en Argentina 

67. Este diseño fue de mi autoría y se basó principalmente en las características de la cuba 

descripta por Zhang et al. 63. 
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En la Figura 12, pueden observarse sus dimensiones y características únicas para 

permitir el estudio adecuado de monocapas en la interfase líquido-líquido. Su área total es 

de 231 cm2, (31,2 cm de largo y 7,4 cm de ancho) con un escalón interno de 0,5 cm para 

asentar las dos barreras y marcar el límite de altura de la fase inferior. Las barreras fueron 

construidas con canales espaciados cada 0,5 cm para permitir que la fase superior fluya 

libremente y el proceso de compresión transcurra correctamente 105.  

Es importante destacar que en la interfase O/W, la placa de Wilhelmy suspendida de 

la microbalanza se encuentra parcialmente sumergida en la fase acuosa y en la fase aceite 64. 

Por lo tanto, para garantizar mediciones estables la placa de Pt debe humedecerse 

previamente en el solvente más denso. 

En la preparación de monocapas lipídicas se evaluaron diferentes técnicas de 

siembra, para obtener monocapas adsorbidas (AM) o esparcidas (SM, por su denominación 

en inglés “spread monolayers”) 106.  

Las AM se prepararon sembrando una disolución de fosfolípidos en la interfase 

aceite/aire (AMA/O) o en la interfase aceite/agua previamente formada (AMO/W) (ver Figura 

13 a, b). Por el contrario, para formar monocapas tipo SM, primero se sembró la disolución 
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Figura 12. Cuba de Langmuir para interfases líquido/líquido.  

a) 

(a) Fotografía de la cuba diseñada y adaptada para el equipo de monocapas de nuestro laboratorio. 

(b) Fotografía donde se observa en detalle las barreras y su posición. (c) Esquema gráfico de la 

cuba indicando sus dimensiones. (d) Representación del sistema experimental, indicando la 

ubicación de la monocapa lipídica en la interfase aceite/agua. 

b) 

c) 

d) 
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en la interfase A/W y luego de una espera de 10 minutos, para permitir la evaporación del 

solvente, se colocó el aceite cuidadosamente utilizando una pipeta Pasteur para obtener la 

interfase O/W (Figura 13c).  Es importante destacar que en el método AMA/O, el surfactante 

anfipático sembrado sobre la fase superior no debería ser estable en la interfase aceite/aire y 

debería ser insoluble en la fase aceite para asegurar que todas las moléculas depositadas 

puedan alcanzar la interfase O/W. 

 

II.2.2.3. Filmes de Langmuir-Blodgett (LB)  

Una ventaja muy útil de las monocapas de Langmuir es que pueden ser transferidas 

cuantitativamente a soportes sólidos, esto permite una mejor visualización de la topografía 

de la monocapa mediante diversas técnicas de microscopía, así como, la posibilidad de 

preparar multicapas altamente organizadas del anfifilo para otros fines.  

En particular, la técnica de Langmuir-Blodgett es una de las más utilizadas y fue 

introducida por primera vez por Irving Langmuir en 1920, dónde describió el proceso de 

transferencia de una monocapa a una superficie sólida, sin embargo, su aplicación y 

completa descripción fue posible gracias a la contribución de su colaboradora Katharine 

Figura 13. Preparación de monocapas con 

diferentes métodos de siembra. 

Preparación de monocapas adsorbidas (AM) (a, b) 

y esparcidas (SM) (c) en la interfase O/W.  

La solución lipídica se depositó sobre la fase 

superior (a), en la interfase O/W después de 

preparar el sistema bifásico líquido-líquido (b) o se 

extendió sobre la interfase A/W antes de verter el 

aceite para obtener la interfase O/W (c). 

Inserciones: (a) las moléculas de fosfolípido 

difunden radialmente tanto en el volumen de la 

fase aceite como a lo largo de la interfase O/W;  

(b) y (c) la difusión radial se produce 

bidimensionalmente a lo largo de las interfaces 

O/W o A/W, respectivamente.  
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Blodgett, con quien trabajaba107. Esta técnica puede aplicarse a sustratos hidrofílicos o 

hidrofóbicos108-109, y permite la obtención de monocapas transferidas que son estables en 

contacto con el aire como se esquematiza en la Figura 14a.  

La presión superficial y la temperatura de la monocapa deben ser controladas para 

asegurar que el filme se encuentre en un estado estable y condensado, ya que la organización 

molecular resultante del filme de Langmuir-Blodgett (LB) dependerá de las condiciones 

iniciales. La cantidad y calidad de la monocapa depositada sobre un soporte sólido puede 

aproximarse mediante el cálculo de la Transferencia Acumulada (TA) que se define como el 

cociente entre el área de monocapa transferida (medida como la disminución del área de la 

monocapa comprendida entre las barreras, necesaria para mantener la  constante) y el área 

total del sustrato. Por otro lado, la Transferencia relativa (TR) informa sobre el movimiento 

de las barreras y está representada por una línea recta con valores de ordenadas que van de 

0 a 1 110. De modo que, para una Transferencia total ideal, TR = 1. Esta relación puede 

observarse en la Figura 14b, donde se presenta un ejemplo de los resultados obtenidos de 

una transferencia en función del tiempo. 

En el presente trabajo, los experimentos se realizaron con monocapas mezclas de 

DPPC/VAS0.2x conteniendo una de las sondas fluorescentes, Nile Red o NBD-PC, al 1% 

mol/mol para su posterior visualización por Microscopía de Epifluorescencia. Las 

transferencias se realizaron a soportes de vidrio tipo cubre objeto de 20 x 20 mm de lado. 

Los mismos fueron previamente tratados con una solución sulfonítrica por 12h. con el 

a) Esquematización del método de transferencia de Langmuir-Blodgett. b) Gráfico de transferencia 

relativa (rojo) y transferencia acumulada (azul) en función del tiempo. La transferencia se lleva a 

cabo a presión constante y el software permite constatar la eficacia de la transferencia. 

Figura 14. Técnica de Langmuir-Blodgett. 
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objetivo de asegurar la eliminación de residuos orgánicos e incrementar su hidrofilicidad. La 

temperatura de trabajo fue de 24 ± 1 ˚C, la presión lateral de transferencia se mantuvo 

constante a 15,0 ±0,1 mN/m y la velocidad de compresión fue de 2 Å2.molécula-1.min-1 (4 

mm/min).  

II.2.3. Análisis teóricos  

II.2.3.1. Área molecular promedio y presión superficial o interfasial 

Las isotermas de compresión fueron informadas en gráficos de presión superficial o 

interfasial (π) vs. área molecular promedio (MMA). Donde la MMA de los fosfolípidos a 

distintas presiones superficiales se calculó dividiendo el área de la cuba confinada entre las 

dos barreras por el número de moléculas sembradas en la interfase.  

En el caso de las isotermas en la interfase O/W, como se discutirá en los siguientes 

capítulos, los valores de MMA no pueden calcularse de un modo preciso debido a que la 

monocapa de fosfolípidos debe considerarse una mezcla pseudo-binaria de fosfolípido y 

vaselina. Debido a esto, los valores se informan como áreas moleculares promedio aparentes 

(MMAap).  

Los cálculos de π, son obtenidos automáticamente por el software del equipo de 

monocapas, sin embargo los valores iniciales de tensión superficial o interfasial (0) son a 

25°C: 0,A/W = 71,9 ± 0,4 mN/m para la interfase limpia A/W111 y 0,O/W = 37 ± 2 mN/m para 

la interfase limpia O/W donde O es el aceite mineral, VAS en el presente trabajo. 

II.2.3.2. Módulo de compresibilidad (K) 

Las monocapas lipídicas pueden existir en diferentes estados de fase dependiendo de 

la temperatura y del grado de empaquetamiento molecular asociado a la presión superficial 

a la que se encuentren. Distintos estados de fase implican diferentes grados de libertad u 

orden molecular debido a las fuerzas intermoleculares presentes en el filme y entre el filme 

y la subfase. Es por ello que, para poder analizar el comportamiento de fase de los filmes, se 

calculó el módulo de compresibilidad (K) según58:  

 
𝐾 =  −𝐴 (

𝑑𝜋

𝑑𝐴
)
𝑇
 (5) 
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Donde A representa el área total de la monocapa, y la dπ/dA fue obtenida a partir de 

los datos de los experimentos regulares de compresión para isotermas de Langmuir. 

Este parámetro es un elemento importante para estimar el estado de fase de las 

monocapas lipídicas. Si se considera un estado de fase condensado (LC) donde las moléculas 

se encuentran acomodadas con un alto grado de empaquetamiento, se registra un alto módulo 

de compresibilidad; es decir que el filme reacciona a la compresión con un gran aumento de 

presión. Por el contrario, en un estado tipo líquido expandido (LE), donde las moléculas que 

forman el filme presentan menor interacción molecular y mayor fluidez, el módulo de 

compresibilidad determinado es bajo, ya que se producen cambios moderados en la presión 

superficial a medida que el área molecular disminuye. 

Es importante tener en cuenta que en el caso de monocapas de EPCO/W o DPPCO/W, 

así como en las mezclas pseudo-binarias EPC/VASA/W o DPPC/VASA/W, los cálculos se 

realizaron considerando una MMA aparente, por lo que K se considerará también como un 

módulo de compresibilidad aparente. 

II.2.3.3. Análisis termodinámico 

La energía libre de compresión (Gcomp) representa operativamente el trabajo 

bidimensional involucrado en reunir las moléculas formadoras del film desde un estado de 

bajo empaquetamiento (por ejemplo,   2 mN/m) hasta una determinada condición de 

empaquetamiento molecular112. Por lo que, Gcomp puede calcularse como: 

 
∆𝐺𝑐𝑜𝑚𝑝 = −∫ 𝜋𝛿𝐴

𝐴𝑖

𝐴0

 (6) 

El área molecular (A) se puede utilizar como MMA y, por lo tanto, el Gcomp se puede 

calcular como el área bajo la curva de la isoterma de compresión comprendida entre ciertos 

límites. En el presente trabajo, se tomó A0 y Ai como el MMA a 2 y 20 mN/m, 

respectivamente. En el caso de monocapas de DPPC dónde se observó una transición de fase 

a lo largo de la compresión, el valor de Gcomp se calculó mediante la Ec. (6) integrando 

entre 83 a 105 y 55 a 76 Å2 /molécula para monocapas DPPC en VAS/W y A/W, 

respectivamente. 
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II.2.3.4. Cinética de difusión de los fosfolípidos (PL) en la interfase 

O/W 

Después de agregar una determinada cantidad de moléculas de PL en la interfase 

O/W, la   sigue una evolución temporal ( (t)) desde un valor inicial 0 a tiempo t = 0 hasta 

alcanzar un valor de equilibrio eq o max cuando t   . Resultando en un incremento 

máximo en  (∆max), como se describe en la Ec. (7):  

 𝜋(𝑡) = 𝜋0 + ∆𝜋𝑚𝑎𝑥 . (1 − 𝑒
−𝑘𝑡)   (7) 

 

El perfil de (t) dependerá de la cantidad de moléculas de PL que alcancen la 

interfase y sean detectadas por la placa de Wilhelmy. Por lo tanto, el perfil de (t) se verá 

afectado por la magnitud de los coeficientes de difusión bidimensionales de los PL a lo largo 

de la interfase correspondiente: la interfase O/W en el caso del método de preparación para 

AMO/W y para ambas interfaces A/O y O/W, en el caso del método utilizado para AMA/O (ver 

recuadros en Figura 13 a y b). 

Si el método de preparación es AMA/O la velocidad de difusión de los PL (VPL) a 

través de la fase superior también debe tenerse en cuenta (Inserto en Figura 13a). La VPL 

dependerá del coeficiente de difusión 3D de los PL en el aceite (DPL), del gradiente de 

concentración de los PL a través de la fase aceite ([PL]O) y del espesor de dicha fase (hO).  

 
𝑉𝑃𝐿 = 𝐷𝑃𝐿 .

∇[𝑃𝐿]𝑂
ℎ𝑂

 (8) 

En el caso de la difusión lateral en la interfase, el parámetro DPL en la Ec.(8) se 

referirá al coeficiente de difusión 2D de las moléculas de lípidos (DO/W, PL), mientras que 

[PL]O y hO deben ser considerados como el gradiente de densidad molecular por unidad 

de superficie y la distancia desde el punto de siembra hasta el sensor, respectivamente. 

La información sobre D y hO se encuentra en el valor de la constante cinética k (Ec. 

(7)). Considerando la relación de Einstein, D = kBT/λ, la difusión 2D entre dos fases líquidas 

puede definirse como DO/W,PL la cual se encuentra relacionada a la viscosidad de ambas fases 

ηagua (1 cP) y ηaceite (1.9 cP para VAS)113 a través de la ley definida por la Ec. (9) 114: 
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 𝐷𝑂 𝑊⁄ ,𝑃𝐿 ~ (𝜂𝑎𝑔𝑢𝑎 + 𝜂𝑎𝑐𝑒𝑖𝑡𝑒)
−0.85

 (9) 

Además, un término modificado para la resistencia hidrodinámica λ = 8(η1 + η2)r  en 

la relación de Einstein se ha verificado experimentalmente como un modelo preciso para 

objetos lipídicos con radio r en una monocapa lipídica entre dos medios viscosos con 

viscosidades η1 y η2
115. 

Cabe destacar, que la complejidad del fenómeno de la difusión de lípidos en la 

interfase líquido-líquido reside en el hecho de que [PL]O y r cambian continuamente en la 

compresión, así como en la adsorción, dependiendo del tipo de experimento.  

Teniendo en cuenta que 1J = 10-3 cP.m3.s-1 y considerando la constante de Boltzmann 

kB ≈ 1,38064852 × 10 − 23 J/K; T expresada en K,  en cP y R en Å se deduce que D resulta: 

D ∼  
1.7258.10−11 × T

[(𝜂1 + 𝜂2). 𝑟] 
 (m2/s) o D ∼  

0.17258 × T

[(𝜂1 + 𝜂2). 𝑟] 
 (µm2/s) 

II.2.3.5. Análisis de miscibilidad de componentes en monocapas  

Como se explicará más adelante, en el sistema de monocapas en la interfase líquido-

líquido la monocapa de fosfolípidos puros sembrada en esta interfase se encuentra en 

contacto permanente con las moléculas del solvente de la fase superior. Por lo tanto, el 

comportamiento observado en las isotermas de π vs. MMA en este sistema se corresponde 

al de una monocapa mezcla, que presenta contribuciones debidas a más de un componente. 

Esta situación, conlleva el estudio obligatorio de mezclas pseudobinarias, en la interfase 

agua-aire, constituidas por diferentes fracciones molares del fosfolípido y del aceite utilizado 

como fase superior en los experimentos de líquido-líquido.  

En cualquier caso, puede considerarse que las propiedades de una monocapa en la 

que dos componentes son inmiscibles reflejarán una suma proporcional de las propiedades 

de cada componente por separado. Se podría pensar al filme como si estuviera constituido 

por dos monocapas individuales, que deben estar en equilibrio entre ellas. De modo que el 

área ocupada por ambas monocapas combinadas debería ser equivalente a la suma ponderada 

de las áreas de los filmes individuales a una determinada presión superficial69 según:  

 𝐴12 = [𝑥1𝐴1 + 𝑥2𝐴2]𝜋 (10) 
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donde 𝐴12 es el área molecular promedio de la monocapa de la mezcla lipídica, 𝑥1 y 𝑥2 son 

las fracciones molares de los componentes individuales, y A1 y A2 representan las áreas 

moleculares de los componentes puros 1 y 2 a la misma presión superficial.  

Es importante destacar que si los componentes se mezclaran idealmente 

(interacciones en la mezcla iguales a las que existen en los sistemas puros, y entropía de 

mezcla ideal), el área de mezcla también puede explicarse a partir de la Ec. (10). De esta 

manera, si se grafica 𝐴12 en función de 𝑥1 para una mezcla ideal o para un sistema inmiscible, 

se debería obtener una línea recta. Cualquier desviación de los valores experimentales de 

esta relación de idealidad, indica la mezcla parcial o total de los componentes con 

interacciones no ideales. 

II.2.4. Técnicas para la caracterización superficial y 

análisis de imágenes en filmes de Langmuir 

II.2.4.1. Microscopía de ángulo de Brewster (BAM) 

La exploración de la estructura bidimensional de las monocapas de Langmuir se 

realizó utilizando microscopia de ángulo de Brewster (BAM). Esta técnica permite la 

visualización de films ultradelgados, en el orden de los nanómetros de espesor, basándose 

en las propiedades de reflectividad de la luz en interfaces 116.  

Debe considerarse que cuando un haz de luz incide en una interfase, una parte de esta 

es reflejada. De modo que, la reflectividad (R) puede entenderse como la relación entre la 

fracción de radiación reflejada (IR) por una superficie con respecto a la radiación incidente 

(I0) según:  

 
𝑅 =  

𝐼𝑅
𝐼0
   (11) 

Para una interfase de Fresnel comprendida entre dos medios isotrópicos de diferente 

índice de refracción 1 y 2, existe un ángulo donde el valor del coeficiente de reflexión se 

hace cero y una onda incidente polarizada verticalmente es totalmente refractada. Este 

ángulo, se denomina ángulo de Brewster y se define según:  

http://es.wikipedia.org/wiki/Reflexi%C3%B3n_(f%C3%ADsica)
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 tan 𝜃𝐵 = 
𝜂2
𝜂1

 (12) 

Donde θB es el ángulo de Brewster, 1 es el índice de refracción del medio 1 (aire) y 

2 el índice de refracción del medio 2 (agua).  Así, la técnica de BAM se basa en el principio 

de reflectividad cero en la interfase agua/aire para un haz de luz linealmente polarizado cuyo 

ángulo de incidencia coincide con el de Brewster (θ = 53º). En presencia de una monocapa 

en la superficie, el índice de refracción de los medios será diferente y la reflectividad será 

distinta de cero. Esto permite que la luz reflejada sea utilizada para formar una imagen de la 

estructura bidimensional de la monocapa, debido a la diferencia en el índice de refracción 

entre la monocapa y la subfase y a su vez entre las distintas fases lipídicas que pueden estar 

coexistiendo lateralmente en la monocapa (ver Figura 15a).  

II.2.4.1.1. Adquisición de la imagen 

Las monocapas de Langmuir fueron observadas por BAM durante la compresión y 

descompresión utilizando un Elipsómetro EP3† (Accurion, Goettingen, Germany) con un 

objetivo de 20X (Nikon, NA 0.35), como puede observarse en la Figura 15b. La reflexión 

mínima se estableció con un láser polarizado de 532 λ incidente sobre la superficie acuosa 

limpia en el ángulo de Brewster calibrado experimentalmente (~ 53.1°). Para una mejor 

visualización, se seleccionó el nivel de gris de 0 a 70 (de la escala original de 0 a 255) para 

mantener la relación entre el nivel de gris y el espesor del filme. Para poder cuantificar la 

reflectividad de los puntos brillantes, el obturador láser y la ganancia de señal se ajustaron 

para lograr imágenes no saturadas.  

La post-edición de las imágenes se realizó con el software Fiji (http://fiji.sc/Fiji, 

Biomedical Imaging Group, EPFL). 

 

† Este microscopio pertenece al “Centro de Microscopía Óptica y Confocal Avanzada de Córdoba” 

(CEMINCO), integrado al “Sistema Nacional de Microscopía (SNM-MINCyT), Argentina. 

http://fiji.sc/Fiji
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II.2.4.1.2. Cálculos de la altura (h) de lentes observadas por BAM 

en monocapas EPC/VAS 

Como se explicará en los Capítulos IV y V, durante la compresión de algunas mezclas 

pseudobinarias de lípido/vaselina se observó mediante BAM la aparición de puntos brillantes 

de alta reflectividad, a los cuales se hace referencia en esta tesis como lentes o gotas.  

La altura de las gotas (h) es un parámetro que puede ofrecer información útil para 

describir su comportamiento y evolución durante ciclos de compresión-descompresión. Para 

realizar esta medición se analizaron imágenes de BAM obtenidas de monocapas constituidas 

por mezclas de distintas composiciones de lipido y vaselina. Las imágenes se tomaron a 

diferentes  a lo largo de dos ciclos de compresión-descompresión dentro del rango de 1-20 

mN/m. De cada imagen de BAM se seleccionaron al menos 5 lentes distribuidas al azar y se 

midieron sus valores de reflectividad.  

El cálculo de h se basó en el procedimiento descrito por Mercado et. al 117. A partir 

del valor de reflectividad (Rp) de la luz incidente con  = 530 nm sobre una sola lente, y de 

acuerdo con la Ec. (13), dónde , 1 y 2 corresponden a los índices de refracción de la lente 

(1.47), del aire (1) y de la subfase (1.33), respectivamente, y B es el ángulo de Brewster 

experimental.  

 

ℎ =
√𝑅𝑝

sin(2𝜃𝐵 − 90)

(

 
𝜋√1

2 + 
2
2(

1
2 − 2)(

2
2 − 2)

(
1
2 − 

2
2)2

)

 

−1

 (13) 

Figura 15. Microscopía de ángulo de Brewster. 

a) Representación gráfica de la técnica de BAM. b) Fotografía del equipo de monocapas utilizado 

acoplado a BAM. 
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II.2.4.2. Microscopía de Epifluorescencia (EFM) 

La estructura lateral y organización de monocapas lipídicas en la interfase agua-aire 

también puede ser estudiada por otras técnicas, como la microscopía de fluorescencia. Esta 

última permite el estudio de la estructura lateral (fases condensadas y líquido expandidas) 

de la monocapa en escalas submicrométricas. A diferencia de la técnica de BAM, para 

realizar estos experimentos debemos introducir en nuestro sistema una fracción de moléculas 

fluorescentes, que generalmente consisten en una molécula de lípido marcado 

covalentemente con un fluoróforo de carácter anfifílico.  Estas sondas fluorescentes se 

insertan en la monocapa y muestran una partición favorable hacia alguna de las fases que 

coexisten en la monocapa, brindando diferentes mecanismos de contraste necesarios para 

visualizar y caracterizar los dominios en el plano lateral de la monocapa10.  

En este trabajo se utilizaron filmes de LB de la mezcla DPPC/VAS0.2x, A/W con las 

sondas fluorescentes Rojo de Nilo o NBD-PC al 1% mol/mol. La sonda NR es 

solvatocrómica, esto significa que sus espectros de excitación y de emisión cambian 

dependiendo de la polaridad del medio. Mientras que, la sonda NBD-PC (λmax
exc = 464 nm, 

λmax
em = 531 nm) particiona preferentemente en la fase más expandida, esto conlleva que las 

fases condensadas se visualicen más oscuras en contraste con un fondo más brillante debido 

a que la sonda fluorescente muestra una partición favorable en la fase líquido-expandida. 

Además, se realizaron experimentos de EFM en monocapas de DPPC pura en la 

interfase A/W y O/W. Para ello, se montó un equipo de monocapas (KSV Mini-systems) 

sobre la plataforma de un microscopio invertido y se sembraron mezclas de DPPC con 0,3% 

de Rhod-PE o con 0,5% de NBD-PC. La sonda fluorescente Rhod-PE (λmax
exc = 560 nm, 

λmax
em = 583 nm) también es anfipática, posee un grupo fluoróforo voluminoso y particiona 

preferentemente en la fase más expandida de una monocapa. El área de las cubas de 

Langmuir utilizadas para la interfase A/W y O/W fueron de 99,45 cm2 y 109,62 cm2 

respectivamente. Además, ambas tenían una ventana de cuarzo de 35 mm de diámetro en su 

base, lo que permitió la observación de la monocapa72. Las imágenes se tomaron a π 

constante (5, 10, 15, 25 o 35 mN/m) mediante la aplicación de un mecanismo automático 

continuo de compensación de π que permitió el control del área durante el registro de las 

isotermas. 
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El equipo utilizado fue un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse TE2000-

U (Tokyo, Japan), con un objetivo de 40x en el caso de la observación de filmes LB y con 

un objetivo de 20x de larga distancia de trabajo para la observación de monocapas de 

Langmuir. La morfología de las monocapas se registró con una cámara color Nikon DS-5M 

con una resolución de hasta 2560–1920 pixeles en modo Captura. La post-edición de las 

imágenes se realizó con el software Fiji (http://fiji.sc/Fiji, Biomedical Imaging Group, 

EPFL). 

II.2.4.3. Microscopía de Epifluorescencia Confocal Espectral 

Las monocapas de mezclas pseudobinarias DPPC/VAS o EPC/VAS (a una fracción 

molar xVAS = 0,02 o 0,2) con un 1% de la sonda fluorescente NR fueron sembradas en la 

interfase agua/aire hasta alcanzar una densidad molecular de superficie correspondiente a 

~15–20 mN/m. Luego, las monocapas fueron estudiadas con un microscopio confocal 

espectral Olympus FluoView™ FV1000 (Olympus Latin America)‡, equipado con un 

objetivo 10x y con las líneas de láser 488 nm y 543 nm.  

Este equipo tiene la gran ventaja de que nos permite capturar imágenes a distintas 

longitudes de onda de emisión, de modo que a partir del análisis de cada imagen de la 

monocapa se pueden obtener manualmente los valores de intensidad de fluorescencia para 

las imágenes adquiridas a cada longitud de onda y posteriormente graficarlos como un 

espectro de emisión. Las imágenes se adquirieron y se procesaron con el software Olympus 

FluoView FV10-ASW 3.1, y la post-edición de las imágenes se realizó con el software Fiji 

(http://fiji.sc/Fiji, Biomedical Imaging Group, EPFL).  

Para facilitar las comparaciones, se calculó el centro de masa espectral (CSM) para 

cada uno de los espectros de emisión de fluorescencia de acuerdo con la Ec. (14), donde Ii 

es la absorbancia o la intensidad de fluorescencia medida a la longitud de onda λi. Lo que se 

obtiene es un promedio ponderado de las intensidades, siendo λi el factor de ponderación. 

 
𝐶𝑆𝑀 =  

∑(𝜆𝑖 × 𝐼𝑖)

∑𝐼𝑖
 (14) 

 

‡ Este microscopio pertenece al “Centro de Microscopía Óptica y Confocal Avanzada de Córdoba” 

(CEMINCO), integrado al “Sistema Nacional de Microscopía (SNM-MINCyT), Argentina. 

http://fiji.sc/Fiji
http://fiji.sc/Fiji
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II.2.5. Emulsiones y Nanocápsulas: preparación y 

caracterización  

II.2.5.1. Síntesis de nanoemulsiones lipídicas 

A partir de los datos obtenidos en las isotermas de DPPC para la interfase VAS/W se 

realizaron distintas emulsiones con variaciones en la relación molar vaselina:fosfolípido, 

para obtener distintos tamaños de gota.  El fundamento de la selección de estas relaciones 

molares será explicado en el Capítulo VI. En particular, las relaciones molares VAS:DPPC 

estudiadas fueron 16:1, 31:1, 47:1, 63:1, 94:1 y 126:1.  

Para la preparación de la emulsión se utilizó una solución clorofórmica de DPPC, la 

misma se agregó gota a gota a 300 mL de agua MilliQ para obtener soluciones acuosas de 

DPPC con concentraciones 0,1 mM o 0,01 mM.  Se realizó una agitación a 1000 rpm por 

8hs para permitir la completa evaporación del solvente. Posteriormente, se colocó en un vial 

la cantidad necesaria de VAS, y luego bajo agitación a 1000 rpm se agregaron 30 mL de la 

fase acuosa correspondiente conteniendo DPPC. Luego, se permitió la pre-emulsificación 

del sistema con agitación a 1000 rpm por 1h. Finalmente, se realizó el proceso de 

ultrasonicación, en un equipo Branson de 450 W con una punta de 1/2″ a 70% de amplitud 

durante 3 minutos, con pulsos de 30 s y 10 s de pausa.   

II.2.5.2. Preparación de nanocápsulas (NCs) a partir de emulsiones 

O/W 

Las nanocápsulas de sílica (NCs) se sintetizaron en una miniemulsión (ME) de aceite 

en agua utilizando la superficie de las gotas de ME como molde para la hidrólisis y 

condensación de alcoxisilanos, como se muestra en la Figura 16. Se utilizó tetraetoxisilano 

(TEOS) como precursor del silicato, mezclado con hexadecano y un disolvente orgánico 

(aceite de oliva o cloroformo) para formar la fase oleosa. Específicamente, 2 g (9,6 mmol) 

de TEOS se mezclaron inicialmente con 125 mg de hexadecano y 1g del solvente orgánico 

para formar la fase oleosa. Para el proceso de encapsulación se utilizaron 50 mg de 

Dexametasona (DXM, equivalente a 1,67 mg. mL−1 en la dispersión), que fueron disueltos 

previamente en el solvente orgánico y subsecuentemente encapsulados en el corazón de las 

NCs.  
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En una segunda etapa, se agregó bajo agitación 30 mL de una solución 0,77 mg. mL−1 

del surfactante Cloruro de cetiltrimetilamonio (CTMA-Cl) a la fase oleosa. Después de una 

etapa de pre-emulsificación agitando a 1000 rpm durante 1 h, la miniemulsión obtenida fue 

sometida a un proceso de ultrasonicación con enfriamiento constante en un equipo Branson 

de 450 W con una punta de 1/2″ a 70% de amplitud por 180 s (30 s de sonicación,10 s de 

pausa). La ME resultante se agitó a 1000 rpm durante 12 hs a temperatura ambiente para 

obtener una dispersión acuosa de NCs de silicato (SiO2).   

En el caso de las NCs sintetizadas con cloroformo como fase orgánica y sólo para la 

obtención de las NCAgua (Capítulo VII, Sección VII.2.3), las dispersiones se agitaron 

adicionalmente durante otras 12 h a 1000 rpm sin las tapas de los viales para evaporar el 

cloroformo y lograr el intercambio del solvente orgánico y agua en el interior de las NCs. 

Por otra parte, para la síntesis de NCs con enlaces di- o tetrasulfuro (Capítulo VII, Sección 

VII.2.4), se utilizaron distintas cantidades molares de TEOS combinado con los precursores 

TESPD (2S) o TESPT (4S), hasta completar el total de 9,6 mmol. Estos precursores son 

necesarios para obtener NCs con distintos porcentajes (25% y 50%) de enlaces di- o tetra- 

sulfuro.  

II.2.5.2.1. Determinación de la eficiencia de encapsulación de 

dexametasona (DXM) en nanocápsulas. 

En el Capítulo VII, Sección VII.2.4, las NCs de silica fueron cubiertas con grupos 

PEG (polietilenglicol) mediante el intercambio del surfactante inicial CTMA-Cl por el 

surfactante no iónico Lutensol AT50. Específicamente, 35 mg de Lutensol AT50 se 

Surfactante 

Dexametasona

Precursores/Monómeros de sílica

Aceite de oliva o Cloroformo + n-Hexadecano
Agua 

Figura 16. Esquema ilustrativo de la síntesis de NCs.   

Puede observarse esquemáticamente los pasos requeridos para la obtención de nanocápsulas 

mediante la técnica de polimerización en miniemulsiones. 
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adicionaron a 2 mL de la dispersión de NCs. La dispersión se agitó a 1000 rpm durante 2 h 

y luego se dializó contra agua mediante una membrana de diálisis con un límite de peso 

molecular (MWCO) de 1000 g/mol. En este caso, las moléculas de CTMA-Cl (MW = 320 

g/mol) pueden difundir al medio acuoso a través de la membrana mientras que, las moléculas 

de Lutensol AT50 (MW = 2460 g/mol) permanecen en el interior. Para confirmar el correcto 

intercambio entre el surfactante catiónico y el no iónico, se midieron los valores de potencial 

ζ antes y después del intercambio de surfactantes. Dado que el Lutensol AT50 es un 

tensioactivo no iónico, las cargas superficiales de las nanocápsulas deberían ser cercanas a 

cero (ζ ≈ 0 mV). En comparación, las nanocápsulas estabilizadas por el tensioactivo 

catiónico CTMA-Cl se encontrarían cargadas positivamente (ζ ≥ 10 mV). Estas diferencias 

en los valores de potencial ζ resultan útiles para controlar y monitorear el proceso de 

intercambio.  

 Durante la diálisis, se determinó la eficiencia de encapsulación (EE) de la DXM en 

las NCs, para ello el medio de diálisis se cambió tres veces al día durante cuatro días hasta 

que no se detectó DXM en el medio circundante. Es decir, que la EE se calculó 

indirectamente cuantificando la DXM no encapsulada (la que dializa) respecto a la cantidad 

inicial utilizada para la síntesis de las NCs.  

La concentración de DXM no encapsulada se determinó mediante espectroscopía 

UV-Vis (λmax = 243 nm)118, con un equipo Perkin Elmer Lambda 25 UV-Vis. Si bien pueden 

utilizarse otros métodos más precisos para cuantificar la DXM (como la cromatografía 

líquida de alta eficiencia, HPLC) no fue posible disponer de este tipo de técnicas al momento 

de realizar estos experimentos. La solubilidad de DXM en agua a 25 ºC está reportada como 

89 mg/L, 119-120 por lo que la curva de calibración se realizó en el rango de concentraciones 

de 1 a 40 mg/L como se exhibe en la Figura 17. Los valores de absorbancia finales de DXM 

se obtuvieron restando el blanco correspondiente en cada caso y fue realizado 

automáticamente por el equipo. El blanco utilizado fue una solución de agua MilliQ con 

concentraciones variables de CTMA-Cl. Es importante destacar que durante el proceso de 

diálisis la concentración de tensioactivo en el medio de diálisis irá variando a lo largo del 

tiempo y no es posible determinar exactamente su concentración a cada momento. Por este 

motivo se consideró oportuno utilizar como blanco una muestra de NCs vacías (sin DXM) 

que estuviera bajo las mismas condiciones experimentales de diálisis. De este modo se 

tomaron alícuotas de ambos sistemas (muestra problema y blanco) de manera paralela.  
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II.2.5.2.2. Ensayos de liberación de dexametasona a partir de NCs 

En el caso de nanocápsulas de sílica con puentes di- o tetra- sulfuro presentes en su 

estructura, se realizaron ensayos de liberación del fármaco encapsulado mediante 

experimentos de diálisis. Se utilizó un agente reductor que permitiera la liberación de la 

droga al incrementar la porosidad de la NC debido a la reducción de los puentes di- o tetra- 

sulfuro. Para ello, se colocaron 0,3 mL de la dispersión de NCs y 0,7 mL de agua en una 

membrana de diálisis (MWCO de 14 kDa), la cual se sumergió en un medio acuoso 

conteniendo 30 mL de una solución 10 mM de L-Glutatión (GSH), el agente reductor 

seleccionado. Mientras que, como medio acuoso control se utilizó agua de calidad Milli-Q, 

en donde no debería detectarse la presencia de DXM al no estar presente el agente reductor 

que permita su liberación.  

Brevemente, el GSH es un tripéptido constituido por tres aminoácidos: glutamato, 

cisteína y glicina. Se seleccionó como agente reductor porque es el principal antioxidante 

presente en el medio intracelular (en concentraciones de 2 a 10 mM), mientras que su 

concentración es significativamente menor en el medio extracelular (entre 2 y 20 μM). El 

GSH reduce cualquier enlace disulfuro formado dentro de proteínas citoplasmáticas al actuar 

como un donante de electrones. En el proceso, el glutatión se convierte en su forma oxidada, 

Figura 17. Curva de calibración para determinar la concentración de DXM en agua a pH 7 

mediante espectroscopia UV-Vis.  

En (a) se muestran los espectros de absorción obtenidos a distintas concentraciones de DXM en 

agua. Los valores máximos de absorbancia vs. [DXM] se graficaron en (b) para construir la curva 

de calibración. Se incluyen como insertos la ecuación obtenida y la tabla con los valores 

correspondientes al ajuste de una función lineal. Los valores de absorbancia son la media ± S.E.M. 

de al menos dos experimentos independientes.  
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denominada disulfuro de glutatión (GSSG). En las células, el L-glutatión se encuentra 

principalmente en su estado reducido (GSH) y, en mucha menor proporción, en su estado 

oxidado (GSSG)100. Su estructura oxidada y reducida se ilustran en la Figura 18. 

Posteriormente, el sistema de diálisis se incubó a 37 °C en un agitador con control 

térmico (MKR 23, Pforzheim, Germany). La concentración de DXM liberada fue 

determinada mediante espectroscopía UV-Vis (PerkinElmer Lambda 25 UV-Vis) tomando 

una alícuota de 0,5 mL del medio de incubación por día durante 16 días.  El perfil de 

liberación de DXM se calculó como el porcentaje acumulado del fármaco liberado en 

comparación con la cantidad inicial de DXM encapsulada; en los cálculos se tuvo en cuenta 

el efecto del cambio de volumen. Estos experimentos se realizaron por triplicado para cada 

muestra. Los valores de absorbancia finales de DXM se obtuvieron restando el blanco 

correspondiente en cada caso, lo que fue realizado automáticamente por el equipo. Se 

utilizaron dos blancos distintos según el tipo de experimento como se detalla a continuación: 

Experimento control: NCs con DXM encapsulada y con puentes di- o tetrasulfuro 

inmersas en un medio acuoso (agua MilliQ) sin agente reductor. Sin GSH presente en el 

medio no debería haber liberación del fármaco. Blanco utilizado: NCs sin DXM encapsulada 

con puentes di- o tetrasulfuro inmersas en un medio acuoso (agua MilliQ) sin agente reductor 

y bajo las mismas condiciones de incubación (37 ºC por 16 días). La alícuota a medir por 

UV-Vis se toma del medio de diálisis al mismo tiempo para el blanco y la muestra problema. 

Experimento de liberación: NCs con DXM encapsulada y con puentes di- o 

tetrasulfuro inmersas en una solución 10 mM del agente reductor. Con GSH presente en el 

medio debería detectarse la liberación del fármaco. Blanco utilizado: NCs sin DXM 

encapsulada con puentes di- o tetrasulfuro inmersas en una solución 10 mM del agente 

reductor bajo las mismas condiciones de incubación (37 ºC por 16 días). Es importante 

destacar que durante el proceso de incubación la concentración de GSH-GSSG en el medio 

de diálisis irá variando a lo largo del tiempo y no es posible determinar su concentración. 

Por este motivo se consideró oportuno tomar alícuotas de ambos sistemas (muestra problema 

y blanco) de manera paralela, para que cada muestra tenga su correspondiente blanco en 

cada medición realizada.   
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II.2.5.3. Técnicas para la caracterización de miniemulsiones (ME) y 

nanocápsulas (NCs) 

II.2.5.3.1. Análisis por dispersión dinámica de la luz (DLS) 

Los diámetros hidrodinámicos y la distribución poblacional de las partículas de 

emulsión del sistema DPPC/VAS, así como de las NCs obtenidas en la Sección II.2.5, fueron 

medidos mediante la técnica de dispersión dinámica de la luz (DLS, por su denominación en 

inglés “dynamic light scattering”) utilizando un equipo Nicomp (Modelo 380, PSS, Santa 

Barbara, CA) a un ángulo fijo de dispersión de 90°.  

Brevemente, esta técnica consiste en irradiar la suspensión con un láser de = 500 

nm, dónde el movimiento Browniano de las partículas o moléculas en suspensión hace que 

la luz láser se disperse. La frecuencia de las fluctuaciones generadas en la intensidad de la 

luz dispersada en una dirección definida depende del tamaño de las partículas (las 

fluctuaciones son de mayor frecuencia para partículas más pequeñas que se mueven 

rápidamente), por lo que mediante un análisis de autocorrelación se puede calcular el 

coeficiente de difusión traslacional (𝐷T). Por su parte DT es inversamente proporcional al 

radio hidrodinámico (𝑅𝐻) de la partícula según la relación de Stokes- Einstein:  

Donde kB es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta,  es la 

viscosidad del fluido y DT es el coeficiente de difusión traslacional121.  

 
𝑅𝐻 = 

𝑘𝐵 𝑇

6𝜋𝜂𝐷𝑇
 (15) 

(A) Cambios reversibles entre las formas tiol y disulfuro; (B) glutatión (GSH) y disulfuro de 

glutatión (GSSG). Figura adaptada de la ref. 100 

Figura 18. Estructura molecular del L-glutatión (GSH) y del disulfuro de glutatión (GSSG).  

Oxidación 

Reducción 
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II.2.5.3.2. Análisis por técnicas de microscopía electrónica 

Para caracterizar la morfología de las NCs obtenidas, se utilizó la técnica de 

microscopía electrónica de trasmisión (TEM, por Transmission Electron Microscopy) 

utilizando un equipo Jeol 1400 (Jeol Ltd, Tokyo, Japón) operando a un voltaje de aceleración 

de 120 kV y la técnica de microscopia electrónica de barrido (MEB o SEM, por Scanning 

Electron Microscope), mediante un equipo Gemini 1530 (Carl Zeiss AG, Oberkochem, 

Alemania) operando a 0.35 kV. Pertenecientes al Max Planck Insitute for Polymer Research 

(MPIP) de Mainz, Alemania. Las muestras de nanocápsulas para SEM y TEM se prepararon 

colocando una gota de una dilución 1:100 de la dispersión original, sobre láminas de silicio 

o grillas de cobre recubiertas con una capa de carbono, respectivamente.  

La edición de imágenes se llevó a cabo utilizando el software Fiji (http://fiji.sc/Fiji, 

Biomedical Imaging Group, EPFL), para las determinaciones del espesor de las 

nanocápsulas (d) se midieron al menos tres imágenes calibradas. 

II.2.5.3.3. Análisis del área superficial mediante el método de 

Brunauer – Emmett – Teller (BET) 

El método B.E.T., desarrollado por Brunauer, Emmett y Teller, permite determinar 

el área superficial de un sólido basándose en la adsorción de un gas inerte, generalmente N2, 

a bajas temperaturas. Se puede calcular el número de moléculas de adsorbato, en este caso 

nitrógeno, necesarias para cubrir completamente la pared de la partícula con una monocapa. 

Al ponerse en contacto un gas con la superficie de un sólido se produce un equilibrio entre 

las moléculas adsorbidas y las moléculas en fase gaseosa, el cual depende de la presión del 

gas y de la temperatura. La relación entre las moléculas adsorbidas y la presión a temperatura 

constante se puede registrar en una isoterma de adsorción. Estas isotermas de adsorción-

desorción permiten obtener directamente el volumen adsorbido a una determinada presión y 

así calcular el área superficial de una partícula, así como, el tamaño y la distribución de sus 

poros.  

La técnica de BET resulta de gran utilidad en el caso de las nanocápsulas, ya que se 

encuentran formadas por un material mesoporoso como lo es la sílica. Brevemente, el área 

superficial de las nanocápsulas se determinó a partir de experimentos de adsorción-desorción 

de N2 llevados a cabo en un analizador Quantachrome Autosorb-1 (Boynton Beach, FL) a 
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77,3 K. Las dispersiones de NCs se dializaron contra agua Milli-Q durante 3 días para 

eliminar los restos de tensioactivos. Luego, las dispersiones dializadas se liofilizaron durante 

48 h y se desgasificaron a 70 ° C en vacío durante al menos 12 h antes de las mediciones. 

El área de superficie específica se calculó utilizando la ecuación Brunauer-Emmett-

Teller (BET)122-123 basada en la ecuación de Kelvin (16).   

donde P/P0, es la presión de vapor relativa (P0 es la presión de vapor del adsorbato, N2, a la 

temperatura, T, del experimento que es la temperatura del N2 líquido), γ es la tensión 

superficial líquido/vapor, (γ= 0,00885 J/m2 para N2 a 77,4 K), Vm es el volumen molar del 

líquido a la temperatura T (34,68x10-6 m3/mol para N2 a 77,4 K), θ es el ángulo de contacto, 

tomado como cero para el N2 a 77,4 K y R es la constante universal de los gases. Los datos 

experimentales se obtuvieron a valores de presión relativa comprendidos entre 0 <P/P0 

<0,25. 

II.2.5.3.4. Mediciones de potencial zeta (ζ) 

 La doble capa eléctrica de una partícula en solución está formada por una capa 

interna de contraiones fijos denominada capa de Stern y una capa difusa que combina iones 

/ moléculas tanto de carga opuesta (que predominan) como de igual carga a la de la partícula 

en cuestión que, al menos en parte, pueden moverse bajo la influencia de una tensión 

tangencial. Desde un punto de vista teórico, el potencial zeta (ζ) es el potencial eléctrico en 

la doble capa interfasial en el plano de deslizamiento que separa el fluido móvil del fluido 

que permanece adherido a la superficie, como se observa en la Figura 19. Para medir ζ se 

requiere aplicar un campo eléctrico a la muestra. En esta instancia las partículas se moverán 

al electrodo opuesto deslizándose en este plano hipotético que actúa como la interfase entre 

las partículas en movimiento y el medio circundante124.  

Es importante destacar que el potencial ζ es una medida de la magnitud de la 

repulsión o atracción electrostática (o de carga) entre las partículas, y por ello es uno de los 

parámetros fundamentales que describe la estabilidad de un sistema coloidal en un medio 

acuoso. Además, aporta información referida al tipo de interacciones, transitorias, 

permanentes y de asociación o disociación, que pueden establecerse entre las partículas 

 
ln (

𝑃

𝑃0
) =

2. 𝛾. 𝑉𝑚. 𝑐𝑜𝑠𝜃

𝑅. 𝑇. 𝑟𝑚
 (16) 
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coloidales y las especies químicas en solución125. Además, el potencial ζ es uno de los 

parámetros relevantes en la determinación de la biocompatibilidad in vivo e in vitro de 

biomateriales con aplicación en la salud humana, según lo establecido por organismos 

internacionales de regulación del área de la salud, como la Administración de Medicamentos 

y Alimentos de los Estados Unidos (FDA, por su denominación en inglés “U.S. Food and 

Drug Administration”) en conjunto con la Liga Nacional de Consumidores (NCL, del inglés 

“National Consumers League”)126. 

En el presente trabajo de tesis las mediciones de ζ se aplicaron a la caracterización de 

las nanocápsulas de silicato sintetizadas como se describirá en el Capítulo VII. Para ello, las 

NCs se suspendieron en una solución de cloruro de potasio 10−3 M a pH 6,8 y 25 °C y se 

midieron en un equipo Malvern Zeta (Malvern Instruments, Reino Unido). Para 

concentraciones de sales menores a 0,5 mol/L, el potencial zeta se calcula según la Ec. (17):   

  

siendo C la concentración de sales del electrolito en mol/L, y ζ el potencial zeta en 

volts.  El contenido sólido de la dispersión de nanocápsulas se midió gravimétricamente. 

 ζ =  0,008 + 0,026 log(𝐶) (17) 

Figura 19. Esquema representativo del fundamento teórico del potencial zeta 

Puede observarse esquemáticamente la doble capa eléctrica que rodea una partícula (con carga 

negativa) en un medio acuoso y la posición del plano de deslizamiento, donde se indica que el 

potencial zeta es el potencial eléctrico en este plano. La partícula representa una nanocápsula de 

sílica, cuya carga superficial es negativa, por lo que la primera capa (potencial de Stern) estará 

principalmente compuesta por contraiones cargados positivamente. La segunda capa (difusa) 

presentará contraiones, así como iones de igual carga a la partícula que se encuentra en contacto 

con el medio acuoso. 
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“Un científico en su laboratorio no es un mero técnico: 

también es un niño que se enfrenta a fenómenos naturales 

que le impresionan como si fueran cuentos de hadas”.  

Maria Skłodowska-Curie. 

 

 

Capítulo III  
Composición química y definición de la 

Vaselina 
 
 

III.1. Introducción 

La Vaselina (también denominada aceite mineral liviano o petrolato líquido) es por 

definición una mezcla de hidrocarburos saturados (ramificados o lineales) de fórmula 

general CnH2n+2 obtenidos a partir del petróleo y es ampliamente utilizada en la industria 

farmacéutica127. Dependiendo de su composición química, en especial del largo de cadena 

de los hidrocarburos que la componen, puede encontrarse en estado líquido o semi-sólido. 

Se utiliza principalmente, como excipiente en formulaciones farmacéuticas tópicas donde 

sus propiedades emolientes son aprovechadas en bases de ungüentos128-130, en gotas 

oftalmológicas131, emulsiones O/W de polietilenglicol/glicerol132 y como medio oleoso en 

la microencapsulación de diversas drogas133,134. Está reconocida internacionalmente como 

un producto de venta libre por la Administración de Drogas y Alimentos de los EE. UU. 

(FDA) y en Argentina por la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y 

Tecnología Médica (ANMAT), el ente regulador que garantiza que los productos para la 

salud sean eficaces, seguros y de calidad. Estas autorizaciones son importantes y se tuvieron 

en cuenta al momento de escogerla como fase orgánica en los experimentos del sistema 

líquido-líquido que serán detallados en los próximos capítulos. Es una materia prima que 

puede conseguirse con facilidad, a un bajo costo y en las cantidades necesarias para el trabajo 

experimental permitiendo su uso a largo plazo.  

La Vaselina (VAS) debe cumplir con algunas especificaciones generales, entre ellas 

ser un líquido oleoso, transparente e incoloro, libre de fluorescencia; inodoro e insípido. 

Debe ser soluble en aceites volátiles y solventes orgánicos como cloroformo, éter, éter de 
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petróleo, sulfuro de carbono, entre otros135-136. Sin embargo, aunque se cumplan estas 

características, el producto final puede variar en su viscosidad y composición de 

hidrocarburos dependiendo de la clase de petróleo y del procedimiento de refinado utilizado, 

así como si su uso final será cosmético o medicinal.  

Las monocapas de Langmuir en la interfase líquido/líquido requieren que tanto la 

fase acuosa como la fase superior no presenten impurezas tensioactivas que puedan interferir 

con las mediciones. Para obtener datos significativos y reproducibles se deben aplicar las 

precauciones que sean necesarias para evitar la contaminación de todos los materiales 

utilizados y se deben elegir los solventes con el mayor grado de pureza disponible137. Por lo 

tanto, considerando que VAS es una mezcla muy compleja y que el fabricante no brindó 

información referida a su peso molecular promedio y composición de hidrocarburos se 

utilizaron distintas técnicas espectroscópicas y analíticas para caracterizar el stock del 

producto comercialmente adquirido. 

Es importante destacar que la bibliografía relacionada a la composición química de 

VAS es muy escasa y no se encuentran datos espectroscópicos disponibles. Esto puede 

deberse principalmente a que en las aplicaciones dónde es utilizada no se requiere una 

información detallada de su composición y sólo se evalúa que cumpla con ciertos estándares 

para su uso comercial (ver Figura A.1). Por consiguiente, invertir esfuerzos en realizar esta 

caracterización química fue de gran importancia para obtener, luego, datos cuantitativamente 

significativos en los experimentos de monocapas y emulsiones que se discutirán en los 

capítulos subsiguientes. 

III.2. Caracterización química de VAS por 1H-RMN y 

13C-RMN 

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una de las 

herramientas más útiles para elucidar estructuras moleculares, ya sea de moléculas 

orgánicas, organometálicas o biológicas. Considerando que la naturaleza química de las 

moléculas presentes en VAS es muy variada, esta técnica se aplicó con el objetivo de 

determinar principalmente si la muestra se compone sólo de alcanos (lineales, ramificados o 

cíclicos), si estos son saturados o insaturados y si hay presencia de compuestos orgánicos 

con otros grupos funcionales. Existen distintos tipos de experimentos que pueden realizarse 
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según la información que se necesite obtener. Para el análisis de VAS, se realizó un análisis 

cualitativo por 1H-RMN y 13C-RMN-DEPT 135 ° (ver Figura 20 y Figura 21).  

Los espectros monodimensionales de 1H-RMN brindan información referida al 

número y tipos de hidrógenos diferentes que hay en las moléculas. La posición de los picos 

en el espectro definida por las variaciones en las frecuencias de absorción (desplazamiento 

químico, δ) respecto a una referencia, comúnmente una molécula con una distribución 

electrónica poco deformada (en este caso tetrametilsilano) permite determinar cómo es el 

entorno químico del núcleo y provee información de grupos funcionales a los que pertenecen 

estos hidrógenos o a los que se encuentran cercanos. Las señales observadas en el espectro 

de 1H-RMN (ver Figura 20) entre 0,8 y 1,5 ppm corresponden sólo a alcanos saturados con 

cadenas ramificadas o no ramificadas (R-CH3, R2-CH2, R3-CH), descartando así la presencia 

de protones olefínicos (que aparecen en el rango de δ = 5,0 – 6,5 ppm) y de protones 

aromáticos (en la región de δ = 7,0 – 8,5 ppm) 138.  

Por otra parte, la resonancia magnética nuclear de 13C es complementaria a la de 1H 

y determina el entorno magnético de los átomos de carbono. Sin embargo, es menos sensible 

que la 1H-RMN debido a que sólo el 1% de los átomos de carbono corresponden al isótopo 

activo 13C. Esto se debe a que aproximadamente el 99% de los átomos de carbono en una 

muestra natural son del isótopo 12C el cual no tiene spin magnético (posee un número par de 

protones y un número par de neutrones) y no puede dar lugar a señales de resonancia 

Figura 20. Espectro 1H-RMN de la Vaselina 

Adquirido inmediatamente después de la preparación de la solución. Solvente: CCl3D, 400,13 MHz. 
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magnética nuclear. Es por ello que sólo los átomos restantes que correspondan al isótopo de 

13C (que tiene un número impar de neutrones) presentarán señal 139,140.  

El espectro de 13C-RMN obtenido (no mostrado) resultó ser muy complejo 

presentando una gran cantidad de señales que no podían ser asignadas. Debido a esto se 

realizó un análisis de mejoramiento sin distorsión por transferencia de polarización (DEPT, 

del inglés Distortionless Enhancement by Polarization Transfer). El objetivo de este análisis 

es obtener señales correspondientes a los grupos metilo (CH3), metileno (CH2) y metino 

(CH) presentes en la muestra. Además, al ser una técnica que implica la transferencia de la 

polarización de un núcleo excitado a otro (protón-carbono), da como resultado una mejora 

de la sensibilidad con respecto a los espectros de carbono estándar (13C-RMN)141, 142.  

Las señales mostradas en el espectro de 13C-RMN - DEPT 135 ° (ver Figura 21) 

revelan la sustitución de los átomos de carbono (las señales de -CH2 son negativas, mientras 

que las señales de -CH y -CH3 son positivas) y confirman la existencia de hibridización tipo 

sp3, dado que los átomos de carbono que presentan este tipo de hibridización resuenan entre 

10 y 45 ppm. Además, no hay señales que indiquen la presencia de átomos de carbono con 

hibridización tipo sp y/o sp2, que se encuentran normalmente en un rango de 60 y 95 ppm o 

entre 100 y 150 ppm (para carbonos olefínicos), respectivamente 143. Asimismo, no hay 

presencia de carbonos carbonílicos con hidridización tipo sp2, cuyas señales aparecen 

habitualmente entre 160 y 220 ppm.   

Figura 21. Espectro de 13C-RMN-D PT 135˚    la Vaselina. 

Adquirido inmediatamente después de la preparación de la solución. Solvente: CCl3D, 100,03 MHz. 
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III.3. Análisis de VAS por CG-MS  

La metodología analítica de cromatografía gaseosa (CG) acoplada a la espectrometría 

de masas (MS) permite la detección y cuantificación de moléculas orgánicas en solución 

líquida o en fase gaseosa. Comúnmente, mediante la búsqueda en una base de datos y por 

comparación con el cromatograma o espectro de masas generado, se puede realizar una 

identificación tentativa de los componentes presentes en la muestra. En particular, en el 

equipo utilizado para analizar la muestra de VAS la separación cromatográfica se llevó a 

cabo en una columna capilar con flujo de helio y la detección se realizó por espectrometría 

de masas usando una trampa de iones. Sin embargo, la fuente de ionización del equipo era 

de impacto electrónico y produjo una gran cantidad de fragmentos con distintas relaciones 

masa/carga. Considerando que la VAS es una mezcla muy compleja los espectros de masas 

obtenidos debieron ser desestimados, ya que a partir de ellos no se pudieron identificar iones 

moleculares ni otras señales que aportaran información relevante de nuestra muestra. 

Por otra parte, el cromatograma que se obtuvo presentó una gran cantidad de señales, 

pero resultó de utilidad para dilucidar datos de importancia como lo son el peso molecular 

promedio (MMW) y la longitud promedio de las cadenas hidrocarbonadas (CL) presentes 

en las moléculas que componen la VAS. Sin embargo, como se esperaba, los sistemas de 

identificación de señales por comparación con cromatogramas registrados en bases de datos 

no fueron exitosos. Es por ello que se buscaron muestras de estándares de hidrocarburos de 

distintos largos de cadena para poder construir una curva de calibración.  

Los estándares que se utilizaron fueron hidrocarburos saturados: n-hexano (C6), n-

dodecano (C12), n-tetradecano (C14), n-hexadecano (C16), n-eicosano (C20), n-tricosano 

(C23) y n-triacontano (C30). Primero se los evaluó individualmente para verificar su nivel 

de pureza y tiempos de retención. Luego se realizó una mezcla de todos los estándares y se 

analizó por CG. El cromatograma obtenido para VAS y para la mezcla de los alcanos 

estándares puede observarse en la Figura 22a. A partir de este gráfico pudo determinarse que 

la señal de VAS era muy amplia, y que el pico ancho observado claramente era el resultado 

de la combinación de las múltiples señales de distintas moléculas. A pesar de ello, los 

estándares obtenidos resultaron ser representativos para realizar una curva de calibración, ya 
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que no se detectaron señales de algún componente presente en VAS que tuviera un tiempo 

de retención mayor al hidrocarburo estándar de mayor longitud de cadena (C30).   

Posteriormente, se graficaron los tiempos de retención obtenidos para cada estándar 

en función de su número de carbonos. De este modo se construyó una curva de calibración 

(ver Figura 22b) que fue utilizada para interpolar los datos de los tiempos de retención 

obtenidos para las señales de los componentes de VAS identificados detalladamente en un 

Figura 22. Análisis cromatográfico de la composición de VAS 

(a) Intensidad vs. tiempo de retención del patrón de picos de alcanos con diferentes longitudes de 

cadena (estándares, líneas rojas) y de VAS (líneas negras), separados por cromatografía CG-MS. 

(b) Curva de calibración obtenida a partir del tiempo de retención de los estándares analizados en 

(a) en función del número de átomos de C. (c) El cromatograma correspondiente a VAS obtenido 

en (a) se amplificó y, para cada pico, se identificó el valor del tiempo de retención medio, 

interpolando luego el valor en la curva de calibración (b) para asignar el número de átomos de C. 

(d) La intensidad relativa de los picos separados en la muestra de VAS se representó en función del 

número correspondiente de átomos de carbono. 

 Los datos de tiempos de retención para la curva de calibración se recolectaron a partir de 5 o 6 

cromatogramas obtenidos en experimentos independientes.  
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cromatograma amplificado (ver Figura 22c). Finalmente, la masa molecular promedio 

(MMW) de la muestra de VAS se calculó como el promedio ponderado de las masas 

moleculares de cada componente identificado en VAS, donde el factor de ponderación fue 

abundancia relativa de cada pico (ver Figura 22d). Una vez calculada esta composición y 

considerando los pesos molares de los componentes identificados se pudo determinar el 

MMW de VAS que resultó 3479 g/mol 

III.4. Conclusiones  

Las técnicas de RMN y CG-MS utilizadas para determinar la composición y la 

naturaleza química de las moléculas presentes en VAS resultaron ser adecuadas y aportaron 

los datos necesarios para que los experimentos detallados en los próximos capítulos pudieran 

realizarse correctamente.  

En primer lugar, el análisis cualitativo realizado mediante 1H-RMN y 13C-RMN - 

DEPT 135 ° demostró que la VAS estaba constituida por hidrocarburos saturados lineales y 

ramificados. Se descartó la presencia de otros grupos funcionales, así como la de alquenos 

o alquinos dado que la única hibridización observada para los átomos de C fue sp3.  

En segundo lugar, los experimentos de CG-MS permitieron determinar y nuevamente 

verificar que la VAS utilizada está compuesta por alcanos saturados con longitudes de 

cadena que varían entre los 19 y 29 átomos de carbono (25 ± 3 C) y cuya masa molecular 

promedio es de 347 ± 9 g / mol. 
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naciones y la fuente de la vida de todo progreso”.  
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Capítulo IV  
Filmes de Langmuir en la interfase 

líquido/líquido 
 
 

IV.1. Introducción 

Las monocapas de Langmuir construidas en la interfase entre dos solventes 

inmiscibles (interfase líquido/líquido) son un sistema modelo muy apropiado para investigar 

la estructura y la estabilidad de nano-emulsiones a nivel molecular. Este conocimiento es 

relevante en muchos fenómenos que son cruciales en áreas tan diversas como las ciencias de 

la vida, las ciencias ambientales y la tecnología. La variedad de estudios encontrados en la 

literatura incluye no sólo monocapas de tensioactivos de diferente naturaleza química (por 

ejemplo, lípidos61, 144-145, asfaltenos106, proteínas62, 146 y polímeros147) sino también de 

partículas sólidas (nanopartículas, partículas en el rango de tamaño coloidal y mayores) 148-

149.  Para la fase inferior (la de mayor densidad) uno de los líquidos más utilizados suele ser 

agua, mientras que para la otra fase líquida pueden escogerse solventes volátiles (como 

cloroformo, tolueno106, benceno150), alcanos de diferente largo de cadena61 o triglicéridos de 

aceites naturales151. Aunque una interfase líquida puede ser pensada como una región que 

segrega dos líquidos, no impide la transferencia de masa y energía entre ellos. Por lo tanto, 

dependiendo de la composición química de los surfactantes utilizados y de la fase líquida 

hidrofóbica las monocapas pueden comportarse como filmes insolubles o solubles152. 

 A pesar del inmenso interés en monocapas mixtas en la interfase aceite/agua, se 

dispone de muy poca información sobre el uso de la técnica de filmes de Langmuir en la 

interfase liquido/líquido. Esto se debe principalmente a las dificultades experimentales y a 

los desafíos que conlleva su aplicación, los cuales no se encuentran detallados o revelados 

en la literatura disponible. La mayoría de los experimentos realizados para obtener datos de 



Capítulo IV: Filmes de Langmuir en la interfase líquido/líquido 

89 

presión interfasial vs. área molecular (π - MMA) se han desarrollado mediante la técnica de 

la gota pendiente153  y también mediante el uso de cubas rectangulares con diferentes 

diseños106, 154-155. El material del sensor (placa de Wilhelmy) utilizado para las mediciones 

de π varía en los distintos trabajos publicados desde Teflón TM 154, platino platinizado64, 

carbon156, papel de filtro106 hasta mica hidrofóbica recubierta con carbón negro de una llama 

de butano/aire155. La elección de un material adecuado para la placa Wilhelmy es crucial 

para satisfacer la condición de ángulo de contacto cero ( = 0°) entre el sensor y los líquidos 

64, 157. Este detalle técnico es muy importante y generalmente no se lo destaca suficiente, pero 

el incumplimiento de  = 0° puede tener consecuencias no siempre evidentes, principalmente 

cuando la combinación de surfactante y fases líquidas es un sistema que no ha sido estudiado 

anteriormente. Es importante destacar la escasez de información bibliográfica respecto a las 

monocapas en la interfase aceite/agua (O/W). Ni la razón detrás de los métodos aplicados 

para construirlas ni el análisis de sus límites de estabilidad han recibido suficiente atención 

en los últimos años.  

En el presente capítulo, se realizó un detallado análisis comparativo de diferentes 

técnicas utilizadas para la preparación de filmes de Langmuir en la interfase O/W utilizando 

fosfatidilcolina de huevo (EPC) como fosfolípido modelo y Vaselina (VAS) como fase 

aceite. Mediante este modelo experimental, se evaluó el comportamiento dinámico y la 

estabilidad del fosfolípido en la interfase O/W y se calcularon parámetros moleculares, 

reológicos y termodinámicos a partir de isotermas de compresión. En la interfase O/W, las 

moléculas de agua de la fase acuosa pueden estructurarse alrededor de los grupos de las 

cabezas polares de EPC y las moléculas de la fase aceite pueden insertarse entre las cadenas 

hidrocarbonadas de los fosfolípidos. Por lo tanto, una monocapa de EPC en la interfase O/W 

puede considerarse como una mezcla pseudo-binaria de fosfolípido y VAS. Para comprender 

este fenómeno, se realizaron también estudios de monocapas mezcla de EPC con VAS a 

distintas fracciones molares en la interfase agua/aire (A/W). En los capítulos subsiguientes 

se profundizará más al respecto de este tipo de experimentos, pero utilizando otro fosfolípido 

modelo. 
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IV.2. Resultados y Discusión 

Como se mencionó anteriormente, existen distintos métodos para formar filmes de 

Langmuir en la interfase O/W. Debido a esto primero se analizaron distintas condiciones 

para formar este tipo de monocapas.   

IV.2.1. Monocapas adsorbidas (AM) 

En un primer experimento, un volumen fijo (1 µl) de una solución 10 mM de EPC 

en cloroformo se sembró repetidas veces en la interfase aire/aceite (A/O). La presión 

interfasial de equilibrio (πeq) en la interfase O/W en función del tiempo requerido para lograr 

dicho valor de π, se representa en la Figura 23. Este procedimiento se realizó a diferentes 

distancias de la placa Wilhelmy (sensor de Pt) cuya posición se consideró como punto de 

referencia (0 cm) (Figura 23a).  Como tendencia general, el valor de π aumentó en función 

del número de siembras. Los valores de πeq alcanzados fueron significativamente más altos 

y se lograron en períodos de tiempo más cortos cuando el punto de siembra estaba más cerca 

de la placa de Wilhelmy (Figura 23b). 

a) Representación gráfica de la 

configuración experimental. 

b) Presión de equilibrio en la 

interfase O/W alcanzada después de 

adiciones sucesivas en la interfase 

A/O de 1 μl de una solución 10 mM 

de EPC, en función del tiempo 

requerido para alcanzar cada 

equilibrio.  Los números en el gráfico 

indican la distancia entre la placa 

Wilhelmy y el punto de siembra. Los 

datos corresponden a experimentos 

representativos. 

Figura 23. Adiciones sucesivas de 

EPC a la interfase A/O, a distintas 

distancias de la placa de Wilhelmy. 



Capítulo IV: Filmes de Langmuir en la interfase líquido/líquido 

91 

Es de destacar que el proceso fue muy lento, ya que después de la primera siembra 

de 1 μl de la solución de EPC, se necesitó un tiempo considerable (90 o 120 min) hasta que 

se alcanzó la πeq = 3 o 0,76 mN/m cuando la siembra se realizó a 4 o a 25 cm del sensor, 

respectivamente. Estos resultados reflejan claramente las restricciones difusionales de las 

moléculas de EPC, a las que contribuyen la difusión 3D a lo largo de la fase superior de 

vaselina y la difusión 2D en las interfaces O/W y A/O. 

Para comparar el desempeño de los métodos AMA/O y AMO/W, se realizaron estudios 

de cinética de adsorción (Figura 24a). Para este experimento, la solución de EPC se sembró 

(en 2, 3 o 10 pasos) sobre la fase superior (Método AMA/O) o en la interfase O/W previamente 

formada (Método AMO/W) hasta alcanzar la presión de equilibrio de saturación (πeq,sat ~ 26,4 

± 0,1 mN/m).  

(a) Esquema representativo del sistema 

experimental. Fase superior: VAS, 

volumen 12 mL; área total: 21,23 cm2. 

(b) Gráfico de presión interfasial vs. 

tiempo, cuando la siembra se realiza 

mediante el método AMA/O (— y ····) (en la 

interfase A/O) o por el método AMO/W (— 

y ····) (en la interfase O/W), en 2 pasos 

(líneas sólidas) o en varios pasos 

consecutivos (líneas punteadas). 

(c) Gráfico de presión interfasial de 

equilibrio vs. volumen de solución de EPC 

2mM añadida, construido a partir de (b). 

Los puntos amarillos y verdes se 

corresponden a los experimentos con 2-4 

pasos de siembra en las interfases A/O y 

O/W, respectivamente.  Las curvas 

mostradas son de experimentos 

representativos que varían en menos de 2 

mN/m con sus respectivas réplicas. T= 25 ± 

1 ºC. 

Figura 24. Adsorción de EPC en la 

interfase VAS/W.  
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Cuando la adición de la solución de EPC se realizó en 2 o 3 pasos (Figura 24b, líneas 

solidas), hubo una diferencia de 4 L entre ambos métodos de adsorción para alcanzar la 

misma eq, sat. Mientras que para el método AMA/O se necesitaron 34 L de una solución 2 

mM de EPC para alcanzar la eq, sat (una siembra de 30 L para alcanzar 23,5 mN/m y 2 

siembras de 2 L hasta completar el proceso), en el método AMO/W se requirieron sólo 30 

L (20 L para alcanzar 25,6 mN/m, y 3 agregados más, uno de 2 L y 2 de 4 L). Esta 

diferencia de volumen evidenció que con el método AMA/O una fracción de las moléculas 

sembradas no puede alcanzar la interfase VAS/W, por lo que más moléculas fueron 

requeridas para obtener la misma πeq, sat que en el método AMO/W. Dado que las isotermas de 

compresión π-MMA indicaron que las moléculas de lípidos no son retenidas en la interfase  

A/VAS (ver isotermas en la Figura 26a) se deduce que la preparación de la monocapa 

EPCO/W a través del método AMA/O implica que un porcentaje de moléculas permanecen 

disueltas en la fase superior. Esto permitió estimar una solubilidad de EPC en vaselina de 

SEPC, VAS = 0,66 μM. 

Por otra parte, si se realiza un análisis adicional de los experimentos realizados 

mediante la adición de EPC en 10 pasos, donde se observa la variación de π vs. volumen 

agregado (Figura 24c) puede demostrarse que, en comparación con el método AMA/O, en el 

método AMO/W la presión interfasial crece más rápidamente, exhibiendo una mayor 

pendiente en el gráfico. Además, el plateau en el caso del método AMO/W es alcanzado con 

un menor volumen de la solución 2 mM de EPC (12 L) comparado con el método AMA/O 

(28 L). Sin embargo, considerando que la concentración de la solución de EPC es 2 mM, 

una alícuota de 12 L contendría 1,44 x 1016 moléculas. El área molecular promedio a la eq, 

sat es 93 ± 1 Å2/molécula (dato obtenido de la isoterma EPCO/W, Figura 26a), por lo tanto, la 

cantidad de moléculas presentes en 12 µL de solución podrían formar una monocapa con un 

área total de 134 cm2, la cual es significativamente mayor que el área disponible de la placa 

de Petri utilizada en estos experimentos (área total = 21 cm2). En otras palabras, para lograr 

una capa monomolecular a la πeq, sat, esta cantidad de moléculas debe empaquetarse a una 

densidad molecular superficial de 15,8 Å2 /molécula, que es significativamente mayor de lo 

que se esperaría evaluando la isoterma π-MMA de EPCO/W, entonces, o bien las moléculas 

no se encuentran organizadas en una capa monomolecular o están parcialmente distribuidas 

entre la monocapa y una o ambas de las fases líquidas. Aunque esta configuración no 
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permitió un control exhaustivo de la deposición molecular, proporcionó información 

semicuantitativa útil sobre el comportamiento diferencial de las técnicas AMA/O y AMO/W.  

A partir de la Figura 24b se realizaron ajustes estadísticamente significativos de la 

cinética de adsorción en cada paso de siembra utilizando la Ec. (7) (ver Figura 25a) y se 

analizó la cinética de siembra mediante la constante de tiempo k de adsorción (Figura 25b).  

La constante de tiempo obtenida para alcanzar la eq en un paso por la adsorción en 

la interfase A/O fue k A/O = 0,48 min-1, cuyo valor es casi 4 veces menor que la constante 

alcanzada al preparar monocapas por la adsorción en la interfase O/W (k O/W = 2 min-1). Este 

fenómeno, puede explicarse considerando que el primer método (AMA/O) incluye un paso de 

difusión de las moléculas de EPC a lo largo de la fase superior, el cual está ausente en el 

segundo.  

Cuando la preparación de la monocapa se realizó en varios pasos a través del método 

AMO/W, la adsorción en la interfase O/W, inicialmente, exhibió valores de k crecientes, hasta 

un valor máximo de k = 2,7 min-1, al alcanzar el 70% de la eq. A partir de ese momento, la 

velocidad de adsorción de las siguientes alícuotas de EPC añadidas disminuyó 

Figura 25. Cinética de formación de la 

monocapa de EPC en la interfase 

VAS/W. 

(a) Ajuste representativo (—), por el 

método de mínimos cuadrados, de la 

Ec. 7 a los datos sin procesar (—) 

correspondientes a cada uno de los 

pasos de adsorción que se muestran en 

la Fig.  24b; También se incluyen los 

valores y la significación estadística de 

los parámetros. (b) Constante de 

tiempo k determinada en cada paso de 

siembra como se indica en (a). Las 

barras de error están dentro del tamaño 

de los símbolos. 

Experimental  
Ajuste a Ec. 7 
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significativamente con valores de k 0,3 min-1 y que permanecieron constantes hasta 

alcanzar la eq. Este fenómeno refleja la mayor energía de activación (menor coeficiente de 

difusión 2D) requerida por las nuevas moléculas adicionadas al sistema para ingresar a una 

interfase que ya se encuentra ocupada pero aún no saturada. Además, sugiere la aparición de 

un fenómeno cooperativo en las etapas iniciales de adsorción, donde las primeras moléculas 

adsorbidas estarían reduciendo el tiempo requerido para la detección de las moléculas 

adsorbidas posteriormente. Por el contrario, la adsorción en la interfase A/O (AMA/O) en 

varios pasos exhibió valores de k oscilantes con la adición de sucesivas alícuotas de EPC, 

esto sugiere una respuesta global no lineal, emergente de los fenómenos de difusión 2D y 

3D combinados.  

La difusión 2D entre dos fases líquidas se puede definir a partir de la ecuación de 

Einstein como D = kBT/λ con un término de resistencia hidrodinámica modificado λ=8(η1 + 

η2)r que depende de la viscosidad de cada líquido (η1 y η2) y del radio (r) de la molécula que 

difunde y que predomina a bajas viscosidades interfasiales (revisar Sección II.2.3.4). Para 

ηagua = 1 cP y ηVAS = 1,9 cP 113, T=294K y MMA=50 Å2 /molécula  r = 3,99 nm Å, se 

obtiene que D = 4,38x10-10 m2/s ( 438 m2/s). Este valor se compara razonablemente con 

los datos informados por Negishi, M., et al.114. El valor determinado para el radio de la 

partícula que difunde es muy alto en relación con los valores que surgen de las isotermas de 

compresión π-MMA. Esto refleja el movimiento colectivo de las moléculas de fosfolípido 

con las moléculas del solvente de la fase superior.  

Además, en la interfase entre el agua y un solvente altamente viscoso, se ha sugerido 

que las moléculas exhiben una especie de mecanismo de difusión interfasial con un modo 

“saltatorio" (del término en inglés “hopping”) que involucra estados de transición donde la 

molécula de adsorbato se desprende temporalmente de la superficie158. Estos antecedentes 

serían coherentes con la hipótesis sugerida más arriba respecto a la existencia de una 

organización de las moléculas de EPC en forma de no-monocapa en la interfase O/W a partir 

de las irregularidades observadas en la constante de velocidad de adsorción k de EPC a través 

del método AMA/O. Por lo tanto, debido a la imposibilidad de asegurar una dispersión 

molecular cuantitativa y a la complejidad en su cinética de adsorción que dificultaría la 

obtención de parámetros moleculares confiables, tales como el área molecular media, el 

método de siembra AMA/O fue descartado.  
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IV.2.2. Monocapas esparcidas y adsorbidas en la interfase 

O/W 

Cuando se utiliza la cuba de teflón, que presenta un área aproximadamente 10 veces 

mayor al sistema experimental mostrado anteriormente, se pueden obtener 

satisfactoriamente monocapas lipídicas con los métodos AMO/W y SM, cuando la cantidad 

de moléculas sembradas conducen a una MMA inicial mayor al área de despegue (en inglés, 

“lift-off”) de la isoterma, la cual corresponde al área por molécula cuando se puede detectar 

la presión superficial, es decir,  ≥ 1 mN/m 137. Si las monocapas se preparan mediante el 

método SM (siembra en la interfase A/W antes de la adición de la fase superior), se requiere 

de un cuidado considerable para evitar la alteración del filme formado y la migración de 

moléculas fuera de la interfase O/W. Teniendo en cuenta este problema y trabajando con 

precaución, se realizó un análisis comparativo de las técnicas AMO/W y SM mediante 

isotermas de presión superficial vs. área molecular promedio (-MMA) (Figura 26a). Es 

importante destacar que la monocapa en la interfase O/W incluye no sólo moléculas de EPC 

sino también moléculas de la fase superior, en consecuencia, la MMA de EPC calculada 

debe considerarse en este caso como una MMA aparente (MMAap). 

Por otra parte, se demostró que las moléculas de EPC no formaron una monocapa 

estable en la interfase A/O, lo que se observa en la isoterma de la Figura 26a (línea verde), 

donde la  permaneció constante en valores cercanos a cero indicando que las moléculas 

sembradas no se mantienen en la interfase durante la compresión. Esto implica que la EPC 

no particiona en la interfase A/O e indica que, cuando la monocapa se prepara mediante la 

técnica AMO/W, toda la población de moléculas de EPC se distribuye entre la fase superior y 

la monocapa sobre la interfase líquido-líquido. Además, las isotermas de compresión -

MMA de los filmes en la interfase O/W preparados mediante las técnicas AMO/W y SM 

fueron superponibles (Figura 26a, líneas azul y roja) demostrando que pueden ser utilizadas 

para la preparación de monocapas en la interfase O/W y que tienen una eficiencia de siembra 

similar. Dado que el método SM es más sencillo de realizar experimentalmente fue el método 

utilizado en los experimentos de compresión posteriores. 
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Las monocapas en la interfase O/W exhibieron isotermas de compresión -MMA 

más expandidas y con menor presión de colapso (c) que las isotermas de las monocapas 

preparadas en la interfase A/W. Esto último podría interpretarse como una menor estabilidad 

del filme en la interfase O/W que en la interfase A/W, si se aplica la lógica habitual. Sin 

embargo, el límite superior de  que cualquier filme monomolecular puede alcanzar en una 

determinada interfase es la tensión superficial de dicha interfase limpia (0 en Ec. (4)). Para 

las interfaces A/W y VAS/W, los valores de 0 son 0, A/W = 72 y 0, VAS/W = 37 mN/m y las 

presiones de colapso de EPC fueron c, A/W = 61 y c, VAS/W = 34 mN/m. Entonces, c, A/W y 

c, VAS/W representarían 85% y 92% de sus respectivos valores de 0, (ver Figura 27) lo 

que implica que una monocapa de EPC en la interfase O/W no sería menos estable que en la 

interfase A/W.  

 

Se pueden observar gráficos de presión 

superficial/interfasial en (a) y módulo de 

compresibilidad en (b) vs. MMA.  

Se prepararon monocapas de EPC y de 

una mezcla pseudobinaria de EPC y 

VAS a una fracción molar de 0,02, en la 

interfase aire/agua (A/W) y/o en la 

interfase vaselina/agua (O/W). Las 

líneas rectas ilustran el procedimiento 

para obtener valores de K a 30 mN/m a 

partir de interpolaciones sucesivas en las 

isotermas de -MMA y K-MMA, 

respectivamente, obtenidas en cada 

condición experimental. 

Figura 26. I o       π v .   A o K 

vs. MMA para monocapas de EPC.  
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El módulo de compresibilidad K, calculado a partir de la Ec. (5), se representa en 

función de MMA en la Figura 26b. Este parámetro refleja cualitativamente el estado físico 

de la monocapa y puede ayudar a identificar la presencia de transiciones de fase 

bidimensionales. Un alto valor de K (baja compresibilidad) significa que las moléculas están 

fuertemente compactadas y que las fuerzas cohesivas son considerables. K generalmente se 

emplea para clasificar el estado de las monocapas de Langmuir. Para monocapas en la 

interfase A/W, un valor de K de la misma magnitud que π está asociado con un estado 

gaseoso (G), mientras que para filmes en un estado líquido expandido (LE) K varía de 12,5 

a 50 mN/m y para un estado líquido condensado (LC) se caracteriza por valores más altos 

(entre 100-250 mN/m), según Davies y Rideal58. Suponiendo que esta regla se aplica también 

a los filmes en la interfase O/W, se puede determinar que todas las monocapas estudiadas 

cambiaron de fase G a LE a lo largo de la isoterma de compresión. 

En algunas de las isotermas obtenidas con la mezcla EPC/VAS0.02 en la interfase 

A/W, se detectó algunas veces una irregularidad entre 9 y 12 mN/m (no mostrada) que se 

asemejaba a una transición que podría estar asociada con el inicio de la exclusión del exceso 

de VAS desde la monocapa hacia una fase líquida hidrofóbica. Este exceso de VAS debería 

crecer con la compresión y permanecer en equilibrio con una monocapa mezcla 

EPC/VASA/W de composición constante. Esta hipótesis se confirmó posteriormente 

mediante estudios de microscopía (ver más adelante) y surge a partir del análisis presentado 

por Caruso et al.104 del comportamiento de filmes mezcla de triglicéridos con fosfolípidos 

en diagramas de fase de -composición.  

Figura 27. Isotermas de presión 

superficial/interfasial vs. área 

molecular promedio normalizadas.  

Isotermas de compresión de presión 

superficial/interfasial vs. área 

molecular promedio de EPC pura en 

las interfaces A/W, A/O y O/W y de 

la mezcla pseudobinaria 

EPC/VAS0.02 en la interfase A/W, 

normalizadas por la tensión 

superficial de la interfase limpia 

correspondiente (0).  
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En la Tabla 2 se muestra un resumen de los datos moleculares, termodinámicos y 

reológicos, a 20 y 30 mN/m, de todas las monocapas evaluadas en la Figura 26. En términos 

generales, en comparación con monocapas en la interfase A/W, los filmes de EPC en la 

interfase O/W a 20 mN/m se encuentran más expandidos (mayor MMA) y presentan un 

módulo de compresión similar (K). A 30 mN/m, la diferencia en MMA fue menor, mientras 

que los valores de K permanecieron similares para ambas monocapas. Curiosamente, la 

mezcla EPC/VAS0.02; A/W exhibió el módulo compresional más bajo (compresibilidad más 

alta) a ambos valores de  analizados. 

Tabla 2. Análisis reológico y termodinámico de los filmes de Langmuir.  

Sistema 

MMA 

(Å2/molec) 

K a| 

(mN/m) 

MMA 

(Å2/molec) 

K a| 

(mN/m) Estado 

de fase 

ΔG comp 
b|

 

(kJ/mol) 
20 mN/m 30 mN/m 

EPCA/W 87 ± 1 61 ± 3 74 ± 1 75 ± 4 LE 2,4 ± 0,2 

EPC/VAS0.02A/W 91 ± 1 45 ± 3 75 ± 2 58 ± 3 LE 3,6 ± 0,4 

EPCO/W (AM) 104 ± 1 62 ± 1 90 ± 1 71 ± 3 LE 2,80 ± 0,2 

EPCO/W (SM) 104 ± 1 68 ± 5 91 ± 1 73 ± 1 LE 2,70 ± 0,1 

Los datos se tomaron de isotermas de compresión de monocapas de EPC pura o de la mezcla pseudo binaria 

de EPC y VAS a una fracción molar de 0,02, preparadas en la interfase A/W o en la interfase VAS/W. Los 

valores son la media ± S.E.M. de al menos dos experimentos independientes. T = 25 ± 1 ° C. aƖ Calculado a 

partir de la Ec. 5. bƖ Calculado a partir de la Ec. 6 integrando isotermas de compresión entre 2 y 20 mN/m. La 

fracción molar de VAS en la mezcla EPC:VAS se indica como subíndice. Las fases VAS, W y A corresponden 

a vaselina, agua y aire, respectivamente. 

El Gcomp de una monocapa es un parámetro complejo que refleja no sólo el equilibrio 

energético entre las interacciones intermoleculares y la pérdida de entropía en la compresión, 

sino también la energía relacionada con las transiciones (no limitada a las transiciones de 

fase bidimensionales). El Gcomp   calculado para monocapas de EPC en la interfase O/W es 

mayor que en las interfaces A/W. Asumiendo que esta monocapa incluye moléculas de la 

fase superior, su Gcomp posiblemente contiene un componente energético requerido para 

expulsar las moléculas de VAS desde la monocapa hacia la fase líquida hidrofóbica. A su 

vez, el Gcomp para la monocapa EPC/VAS0.02, A/W es el más alto entre todas las monocapas 

estudiadas. Contendría un componente energético asociado a la transición identificada a 

través de la isoterma K-MMA, también debido a la expulsión de moléculas de VAS de la 

monocapa. Comparando las isotermas de EPCO/W y EPC/VAS0.02, A/W, resulta intrigante que 

siendo esta última la más compresible, al mismo tiempo requiere más energía para sufrir la 

misma compresión (entre 2 y 20 mN/m). Si en ambos casos el proceso de compresión implica 
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la exclusión de moléculas de VAS de la monocapa, parece que la presencia de la fase 

superior líquida (VAS) estaría aportando un efecto facilitador. Esto se analiza como mayor 

detalle en las siguientes secciones.  

La estabilidad de las monocapas también se evaluó mediante ciclos de compresión-

descompresión (C-D). Las monocapas de EPC en la interfase O/W exhibieron histéresis, 

generalmente positiva y a veces negativa, dependiendo del material de la placa Wilhelmy 

(papel, Pt, Pt platinizado), la velocidad de compresión y la  alcanzada antes de comenzar 

la descompresión. Se obtuvieron condiciones reproducibles utilizando Pt platinizado como 

sensor. 

IV.2.3. Filmes de Langmuir de EPC/VAS en la interfase 

agua/aire: un modelo experimental de monocapas de EPC 

en la interfase aceite/agua  

Suponiendo una composición tentativa de la monocapa de EPC en la interfase 

aceite/agua (EPCO/W), se realizó una mezcla de EPC con vaselina en una fracción molar XVAS 

= 0,02 (EPC/VAS0.02, A/W) y se estudió su comportamiento en la interfase A/W. La isoterma 

de compresión de esta mezcla se muestra en la Figura 26a (línea negra discontinua). A bajas 

, se observó que la isoterma EPC/VAS0.02, A/W se encuentra más expandida que la isoterma 

de EPC pura en la interfase A/W, lo que sugiere la permanencia de moléculas VAS en la 

monocapa. 

En el primer ciclo de C-D, la isoterma de la monocapa EPC/VAS0.02, A/W, exhibió una 

marcada histéresis negativa (Figura 28a). En la segunda compresión, la isoterma -MMA 

siguió casi la misma trayectoria que la primera descompresión, por lo que aparece 

desplazada hacia áreas moleculares inferiores en comparación con la primera isoterma de 

compresión, lo que sugería que la monocapa ha perdido algunas moléculas en esta etapa. El 

segundo ciclo de C-D no mostró histéresis, lo que indica que después del primer ciclo de C-

D se logró una estabilización. 

Curiosamente, las imágenes obtenidas mediante BAM de la monocapa EPC/VAS0.02, 

A/W, permiten observar la aparición de pequeños puntos brillantes de alta reflectividad (a 

partir de ahora denominados “lentes”), cuya densidad superficial aumentó tras el proceso de 
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compresión y no desaparecieron durante la descompresión (Figura 28b). La altura de las 

lentes (Figura 28c) se calculó a partir de los valores de reflectividad local de acuerdo con la 

Ec. (13) utilizando datos de las imágenes de BAM tomadas a diferentes presiones 

superficiales dentro de un ciclo de C-D. Los valores promedio correspondientes a varias 

lentes de una misma imagen se graficaron en función de la . Estas estructuras exhibieron 

alturas dentro del rango nanométrico, aunque sus radios fueron micrométricos.  

En conjunto, estas observaciones sugieren que, durante la primera compresión, la 

monocapa sufre cambios irreversibles asociados con la pérdida de algunas moléculas, 

presumiblemente de VAS, que no se recuperan después de la descompresión. Estas 

Figura 28. Análisis de los ciclos de C-D en monocapas de EPC/VAS 0.02, A/W. 

a) Isotermas -MMA, b) Imágenes de BAM obtenidas a la  indicada. Las flechas indican el sentido 

del cambio de . Las barras de escala representan 50 m. c) Altura (h) de las lentes sobre el filme 

de EPC/VAS en la interfase A/W. Los datos son el promedio  SEM (n=5). Los valores de h fueron 

calculados a partir de la Ec. 13 de acuerdo con la ref. 117. Se analizaron al menos 5 lentes por 

imagen de BAM. Las líneas y las flechas son para guiar la lectura.  
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moléculas son expulsadas de la monocapa y se segregan sobre ella formando lentes que no 

coalescen tras la compresión. 

Para evaluar si los puntos brillantes identificados a través de BAM correspondían a 

lentes líquidas de VAS, se utilizó microscopía confocal espectral mediante el análisis de 

monocapas de mezclas EPC/VAS con la sonda fluorescente Rojo de Nilo (NR), un sonda 

que es ampliamente utilizada debido a que puede particionar en fases hidrofóbicas y presenta 

un fuerte solvatocromismo159-160. Estas propiedades permiten evidenciar la coexistencia de 

dos fases con polaridades diferentes (un núcleo apolar de VAS y una monocapa mixta 

EPC/VAS menos apolar). Las micrografías (Figura 29a, b) mostraron claramente que la 

sonda NR estaba particionando en las lentes. Es importante destacar que si se comparan las 

imágenes de monocapas EPC/VAS con XVAS = 0,02 (Figura 29a) y XVAS = 0,2 (Figura 29b) 

se evidencia un mayor tamaño y una mayor densidad de superficie de las lentes observadas 

en XVAS = 0,2 con respecto a XVAS = 0,02 (coincidente con los patrones encontrados mediante 

BAM). 

 El análisis espectral del NR presente en estas estructuras (Figura 29c), después de la 

excitación a λex = 488 nm, presentó una banda de emisión de fluorescencia entre 500-670 

nm con un máximo (λmax), ubicado a ~ 540 nm, que es casi superponible con el λmax 

observado para una solución de NR en VAS. Por el contrario, el análisis espectral de la 

imagen en regiones de monocapas EPC/VAS donde había ausencia de lentes (Figura 29c, 

línea verde oscura) mostró una intensidad de emisión insignificante dentro del rango de 500-

670 nm tras la excitación a λex = 488 nm. Sin embargo, cuando monocapas de EPC pura 

(Figura 29d), se excitaron a λex = 543 nm o a 488 nm, se observó una banda en el espectro 

de emisión comprendida entre 565–700 nm con un λmax = 628 nm. Estos espectros 

desplazados hacia el rojo obtenidos en monocapas de EPC indicaron que las moléculas de 

NR que se encontraban fuera de las lentes, pero particionando entre las cadenas 

hidrocarbonadas de EPC podían detectar el efecto de un entorno más hidrofílico comparado 

al núcleo hidrofóbico de las lentes 159.  

Es importante tener en cuenta que los espectros de NR obtenidos de las lentes 

presentes en monocapas EPC/VAS que contienen XVAS = 0,02 o 0,2 fueron cualitativamente 

similares (compárense las Figura 29c y A.2), pero al obtenerse lentes más grandes con 

XVAS=0.2 la intensidad de la señal mejoró considerablemente y, por lo tanto, también mejoró 

la resolución del espectro. En conjunto, estos resultados sugirieron que la sonda NR se 
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encuentra distribuida en toda la monocapa; inserta entre las moléculas de fosfolípidos y 

también en el interior de las lentes. Como los espectros de emisión obtenidos se asemejan a 

los de VAS pura, pudo concluirse que las lentes detectadas mediante BAM se encuentran 

constituidas entonces por VAS segregada.  

Después de confirmar que estas estructuras altamente reflectantes estaban 

constituidas por VAS, se realizó un análisis basado en la dispersión de las moléculas de VAS 

sobre las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípidos. El coeficiente de dispersión (del 

inglés “Spreading coefficient”, S) de un líquido sobre una superficie puede considerarse 

como la diferencia entre el trabajo de adhesión (Wa) del líquido a la superficie y el trabajo 

de cohesión (Wc) entre las moléculas de la sustancia líquida161-162. Dado que Wa =AW + AO 

Figura 29. Microscopía de 

Epifluorescencia Confocal Espectral 

de EPC/VAS en la interfase A/W.  

La π del sistema en todos los 

experimentos fue ~15–20 mN/m y se 

utilizó como sonda fluorescente Rojo de 

Nilo (NR). En las imágenes se observan 

mezclas EPC/VAS con una fracción 

molar de 0,02 (a) y 0,2 (b) de VAS. En (c) 

se muestran los espectros de emisión 

obtenidos tras la excitación a 488 nm. Los 

espectros se construyeron a partir del 

análisis del área marcada (lente o área 

libre de lentes, indicada en (b) por los 

números o el círculo, respectivamente) en 

imágenes capturadas sucesivamente a 

diferentes λem dentro del rango de 500–

700 nm. VAS (—) se corresponde a la 

disolución sólo de NR en VAS pura como 

solvente. En (d) se aprecia el espectro de 

emisión de una monocapa de EPC con 

NR, excitada a 488 o 543 nm, con un pico 

de emisión a λ max=628 nm.  

 

de lentes 
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- OW   y Wc = 2AO entonces S =AW – (AO + OW), dónde AW, AO y OW representan las 

tensiones superficiales de las interfases agua/aire, aire/VAS y VAS/agua, respectivamente. 

La condición para que haya esparcimiento es que S>0. 

En el caso de las moléculas de VAS sobre una monocapa de EPC/VAS0.02,A/W, se 

deduce que S = film – (AO + OW). A partir de la Ec. (4), a  15 mN/m, film= 57 mN/m, 

AO=33 mN/m y OW = 37 mN/m resulta S = -13 mN/m. Este valor de S predice que las lentes 

de VAS permanecerán sobre la monocapa EPC/VAS0.02, A/W y no se extenderán sobre ella. 

Este fenómeno se confirmó en las imágenes de BAM que se muestran en la Figura 28b. En 

otras palabras, la formación de lentes de VAS implica un costo energético relacionado con 

la formación de tres fases en coexistencia. Sin embargo, si en lugar de aire, sobre la 

monocapa se encuentra una fase líquida de VAS (sistema líquido/líquido), las moléculas de 

VAS expulsadas de la monocapa se integrarían directamente en la fase superior, con un costo 

energético muy bajo o nulo. Esto explicaría el hecho de que se requiera menor energía libre 

de compresión para la monocapa EPCO/W en comparación con la monocapa EPC/VAS0.02, 

A/W (Tabla 2), lo cual implicaría que esta diferencia estaría relacionada con el estado final en 

el que se encuentre el exceso de VAS expulsado del filme en uno u otro sistema, formando 

lentes en la interfase A/W o bien integrándose a la fase superior en la O/W.  

IV.3. Conclusiones 

En el presente capítulo, primero se analizaron tres procedimientos diferentes de 

acuerdo con lo descrito en literatura para la preparación de monocapas de surfactantes en la 

interfase O/W. En dos de ellos, el sistema bifásico debe ser preparado previamente y la 

incorporación de la solución lipídica se realiza en la interfase A/O o en la interfase O/W, 

obteniendo así monocapas adsorbidas AMA/O o AMO/W, respectivamente.  

Los resultados obtenidos para la evolución de la constante de tiempo (k) después de 

la adición sucesiva de alícuotas de solución lipídica resultó una herramienta muy útil no sólo 

para tomar una decisión racional sobre el mejor procedimiento a utilizar, sino que también 

proporcionó información valiosa sobre la dinámica temporal de la distribución de las 

moléculas tensioactivas. Así, se observó que la adsorción de surfactante directamente en la 

interfase O/W se caracterizó por un aumento inicial regular de k seguido de una disminución 

y una estabilización a valores bajos que tendían asintóticamente a cero. Esto se puede 
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imaginar como una interfase limpia que inicialmente se llena rápidamente y después de 

alcanzar una densidad molecular crítica aún acepta nuevas moléculas, pero requiere una 

mayor energía de activación hasta alcanzar la "presión de equilibrio". Por el contrario, el 

procedimiento que consiste en la deposición del tensioactivo en la interfase A/O exhibió 

valores de k que fluctúan de manera caótica. Por lo tanto,  nunca se estabiliza y conduce a 

isotermas de -MMA no reproducibles. Empíricamente, este resultado fue suficiente para 

descartar este procedimiento para la preparación de filmes de Langmuir en la interfase O/W. 

Sin embargo, el mecanismo molecular involucrado en esta interesante e irregular fluctuación 

en su cinética de adsorción permanece como una pregunta abierta. Se propuso la hipótesis 

de que este complejo comportamiento surge de las dos dimensiones (2D y 3D) involucradas 

en el proceso de difusión asociado a este tipo de método de siembra. Esto conduciría a una 

especie de mecanismo de difusión interfasial en modo "saltatorio” con distintos estados de 

transición de las moléculas de fosfolípidos que se desprenden temporalmente de la 

superficie.  

Por otra parte, el tercer procedimiento aplicado para la preparación de monocapas 

(SM) a través de la deposición en la interfase A/W y la posterior adición de la fase superior, 

realizado cuidadosamente, no introdujo perturbaciones irreversibles y condujo a la 

formación de filmes estables y reproducibles. Este hecho y la simplicidad en su preparación 

lo convirtieron en el método de elección para los experimentos subsiguientes. 

Contrariamente a la interfase A/W, en la interfase O/W, monocapas altamente empaquetadas 

y reproducibles sólo se pueden lograr comprimiendo una monocapa de baja densidad 

molecular y no mediante la adición sucesiva de moléculas de surfactante para incrementar 

su empaquetamiento. 

Considerando los resultados obtenidos, se realizó entonces la formación de 

monocapas de EPC en la interfase O/W mediante el método SM con el objetivo de realizar 

isotermas de compresión -MMA. Se obtuvieron exitosamente monocapas de Langmuir, 

con comportamientos reproducibles que permitieron su adecuada caracterización y posterior 

comparación en distintas interfaces. La diferencia energética requerida para comprimir las 

monocapas EPCO/W y EPCA/W a lo largo de la interfase correspondiente puede reflejar la 

diferencia en la viscosidad de la fase superior presente en cada caso y/o el requerimiento de 

un trabajo adicional para expulsar las moléculas VAS intercaladas entre las cadenas 

hidrocarbonadas de EPC, en el caso de monocapas EPCO/W, que se encuentra ausente en el 
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caso de EPCA/W. Entonces, para indagar sobre este problema, se estudió la mezcla 

EPC/VAS0.02 en la interfase A/W. Curiosamente, según los cálculos realizados a partir de 

las isotermas -MMA, la monocapa EPC/VAS0.02 exhibió el valor más alto de energía de 

compresión y el módulo de compresibilidad K más bajo de todos los filmes estudiados. Esto 

puede pensarse como el resultado de dos fuerzas opuestas. Por un lado, la disminución de la 

solubilidad de VAS en la monocapa de EPC tras la compresión puede ser la fuerza impulsora 

que favorece la expulsión de las moléculas de VAS de la fase monocapa, lo cual se ve 

reflejado en la alta compresibilidad de la monocapa mezcla EPC/VAS0.02. Al mismo tiempo, 

cuanto mayor sea la similitud fisicoquímica entre las moléculas expulsadas y los medios 

donde están inmersas, menor será la fuerza y menor el trabajo requerido para la compresión. 

Alternativamente, la diferencia puede explicarse por la energía que se requiere invertir para 

formar sitios de nucleación en la monocapa mezcla EPC/VAS0.02.  

El análisis realizado mediante BAM permitió comprobar que, durante la compresión, 

las moléculas de VAS se segregaban sobre la monocapa, formando lentes no coalescentes 

fuertemente reflectantes que permanecían incluso después de la descompresión y cuyo 

cambio de altura (aumento/disminución) acompañaba el ciclo de compresión/ 

descompresión. Tomados en conjunto, estos resultados indicaron que, en EPCO/W, las 

moléculas de VAS de la fase superior se insertan entre las cadenas hidrocarbonadas del 

fosfolípido. Algunas moléculas de VAS permanecieron en la interfase hasta el colapso, pero 

otras se excluyeron hacia la fase líquida de VAS con un requerimiento de energía menor que 

hacia el aire. Por lo tanto, las moléculas de VAS expulsadas de EPC/VAS0.02; A/W no se 

extienden sobre la monocapa, tal como predice el coeficiente de dispersión S = -13 mN/m y 

se demuestra mediante BAM.  

Para concluir, en el presente capitulo se definió racionalmente el mejor 

procedimiento para preparar monocapas de fosfolípidos en la interfase O/W, se explicaron 

algunos aspectos moleculares responsables de los fenómenos observados en los métodos 

experimentales y se proporcionaron conocimientos que serán útiles a futuro para construir 

modelos experimentales que permitan diseñar y estudiar emulsiones, partículas y/o gotas de 

lípidos. Las primeras son de interés para el suministro de fármacos mientras que las últimas 

son factores que estabilizan diferentes estructuras relacionadas con partículas de importancia 

bioquímica, biológica y fisiológica, como lipoproteínas, leucoplastos, entre otros, tanto en 

células de origen animal como vegetal.
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“Si nos aventuramos en el conocimiento y en la ciencia, lo hacemos tan 

sólo para regresar mejor equipados para la vida”.  

Johann Wolfgang von Goethe 

 

 

Capítulo V 
Mezclas pseudobinarias de lípido/vaselina 

en la interfase agua/aire 
 
 

V.1. Introducción 

Las monocapas en la interfase A/W han resultado modelos de gran utilidad para 

obtener información referida a la estructura, organización supramolecular, comportamiento 

termodinámico y reológico de moléculas anfifílicas como los fosfolípidos. Esto los convierte 

en excelentes candidatos para ser estudiados también mediante la metodología de filmes de 

Langmuir en la interfase líquido/líquido y así, evaluar comparativamente cómo es su 

comportamiento entre dos fases líquidas respecto al observado en la interfase A/W.  

En el Capítulo IV se realizó un análisis detallado de la técnica de filmes de Langmuir 

en la interfase O/W, principalmente para conocer el sistema y así establecer protocolos para 

la preparación de monocapas. Con este fin se investigó el comportamiento de monocapas de 

EPC en la interfase agua/vaselina, así como de monocapas mixtas EPC/VAS en la interfase 

agua/aire. Sin embargo, es necesario recordar que la EPC no es una sustancia pura sino una 

mezcla de fosfatidilcolinas que contienen una diversidad de ácidos grasos esterificados al 

glicerol y, por su parte, la fase orgánica VAS está constituida por una diversidad de alcanos. 

Considerando la complejidad inherente al sistema líquido/líquido y la variabilidad que 

ofrecen el fosfolípido y la fase superior, era necesario utilizar una sustancia pura que 

permitiera realizar una comparación fehaciente de las monocapas en el sistema agua/aceite 

con respecto al sistema agua/aire.  

Como consecuencia, en el presente capítulo se continuó utilizando esta metodología, 

pero se abordó el estudio de la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) como fosfolípido modelo. 

Esta elección resulta de interés porque este lípido presenta una transición de fase de un estado 
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LE a LC que depende de la temperatura, por lo que a partir de isotermas de compresión -

MMA obtenidas a distintas temperaturas se pueden obtener diversos parámetros 

moleculares, reológicos y termodinámicos de interés.  

Además, como se discutió en el capítulo anterior, una monocapa de fosfolípido en la 

interfase O/W puede considerarse como una mezcla pseudobinaria de fosfolípido y VAS. En 

este sentido, la DPPC es una sustancia pura que permitirá la adecuada preparación de 

mezclas de lípido/vaselina con diferentes relaciones molares. Mediante este tipo de estudio 

y gracias al uso de mezclas con composiciones determinadas se podrá definir cuáles son las 

condiciones en las que mezclas de aceite mineral-lípido en la interfase A/W permiten 

observar y analizar termodinámicamente la emergencia de la interfase líquido/líquido y su 

evolución espacial.  
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V.2. Resultados y Discusión 

V.2.1. Monocapas de DPPC en la interfase O/W 

A diferencia del estudio en monocapas de EPC, la DPPC presenta una transición de 

fase del estado LE al LC. La misma depende de la temperatura (T), por lo que ocurrirá a 

distintos valores de π y de MMA según el estado que se encuentre más favorecido a una 

determinada T. En la Figura 30, se muestran isotermas de compresión de monocapas de 

DPPC en la interfase A/W (a) y en la interfase O/W (b) realizadas a distintas temperaturas. 

La isoterma de DPPC, en la interfase A/W a 25º C (Figura 30a) muestra un plateau a π ≈ 5 

mN/m que corresponde a su transición bidimensional de fase líquido expandido (LE) a 

liquido condensado (LC). A 35°C la transición de fase aparece a una presión 

significativamente mayor (35mN/m) respecto a lo observado a temperatura ambiente, 

mientras que a 15° C la monocapa sólo presenta una fase de tipo LC.  

Figura 30. Efecto de la temperatura en 

monocapas de DPPC en la interfase 

A/W y O/W. 

Las isotermas de π vs. MMA en la 

interfase A/W (a) o en la interfase VAS/W 

(b) se registraron a 15, 25 y 35 °C. 

Como recuadro se observa en cada caso el 

módulo de compresibilidad en función del 

área molecular promedio (K vs. MMA). 

También se muestran como esquemas la 

orientación de las moléculas de 

fosfolípidos en cada interfase. En (b), los 

alcanos de la fase superior representados 

en amarillo se insertan entre las cadenas 

hidrocarbonadas del fosfolípido. 
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Por otro lado, en el caso de la DPPC en la interfase O/W (Figura 30b), a 25°C la 

transición de fase LE a LC ocurre a una π levemente mayor que la observada para el 

fosfolípido en la interfase A/W a la misma temperatura163-166. Además, a 15°C y 35°C las 

isotermas corresponden a fases únicas (sin transiciones) tipo LC y LE, respectivamente. Tal 

como se observó para el caso de monocapas de EPC, las áreas moleculares promedio 

medidas para DPPC en la interfase O/W fueron mayores que las obtenidas en la interfase 

A/W a las mismas T y .  

El módulo de compresibilidad (K) es un parámetro capaz de reflejar cualitativamente 

el estado físico y también es útil para identificar la presencia de una transición de fase 

bidimensional de una monocapa. Típicamente los fosfolípidos muestran valores de K entre 

100 - 250 mN/m para las fases LC y entre 12,5 - 50 mN/m para las fases LE167. Sin embargo, 

estos datos no reflejan completamente el comportamiento de las monocapas de DPPC 

estudiadas en la interfase O/W, ya que en los experimentos realizados se encontró que las 

fases LC de DPPC (a 15 y 25 º C) en la interfase VAS/W muestran valores de K cercanos a 

80 mN/m a una π = 20 mN/m, mientras que, las fases LC en la interfase A/W presentan 

valores mayores a 190 mN/m que se condicen con la literatura. Comparativamente, los 

valores calculados para el módulo de compresibilidad fueron menores para los filmes en la 

interfase O/W con respecto a los calculados para la interfase A/W, incluso para la fase LC 

de DPPC. Además, como se esperaba en ambos sistemas, estos valores aumentaron a medida 

que la T disminuyó de 35 ° C a 15 ° C debido a que bajas temperaturas estabilizan el estado 

LC al favorecer mayores interacciones intermoleculares (ver isotermas K-MMA en los 

insertos de las  Figura 30a y b). 

Por otra parte, el aumento en la presión de superficie conduce a que la MMA se 

vuelva lo suficientemente pequeña como para provocar que las fuerzas de repulsión entre las 

moléculas predominen sobre las fuerzas atractivas, desestabilizando así la monocapa 

formada y causando por lo tanto su colapso† a una presión lateral denominada presión de 

colapso (c). Las monocapas en la interfase O/W exhibieron isotermas de compresión -

MMA con menor presión de colapso que las preparadas en la interfase A/W. Sin embargo, 

 

† Existen distintos tipos de colapso que implican la inestabilización global de la monocapa, lo que se aprecia 

en la isoterma como una caída brusca de la . También puede ocurrir la segregación de moléculas desde la 

monocapa hacia otra fase (por ej. una fase líquida) que permanece sobre la monocapa en equilibrio con ésta y 

que en la isoterma se distingue como un valor máximo de  que permanece constante aun cuando la compresión 

progrese. 
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como se explicó en el Capítulo IV, el límite superior de  que puede alcanzar un filme 

monomolecular es la tensión superficial de la interfase limpia (0 en Ec. (4)). Debido a esto, 

se normalizaron los valores de  de acuerdo con el valor de 0 de cada interfase limpia como 

se observa en la Figura 31. Esto permitió demostrar que las diferencias observadas en los 

valores de c a las distintas temperaturas trabajadas no se encuentran asociadas a una 

estabilidad del filme en la interfase O/W significativamente menor respecto a la interfase 

A/W. En ambas interfases los porcentajes de c respecto a 0 no presentaron diferencias 

significativas; por ejemplo, en el caso de una monocapa de DPPC a 25 ºC, las presiones de 

colapso fueron c, A/W = 58 mN/m y c, VAS/W = 27 mN/m que representan un 80% y 73% 

de sus respectivos valores de 0.  

Los datos moleculares y reológicos mencionados se resumen en la Tabla 3, donde 

además se exhibe la cantidad de energía libre requerida para comprimir una monocapa desde 

2 mN/m hasta 20 mN/m en cada interfase. La energía libre de compresión (ΔGcomp) de una 

monocapa es una cantidad compleja que refleja no sólo el equilibrio energético entre las 

interacciones intermoleculares y la pérdida de entropía en la compresión, sino también la 

energía relacionada con las transiciones de fase168. Los filmes de DPPC estudiados a distintas 

temperaturas requirieron distintas cantidades de energía para ser comprimidos hasta una π = 

20 mN/m. Pero, como tendencia general, los valores de ΔGcomp en la interfase O/W siempre 

fueron mayores que aquellos obtenidos para la interfase A/W. Este resultado refleja que el 

ΔGcomp incluye un componente que representa la energía necesaria para expulsar las 

moléculas de hidrocarburos de la fase superior intercaladas entre las cadenas 

Figura 31. Isotermas π. v    A    

monocapas de DPPC normalizadas. 

Isotermas de compresión de π vs. 

MMA de DPPC pura obtenidas a 

distintas temperaturas en las interfaces 

A/W (líneas discontinuas) y O/W 

(líneas sólidas), normalizadas por la 

tensión superficial de la interfase 

limpia correspondiente (0). Para las 

interfaces A/W y VAS/W, los valores 

de 0 son 0, A/W = 72 y 0, VAS/W = 37 

mN/m, respectivamente.  
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hidrocarbonadas de las moléculas de DPPC. Esto por un lado dificulta el empaquetamiento 

de las moléculas de fosfolípido y por otro, produce una compresibilidad aparente del filme 

en la interfase O/W cuyo valor es menor que la compresibilidad del mismo fosfolípido en la 

interfase A/W. Además, el ΔGcomp también expresa un mayor requerimiento de energía para 

el desplazamiento de las moléculas presentes en la interfase O/W debido a la mayor 

viscosidad de la fase superior respecto a la interfase A/W. 

Tabla 3. Parámetros moleculares, reológicos y termodinámicos de monocapas de DPPC. 

T 

(°C) 

MMAa 

(Å2/molécula) 

Kb 

(mN/m) 

Presión de 

colapso 

(mN/m) 

Área molecular 

mínima 

(Å2/molécula) 

ΔGcomp 2-20
 

(kJ/mol) c 

A/W O/W A/W O/W A/W O/W A/W O/W A/W O/W 

15 50 ± 2 65 ± 4 288 ± 25 87 ± 5 60 ± 2 24 ± 1 42 ±1 60 ± 4 0,3  0,1 0,8  0,1 

25 49 ± 1 67 ± 4 195 ± 3 83 ± 4 58 ± 2 27 ± 1 40 ± 3 59 ± 3 1,9  0,2 3,5  0,4 

35 66 ± 2 78 ± 3 110 ± 2 47 ± 2 52 ± 1 23 ± 1 49 ±1 72 ± 3 1,1  0,1 3,1  0,1 

Los datos se tomaron de isotermas de compresión de monocapas de DPPC preparadas en la interfase A/W o 

en la interfase O/W. Los valores son la media ± S.E.M. de al menos dos experimentos independientes. a| Valores 

obtenidos a 20 mN/m. b| Calculado a partir de la Ec. 5 a 20 mN/m. c| Calculado a partir de la Ec. 6 integrando 

isotermas de compresión entre 2 y 20 mN/m. Las fases O, W y A corresponden a vaselina, agua y aire, 

respectivamente. 

Además de las consideraciones anteriores, también debe tomarse en cuenta que, el 

rango de  dentro del cual se realiza el cálculo de cambio de energía libre de compresión 

(ΔGcomp 2-20), para las isotermas de DPPC a 25°C, tanto en la interfase A/W (DPPCA/W) como 

en la interfase O/W (DPPCO/W), incluyen una transición bidimensional de fase. Esto 

involucra un gasto energético extra que no puede apreciarse de manera cuantitativa cuando 

se evalúan los valores de ΔGcomp de manera global. La energía requerida para una transición 

de fase LE-LC está relacionada principalmente con el orden de las cadenas de acilo, cuya 

frecuencia de la isomerización trans-gauche disminuye y cuyas interacciones 

intermoleculares tipo de London - Van der Waals aumentan en cantidad e intensidad. Para 

destacar y luego comparar la energética de transición (ΔGTrans) de fase de DPPC en las dos 

interfaces bajo estudio, se realizó el cálculo de ΔG de compresión integrando las isotermas 

de compresión -MMA a 25°C de DPPCA/W y DPPCO/W en la región correspondiente a la 

transición de fase donde  es constante (Trans). Los rangos de integración, resultados del 

cálculo y otros parámetros que permiten caracterizar adecuadamente esta transición en 

ambos sistemas se muestran en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Parámetros que describen la transición de fase a 25 °C de DPPC en las interfases A/W 

y O/W.  

Propiedades de la transición  A/W O/W 

Trans (mN/m) 6 ± 1 9,5 ± 0,5 

ΔGTrans (kJ/mol) a 0,9 ± 0,2 2,3 ± 0,3 

MMA (Å2/molécula) b 
inicial 76 ± 1 105 ± 4 

final 55 ± 3 83 ± 2 

Propiedades reológicas antes y después de la transición 

Variable 
 

(mN/m) 
A/W O/W 

K (mN/m) c 
4  38 ± 2 25 ± 3 

20 195 ± 3 83 ± 4 

Estado de Fase c 
4 LE LE 

20 LC LC 

a| Calculado mediante la Ec. 6. b| Límites de integración para calcular ΔGTrans. c| Determinado por debajo de (4 

mN/m) y por encima de (20 mN/m) la  de transición. 

A una temperatura de 25 º C, las isotermas de compresión -MMA (Figura 30 y Tabla 

4) muestran que la Trans en el sistema O/W es mayor que en A/W, esto indica que, en la 

primera, la fase superior hidrocarbonada se encuentra estabilizando el estado de fase LE de 

la monocapa, lo que pone de manifiesto una partición preferencial de los alcanos en la fase 

LE comparado con la LC.  Esta conclusión es reforzada por el ΔGTrans ~2,4 veces mayor en 

la interfase O/W respecto a la interfase A/W (Tabla 4) que en el caso de la interfase O/W 

incluye dos componentes energéticos asociados: 1) la expulsión de moléculas de 

hidrocarburo y 2) la fricción de las cadenas hidrocarbonadas de la DPPC con la fase superior, 

que en el sistema O/W tiene mayor viscosidad que en A/W. Además de 3) el componente 

necesario (fuerzas de interacción de van der Waals) para empaquetar el filme e inducir la 

transición de fase al aumentar su densidad molecular, ya que las moléculas de alcano en el 

sistema O/W actúan como espaciadores entre las moléculas de los fosfolípidos impidiendo 

que las interacciones intermoleculares de corto alcance ocurran adecuadamente. Si 

asumimos que los componentes no directamente asociados a la transición de fase (1+2) 

pueden surgir de la diferencia entre los valores de GTrans calculados para las interfases O/W 

y A/W (GTrans= 1,4 kJ/mol) es interesante destacar que la región “horizontal” de la 

isoterma -MMA, correspondiente a la Trans, cubre un rango de MMA de 21 Å2/molécula, 

para ambas interfases. Dentro de ese rango de áreas moleculares persiste la coexistencia de 

una fase LE con una fase LC, más condensada y ordenada, hasta que finalmente la 
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transferencia de moléculas de DPPC desde la fase LE a la LC se completa y con ello finaliza 

el cambio de fase.   

Para evaluar la topología del filme durante su compresión, se realizaron experimentos 

de EFM, en una primera instancia, agregando a la DPPC una pequeña cantidad de la sonda 

fluorescente Rhod-PE la cual posee el grupo fluorescente unido a una de las cadenas 

hidrocarbonadas de la PE (Figura 10e). Las imágenes se obtuvieron a distintas presiones 

laterales durante la compresión de monocapas de DPPC en la interfase A/W (Figura 32a) y 

O/W (Figura 32b). En la interfase A/W, se observa claramente la coexistencia de las fases 

LE y LC, donde puede apreciarse la nucleación y crecimiento de los dominios condensados 

de DPPC durante el proceso de transición de fase. Esta sonda particiona preferentemente en 

la fase LE (zona más brillante), siendo excluida de los dominios condensados (zonas más 

oscuras). 

Figura 32. Micrografías obtenidas por EFM para monocapas de DPPC.  

La topología de las monocapas de DPPC se observó mediante la técnica de microscopía de 

Epifluorescencia (EFM) utilizando 0,3% de la sonda Rhod-PE (a y b) o 0,5% de la sonda NBD-PC 

(c y d). Los experimentos se realizaron en la interfase A/W (a y c) o en la interfase VAS/W (b y d).  
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Este comportamiento interfasial es el esperado para este fosfolípido que ya ha sido 

ampliamente estudiado169. Sin embargo, en la interfase O/W no fue posible distinguir 

visiblemente una coexistencia de fases. Al evaluar el sistema utilizando otra sonda 

fluorescente, NBD-PC (Figura 10c) cuyo grupo fluoróforo se encuentra en su cadena 

hidrocarbonada se obtuvieron resultados similares (ver Figura 32c y d para A/W y O/W 

respectivamente). Lo mismo ocurrió cuando se utilizó en la interfase O/W otra sonda 

fluorescente, DiIC18 (resultados no mostrados).  

Estas observaciones podrían indicar que cuando los filmes de DPPC se encuentran 

en la interfase VAS/W, el estado LC adquirido en este sistema según muestran las isotermas 

de compresión -MMA presenta una “estructura laxa” que permitiría la partición de la sonda 

comparada con aquella obtenida en la interfase A/W; lo cual se condice también con los 

menores valores de K alcanzados. Por el contrario, también podrían indicar que la técnica 

EFM utilizada con el equipamiento y condiciones disponibles no resultó eficiente para 

determinar la topografía del filme. Aunque los experimentos se realizaron con una variedad 

de sondas fluorescentes (Rhod-PE, NBD-PC y DiIC18) y utilizando distintas 

concentraciones, no se obtuvieron resultados satisfactorios.  

V.2.2. Análisis de mezclas pseudobinarias DPPC/VAS en la 

interfase A/W 

Los resultados detallados en la Sección IV.2.2, indicaron que las moléculas de 

alcanos de la fase superior se insertan entre las cadenas de hidrocarburos del fosfolípido EPC 

y no son totalmente expulsadas incluso en los puntos de mayor compresión logrados antes 

del colapso de la monocapa.  Lo mismo es esperable para una monocapa de DPPC preparada 

en una interfase O/W por lo que no podría ser considerada como un sistema de un único 

componente, sino que debería considerase como una mezcla pseudobinaria del fosfolípido 

como componente mayoritario y una fracción de la sustancia utilizada como fase superior, 

en este caso VAS. Considerando esto y teniendo en cuenta la imposibilidad de realizar una 

adecuada caracterización por EFM debido a las dificultades técnicas encontradas, se 

consideró conveniente realizar un estudio de mezclas pseudobinarias de DPPC/VAS en la 

interfase A/W.  
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Para ello, se eligieron ocho mezclas VAS/DPPC constituidas por fracciones molares 

de VAS (de XVAS) variando desde 0,02 hasta 0,90. En todas las composiciones evaluadas, 

las isotermas –MMA de las mezclas se desplazaron hacia áreas moleculares cada vez 

mayores que la obtenida para una isoterma de DPPC pura, a medida que aumentó XVAS (ver 

Figura 33 a). 

El valor de  para la transición de fase bidimensional aumentó desde  8,5 mN/m 

para una monocapa de DPPC pura hasta  15,5 mN/m para monocapas mezclas con una 

fracción molar de VAS (XVAS) dentro del rango de 0,05 a 0,6. Además, a medida que la 

proporción de VAS se incrementó, la transición de fase fue menos cooperativa y 

prácticamente desapareció a partir de XVAS = 0,80, donde la monocapa adquirió un 

comportamiento tipo líquido expandido. Esto se vio reflejado en los valores de K 

(a) Isotermas de compresión experimentales de DPPC pura y de sus mezclas pseudobinarias con 

diferentes proporciones de VAS. (b, c y d) Valores experimentales de área molecular promedio a π 

= 30, 15 y 5 mN/m, respectivamente, en función de la composición de la mezcla. En (c), se incluye 

la ecuación y la tabla con los valores correspondientes al ajuste de una función hiperbólica mediante 

una regresión no lineal; ---- representa la asíntota que pasa por XVAS= 0,05. La gráfica completa de 

MMA vs. XVAS a π = 15 mN/m puede observarse en la Figura A. 3.  

Figura 33. Isotermas de mezclas DPPC/VAS y diagramas de MMA vs. XVAS. 
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presentados en la Tabla 5, los cuales a partir de XVAS = 0,7 disminuyen en función del 

aumento del porcentaje de VAS.  

Tabla 5. Parámetros moleculares y reológicos de monocapas mezcla de DPPC/VASA/W. 

 π = 5 mN/m π = 30 mN/m 

XVAS MMA 

(Å2/molécula) 

Ka 

(mN/m) 

Estado 

de fase 

MMA 

(Å2/molécula) 

Ka 

(mN/m) 

Estado 

de fase 

0 69 ± 2 2l ± 1 LE 47,03 ± 0,04 290 ± 33 LC 

0,02 74 ± 1 38 ± 2 LE 47 ± 1 217 ± 9 LC 

0,05 72 ± 2 48 ± 5 LE 47 ± 1 297 ± 5 LC 

0,2 88 ± 2 59 ± 2 LE 52 ± 1 264 ± 55 LC 

0,4 95 ± 3 34 ± 2 LE 55 ± 3 241 ± 14 LC 

0,6 105 ± 3 30 ± 1 LE 59 ± 1 203 ± 14 LC 

0,7 109 ± 4 26 ± 2 LE 59,2 ± 0,5 191 ± 25 LC 

0,8 133± 8 29 ± 1 LE 81 ± 3 163 ± 24 LC 

0,9 188 ± 5 25 ± 4 LE 89 ± 3 116 ± 25 LC 

Los datos se tomaron de las isotermas de compresión de monocapas de DPPC pura o de mezclas pseudobinarias 

de DPPC y VAS a distintas fracciones molares. Los valores son la media ± S.E.M. de al menos dos 

experimentos independientes. T = 25 ± 1 ° C. aƖ Calculado a partir de la Ec. 5 (Sección II.2.3.2). El estado de 

fase se clasificó según los criterios de Davies and Rideal.167 

Es importante destacar que VAS es tan inestable en la interfase A/W que no forma 

monocapas (Figura 26a), por lo que a XVAS = 1 el valor de MMA se considera igual a 0 Å2. 

Sin embargo, permanece en la interfase estabilizada como parte de una monocapa mezcla 

fosfolípido/VAS. En consecuencia, a partir de las isotermas experimentales (Figura 33 a), se 

lograron construir los diagramas de MMA en función de XVAS a π = 30 mN/m (Figura 33b), 

15 mN/m (Figura 33c) y a π = 5 mN/m (Figura 33d). Se puede observar cómo la MMA 

aumenta a medida que se incrementa la XVAS a una presión superficial constante.  A partir 

de los datos de los diagramas de MMA vs. XVAS y utilizando la regla de las aditividades170 

es posible determinar matemáticamente cuál sería el área ocupada por una molécula de VAS 

en la mezcla (AVAS, mA/W) a una determinada presión lateral. Para ello, en la Figura 33c se 

ajustó una hipérbola rectangular a los puntos experimentales, siendo de interés conocer la 

MMAVAS a π =15 mN/m debido a que a esta presión lateral existe coexistencia de fases como 

se demostrará más adelante. La asíntota a esa curva que pasa por XVAS= 0,05 extrapolada a 

XVAS=0, permite determinar el valor del área molecular de DPPC en la mezcla (ADPPC, m A/W 

=54 Å2/molécula). De igual manera, si se extrapola esta asíntota a XVAS=1 se puede 
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determinar el valor de AVAS, mA/W en la mezcla a la fracción molar de interés (AVAS, mA/W 

=174 Å2/molécula). Estos datos serán utilizados en análisis posteriores.  

 La topografía de las monocapas mezclas DPPC/VASA/W, se estudió mediante BAM 

con el objetivo de evaluar el efecto de la presencia de VAS sobre la transición bidimensional 

de fase. Para esto se seleccionaron cinco mezclas representativas (Figura 34). La forma de 

los dominios condensados varió con la composición de la mezcla. En ausencia de VAS, a 10 

mN/m (región de coexistencia de fases) se observan los dominios más claros, 

correspondientes a fase LC con el típico formato de trisquelion171-172, los que a mayores 

presiones se aproximan y finalmente coalescen. A XVAS = 0,02, también a partir de 10 mN/m, 

comienzan a aparecer dominios condensados de menor tamaño, en mayor cantidad por 

Figura 34. Imágenes obtenidas mediante BAM para monocapas mezclas de DPPC/VAS 

Para monocapas de DPPC pura y para monocapas constituidas por distintas proporciones de 

VAS/DPPC, se registró mediante BAM su comportamiento interfasial a distintas π a lo largo de su 

isoterma de compresión.  
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unidad de superficie, pero aportando una cantidad similar de fase LC que en el caso de la 

monocapa de DPPC pura. En condiciones de exceso de VAS (XVAS> 0,2) se observó la 

aparición de estructuras de alta reflectividad (puntos brillantes), tal como se mostró 

anteriormente para mezclas de EPC/VAS (Figura 28 Sección IV.2.3). Es interesante notar 

que a XVAS = 0,2, a 15 mN/m además de los puntos brillantes, reaparecen las imágenes de 

los dominios LC con forma de trisqueliones. Esto sugiere que, una vez excluida la VAS, la 

monocapa resultante tendría una composición suficientemente enriquecida de DPPC como 

para sostener una transición de fase, con una XVAS < 0,02. 

      El diagrama de fases π vs. XVAS (ver Figura 35) se construyó usando los valores 

de  de transición (transición de fase y otras transiciones) y de  de colapso identificadas en 

cada una de las isotermas -MMA. Además, se incorporaron los datos de  a los cuales 

aparecen las lentes (gotas brillantes) obtenidos mediante las imágenes de BAM. Los puntos 

provenientes de un mismo tipo de fenómeno (transición, colapso, aparición de lentes) 

colocados en el plano π-XVAS se unieron con líneas que permitieron distinguir distintas 

regiones.  

 A bajas fracciones molares de VAS (XVAS<0,5), la Región I muestra una línea que 

marca el límite de la transición de fase LE-LC comenzando en 5mN/m y con una 

pendiente positiva que marca un límite entre las fases LE y LC, por debajo y por encima de 

esa línea, respectivamente. Manteniendo la XVAS<0,5, el aumento en la  lleva hasta una 

segunda línea, que marca el límite superior de la existencia de la monocapa, en este caso con 

Figura 35. Diagrama de 

f        π v . XVAS para 

mezclas DPPC/VAS.  

Las áreas numeradas se 

refieren a: I: monocapa 

mezcla en estado LE o LC, II: 

monocapa en estado LE + fase 

líquida (puntos brillantes), III: 

monocapa en estado LC + fase 

líquida (puntos brillantes). 

Los símbolos (x) se 

corresponden a los valores de 

π a los cuales aparecen las 

lentes en BAM. c (puntos 

azules) indican las presiones 

de colapso de la monocapa. 
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pendiente negativa, más allá de la cual ocurre el colapso. La dependencia de ambas líneas 

con la composición de la monocapa da cuenta de efectos coligativos. La Región I, 

correspondiente a fase monocapa en estado LE, se extiende hasta XVAS0,6 pero a partir de 

15 mN/m es interrumpida por otra línea que marca el límite con la Región II, constituida 

por los puntos -MMA a los cuales aparecen las lentes/gotas a las distintas XVAS., En 

consecuencia, la Región II correspondería a un sistema donde coexiste la fase monocapa 

mezcla DPPC/VAS en estado LE con otra fase de VAS líquida (ver próxima sección). La 

Región III corresponde a la zona del plano con valores intermedios y altos tanto de XVAS 

como de  donde coexisten una monocapa mezcla en estado condensado y VAS liquida bajo 

la forma de lentes sobre la monocapa. Aumentando la  se alcanza una línea horizontal que 

marca la transición hacia la monocapa colapsada. La constancia en ese valor de C indica 

que por encima de la línea que limita las Regiones I, LE y II con la Región III, tenemos una 

monocapa de fosfolípido saturada con VAS y que el aumento en la proporción de VAS en 

la mezcla inicial conduce a un aumento en la cantidad de fase VAS liquida segregada.  

En función de este análisis se pudo determinar que la solubilidad de VAS en DPPC, 

que representa el límite de composición a la cual la fase monocapa existe a toda <C, es 

muy baja (XVAS ~ 0,05). Además, se demostró que todos los componentes de las mezclas 

DPPC/VAS permanecen en la fase monocapa dentro de los límites π15 mN/m y XVAS 0,2. 

V.2.3. Análisis de la mezcla DPPC/VAS0,2  

Los puntos brillantes observados en las imágenes de BAM de las monocapas mezclas 

de DPPC/VAS en la interfase agua-aire (DPPC/VASA/W) parecen ser gotas líquidas de alta 

reflectividad soportadas sobre un filme fosfolipídico que puede racionalizarse como una 

“hemipartícula de emulsión”. 

Para estudiar la emergencia y confirmar la relación estructural de las lentes 

observadas mediante BAM en las monocapas DPPC/VASA/W (Figura 34) con el modelo de 

“hemipartículas de emulsión” se seleccionó representativamente la mezcla DPPC/VAS con 

una proporción correspondiente a XVAS=0,2 (DPPC/VAS0,2,A/W). En este modelo 

experimental la monocapa exhibe la coexistencia de los dominios LC, fase LE y los puntos 

de alta reflectividad y, respecto al modelo EPC/VAS, presenta la ventaja de permitir 
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dilucidar si la localización de las lentes muestra una posible preferencia por los distintos 

estados de empaquetamiento molecular LC, LE o los bordes LE-LC.  

En primer lugar, la monocapa constituida por la mezcla de interés DPPC/VAS y un 

porcentaje de una sonda fluorescente se transfirió a un soporte sólido hidrofílico para obtener 

filmes de Langmuir-Blodgett (LB) a una π = 15 mN/m. Posteriormente, se observó la 

topología del filme mediante EFM como se muestra en la Figura 36b-c, donde se incluye a 

modo comparativo una imagen de BAM obtenida a la misma π (Figura 36a). 

Cuando se utiliza la sonda Rojo de Nilo (NR) (Figura 10d), una molécula hidrofóbica 

y con propiedades solvatocrómicas, se observa una alta concentración de esta en los puntos 

de alta reflectividad, siendo entonces efectiva para marcar la fase líquida hidrofóbica (VAS) 

(Figura 36b). Además, se observa que particiona en menor medida en la fase LE de la 

monocapa (fondo claro de la imagen) y que es excluida de la fase condensada (dominios 

oscuros), que se distribuyen casi homogéneamente sobre el fondo claro. 

 Por el contrario, cuando se utiliza como sonda fluorescente una molécula anfipática 

cuyo grupo fluorescente se encuentra en la zona de las cadenas hidrocarbonadas del 

fosfolípido como el NBD-PC (Figura 10c), se observa que la sonda particiona en la fase LE 

dado que permite seguir evidenciando los puntos oscuros correspondientes a fase LC de 

donde se excluye (ver Figura 36c). Sin embargo, NBD-PC no permite distinguir la presencia 

de los puntos brillantes en la monocapa. Esta marcación continua de la región LE sugiere 

que el NBD-PC estaría marcando las regiones LE de la monocapa, incluyendo la superficie 

en contacto con las lentes.  

Figura 36. Estudio de la mezcla DPPC/VAS0,2   π = 15  N/               y BA .  

 Imágenes de microscopía obtenidas para la mezcla DPPC/VAS a XVAS = 0,2 y a π = 15 mN/m. En 

(a) se muestra para referencia una imagen obtenida mediante BAM. Mientras que (b) y (c) exhiben 

la imagen de un filme de LB observado mediante EFM cuando la sonda fluorescente utilizada es 

NR o NBD-PC, respectivamente.  
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El análisis mediante microscopía de epifluorescencia confocal espectral usando NR 

como sonda fluorescente, permitió obtener imágenes desde donde se seleccionaron lentes 

(regiones 1 y 2 en la Figura 37a) y zonas de la monocapa carentes de lentes (región 3 en la 

Figura 37a). A partir de las lentes en las regiones 1 y 2 (Figura 37a) se registraron los 

espectros de emisión de fluorescencia (obtenidos a una ex=488 nm) (Figura 37b). Estos 

espectros mostraron valores de centros de masa espectral CSM=564 ± 3 nm y 569 ± 6 nm, 

respectivamente. Además, estos espectros fueron superponibles con el espectro de emisión 

de una disolución de NR en VAS y cuyo CSM= 563 ± 4 nm. Lo cual indica fuertemente que 

las lentes están constituidas por VAS. En contraste, el espectro tomado de la región 3 

(ausencia de lentes) no mostró niveles de emisión de fluorescencia significativamente 

distintos de cero indicando la ausencia de cantidades significativas de NR particionando 

entre las cadenas hidrocarbonadas de la DPPC. 

Tomados en conjunto los resultados de EFM y de microscopía confocal espectral, 

apoyan el modelo de “hemipartícula de emulsión” consistente en una lente de VAS cubierta 

en la parte inferior por una monocapa de DPPC/VAS. Es esperable que, en esa monocapa, 

la XVAS sea la correspondiente a la saturación (XVAS0,05) definida a partir de datos del 

diagrama de fase (Figura 35). 

Figura 37. Análisis por Microscopía Espectral de la mezcla pseudobinaria DPPC/VAS0,02 

(a) Imagen obtenida mediante microscopía espectral de la mezcla pseudobinaria DPPC/VAS con 

una XVAS=0,2 y 0,5% de la sonda fluorescente rojo de Nilo (NR) a una π~15-20 mN/m. Las 

circunferencias amarillas denotan las regiones 1,2 y 3, cuyos espectros de emisión de fluorescencia 

(obtenidos tras la excitación a λexc = 488 nm) se observan en (b). VAS se refiere al espectro de 

emisión de NR cuando se encuentra disuelto en solución en VAS pura.  
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V.3. Conclusiones 

En este capítulo se compararon parámetros moleculares, reológicos y 

termodinámicos de monocapas de DPPC en la interfase O/W con respecto a la interfase A/W 

a distintas temperaturas. Los resultados obtenidos demostraron que las monocapas en la 

interfase O/W con respecto a las formadas en la interfase A/W son más expandidas y 

presentan más resistencia a la compresión, exhibiendo así una mayor  de transición y 

energía libre de transición de fase.  

El comportamiento observado indica que las moléculas de alcanos de la fase superior 

se insertan entre las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípidos y no terminan de ser 

expulsadas de la monocapa aún en el punto previo al colapso (de mayor compresión). Los 

altos valores de ΔGcomp obtenidos en la interfase liquido/líquido respecto a la A/W reflejan 

el trabajo extra necesario para expulsar las moléculas de hidrocarburos provenientes de la 

fase superior que están insertas en la monocapa entre las cadenas hidrocarbonadas de las 

moléculas de fosfolípido.  

El estudio de monocapas de DPPC en la interfase O/W mediante la técnica de EFM 

presentó dificultades técnicas para obtener imágenes satisfactorias, que no pudieron ser 

resueltas. Debido a ello se realizaron estudios de mezclas pseudobinarias constituidas por 

DPPC y diferentes proporciones de VAS en la interfase A/W. A partir de ellas, se determinó 

que la solubilidad de VAS en DPPC es muy baja (XVAS ~0,05) y que las mezclas de 

DPPC/VAS forman monocapas estables en todo el rango de π a XVAS < 0,2.  

Sin embargo, a mayores XVAS se observó mediante estudios de BAM la aparición de 

estructuras brillantes coexistiendo con dominios LC en la interfase. A partir de XVAS > 0,2 

estos puntos brillantes (lentes) observados por BAM aparecieron incluso a menores valores 

de π. Estas estructuras se asociaron con gotas líquidas de alta reflectividad recubiertas por 

una monocapa lipídica en la interfase VAS/W, es decir hemipartículas de emulsión. 

Mediante estudios de microscopía espectral pudo confirmarse que las lentes estaban 

formadas por VAS. Además, a partir del diagrama de fases π-XVAS pudo observarse que las 

mezclas con XVAS> 0,2 exhibieron valores de transición de fase que son intermedios entre la 

π de transición para el sistema VAS/W y A/W lo que apoyó también la hipótesis de 

hemipartículas de emulsión.   
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Por otro lado, en el punto triple (PT) encontrado en el diagrama de fase π-XVAS 

(XVAS= 0,05 y πPT = 11,0 ± 0,2mN/m, correspondiente a MMA= 65,6 ± 0,1 Å2/molécula), la 

monocapa en estado LE y LC está en equilibrio con una fase VAS líquida. Las moléculas de 

VAS expulsadas de la fase monocapa formarían núcleos de condensación que crecerían en 

altura a medida que aumenta la compresión lateral. Es importante considerar que la aparición 

de las gotas ocurrirá cuando la acumulación de moléculas de VAS excluidas de la monocapa 

sea lo suficientemente grande como para que en conjunto puedan exhibir las propiedades del 

líquido, constituir así una nueva fase y en definitiva para que el sistema exhiba la aparición 

de una interfase líquido/líquido. Teóricamente, esta situación se alcanzaría a una XVAS 

comprendida entre 0,05 y 0,2 a 15 mN/m, pero experimentalmente, las microscopías EFM y 

BAM, permitieron demostrar la existencia de las gotas sólo a partir de XVAS = 0,2; a menor 

proporción de VAS las gotas podrían existir, pero la resolución de estas técnicas no permitió 

verificar experimentalmente esta posibilidad. Probablemente, tal como se mostró para la 

monocapa de EPCVAS/W Figura 28c, varían en altura durante la compresión y recién a partir 

de XPG, VAS = 0,2 y a πPG = 15 mN/m (punto de gota, PG), se vuelven accesibles a la 

microscopía bajo la forma de gotas de VAS líquida (Figura 37) sobre la monocapa mezcla 

DPPC/VAS, cuya evolución se esquematiza en la Figura 38.  

En consecuencia, entre el PT y el PG aparece la interfase O/W. En estas condiciones 

el sistema presenta la coexistencia de una monocapa mezcla DPPC/VAS ubicada en la 

interfase A/W, en las zonas libres de gotas (m, A/W), y en la interfase O/W, en las zonas 

que subyacen a la gota (m, O/W). Entonces, resulta interesante preguntar cuáles son los 

valores de la composición (Xm, A/W y Xm. O/W) y de la tensión interfasial (m, A/W y m, O/W) de 

Figura 38. Esquema ilustrativo de la transición de fase en mezclas líquidas binarias con 

solubilidad parcial y nucleación. 

Ilustración de las tensiones interfaciales involucradas en el proceso de nucleación (m, A/W y m, 

O/W) cuando una monocapa mezcla DPPC/VAS es comprimida isométricamente. Las moléculas 

de VAS expulsadas de la fase monocapa formarían núcleos de condensación que crecerían en 

altura a medida que aumenta la compresión lateral. La presión lateral medida se considera como 

efectiva (πef) al ser la ponderación de todos los fenómenos interfaciales sufridos por la monocapa 

durante el proceso de compresión. Las flechas rojas indican el movimiento de las moléculas.  
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la monocapa en cada zona cuando el sistema se encuentra en las condiciones del PG (por 

ejemplo, a XPG, VAS = 0,2 y πPG = 15 mN/m). Ya que en estas condiciones se tiene evidencia 

experimental a partir de BAM y EFM (Figura 34, Figura 36) de la aparición de las lentes y 

a partir de la microscopía confocal espectral que las mismas son una fase líquida constituida 

por VAS  (Figura 37).  

Para este fin, a partir de los valores de 0, O/W (37 mN/m) y 0, A/W (72 mN/m) para las 

interfases O/W y A/W limpias, respectivamente, y considerando que la presión lateral es 

constante en todo el sistema (15 mN/m) es posible calcular m, O/W = 0, O/W – π (22 mN/m) y 

m, A/W = 0, A/W – π (57 mN/m). 

A partir del diagrama de fases (Figura 35) es posible inferir que la fase monocapa 

libre de gotas tiene una composición de saturación (XVAS=0,05). Siendo el número total de 

moléculas de VAS: 

 Para calcular la cantidad de moléculas de VAS segregada en la fase liquida (la gota) 

se estimó la densidad superficial (G=0,002 gotas/µm2), el radio (r = 1,88 ±0,09 µm) y el 

área (14 ±1 µm2) promedio (calculados a partir de la Figura 36a) así como la altura promedio 

(h2,92±0,09 nm) de las gotas (a partir de la imagen de la Figura 28c). La relación entre 

diámetro y altura indica que la forma de las gotas se ajusta a la de un esferoide tipo oblato, 

aunque las imágenes no permiten discriminar si el mejor modelo corresponde al de un 

hemiesferoide soportado por una base (la m, O/W) aproximadamente “plana” o si se trata de 

una m, O/W deprimida por el peso de una gota con forma de esferoide completo con un 

volumen VG. Considerando el modelo de hemiesferoide VG resulta:  

En este último caso VG=0,0216µm3 (2,16 x 10-17 L/gota) y, considerando VAS =820 

g/L, PMVAS= 347 ± 9 g/mol (ver Sección III.4) y NA= 6,02 x1023, el número de moléculas 

de VAS que conforman la gota (nVAS, G = 3,147x107 moléculas/gota) se pudo estimar según: 

Los datos geométricos y la densidad superficial de las gotas también permitieron 

inferir la fracción del área total ocupada por la m, O/W (fm, O/W  0,06, considerando la G  y 

 𝑛𝑉𝐴𝑆,𝑇 = 𝑛𝑉𝐴𝑆,𝑚 𝐴/𝑊 + 𝑛𝑉𝐴𝑆,𝑚 𝑂/𝑊 + 𝑛𝑉𝐴𝑆,𝐺 (18) 

 
𝑉𝐺 = [

4

3
𝜋. 𝑟2.

ℎ

2
] (19) 

 
𝑛𝑉𝐴𝑆,𝐺 =

𝛿𝑉𝐴𝑆. 𝑉𝐺 . 𝑁𝐴

𝑃𝑀𝑉𝐴𝑆
 (20) 
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el área total cubierta por gotas de VAS 1,6x103 µm2 en un área total de monocapa AT,m= 

4,29x104 µm2 en la imagen analizada) y por diferencia la fm, A/W  0,94. Las moléculas de 

DPPC y VAS se distribuyen entre ambas zonas de la monocapa (m, A/W y m, O/W) en una 

proporción dependiente del área molecular promedio y de la XDPPC y XVAS en cada zona. Por 

ejemplo, en la m, A/W: 

Donde MMAm, A/W se refiere al área molecular promedio en la monocapa mezcla 

VAS/DPPC, mientras que nDPPC,m A/W y  nVAS,m A/W o A DPPC,m A/W y AVAS, mA/W se refieren al 

número de moléculas o al área ocupada por una molécula de DPPC o VAS respectivamente, 

a la misma presión lateral (en este caso 15 mN/m). El valor de nDPPC, m A/W pudo calcularse 

conociendo la fracción de saturación de la DPPC con VAS (XDPPC, m A/W=0,95) (diagrama de 

fase Figura 35), el ADPPC, m A/W = 54 Å2/molécula (ver Figura 33c) y el MMA,m A/W = 60 

Å2/molécula (Figura 33a, isoterma de la mezcla con XVAS= 0,05). Despejando de la Ec.(22) 

o a partir de la Figura 33c resulta AVAS, mA/W =174 Å2/molécula. Además, si:  

𝐴𝑇,𝑚 = 𝐴𝑚,𝐴/𝑊 + 𝐴𝑚,𝑂/𝑊 = 𝑓𝑚 𝐴/𝑊. 𝐴𝑇,𝑚 + 𝑓𝑚𝑂/𝑊. 𝐴𝑇,𝑚       y        𝑛𝑇,𝑚 𝐴/𝑊 =
𝑓𝑚𝐴/𝑊.𝐴𝑇,𝑚

𝑀𝑀𝐴𝑚𝐴/𝑊
 

Conociendo la fracción molar global de VAS en el sistema (XT,VAS=0,2) y la cantidad 

total de moléculas sembradas (nT=7,68x1010) que ocupan un área como la de la imagen bajo 

análisis (Figura 36a) a 15 mN/m (datos experimentales) resultan nT,DPPC = 6,14x1010 

moléculas y nT,VAS = 1,5x1010 moléculas. A partir del número (nG) y el área (AG) de cada gota 

se pudo calcular el área de la monocapa ocupada por interfase m, O/W y por diferencia el 

área de m, A/W, las que divididas por las respectivas MMA en cada fase (68 y 62,9 Å2/ 

molécula, respectivamente), tomadas de la isotermas a 15 mN/m de DPPCO/W y de la mezcla 

DPPC/VAS0,2,A/W resultan en nT,mO/W = 3,97x109 y nT,mA/W = 6,42x1010 moléculas, 

respectivamente. La resolución del conjunto de ecuaciones permitió calcular 

XDPPC,mA/W=0,91, un valor muy próximo al valor 0,95 determinado experimentalmente 

mediante el diagrama de fase π-XVAS (Figura 35); y conociendo nT,mA/W se calculó nDPPC,mA/W 

=5,84x1010 moléculas y por diferencia respecto al total, nVAS,mA/W = 5,78x109 moléculas. A 

partir de la solubilidad de DPPC en VASliq, SDPPC,VASliq=6,6x10-4 mM y el volumen total de 

VASliq en forma de gotas (3,89x10-15L) se calculó  nDPPC,G = 1,55x103 moléculas. Esto indica 

 
𝑀𝑀𝐴𝑚,𝐴/𝑊 =

𝑛𝐷𝑃𝑃𝐶,𝑚 𝐴/𝑊. 𝐴𝐷𝑃𝑃𝐶,𝑚 𝐴/𝑊 + 𝑛𝑉𝐴𝑆,𝑚 𝐴/𝑊. 𝐴𝑉𝐴𝑆,𝑚 𝐴/𝑊

𝑛𝐷𝑃𝑃𝐶,𝑚 𝐴/𝑊 + 𝑛𝑉𝐴𝑆,𝑚 𝐴/𝑊
 (21) 

   

 𝑀𝑀𝐴𝑚,𝐴/𝑊 = 𝑋𝐷𝑃𝑃𝐶,𝑚 𝐴/𝑊. 𝐴𝐷𝑃𝑃𝐶,𝑚 𝐴/𝑊 + 𝑋𝑉𝐴𝑆,𝑚 𝐴/𝑊. 𝐴𝑉𝐴𝑆,𝑚 𝐴/𝑊 (22) 
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que, en las gotas, la proporción de moléculas de fosfolípido es despreciable respecto a las de 

VAS. Despejando de la Ec.(18) es posible calcular nVAS,m O/W =9,78x108 moléculas y con la 

misma ecuación pero referida a DPPC se calculó nDPPC,mO/W= 2,99x109 moléculas.  

Finalmente es posible definir que la m, O/W a 15 mN/m y T ambiente, contiene una 

XVAS, m O/W= 0,25, un dato que no era posible determinar mediante los experimentos con los 

filmes de Langmuir en la interfase O/W. Además, el hecho de que densidad molecular 

calculada haya resultado aproximadamente constante en las interfases A/W y O/W 

(1,59x1026 y 1,58x1026 molécula/m2) avala el concepto inicial de π=cte en el cual se basó el 

conjunto de cálculos. Esto puede deducirse si, como aproximación estimativa, se aplica    

𝜋 =
𝑛

𝐴
𝑅𝑇 como ecuación de estado de la monocapa, donde 

𝑛

𝐴
 es la densidad molecular, R la 

constante universal de los los gases y T la temperatura absoluta. 

El conjunto de resultados de estos análisis se muestra en la Tabla 6. 

Tabla 6.  Datos obtenidos para el análisis de composición de la monocapa en las condiciones 

del PG (XPG, VAS = 0,2 y πPG = 15 mN/m).  

#, Calculado para el área total de la imagen a partir de la cantidad sembrada experimentalmente. nDPPC= 

1,598x1016 moléculas; nVAS =0,397x1016 moléculas para preparar la monocapa comprimida a 15mN/m. 

*, Calculado según la solubilidad de DPPC en VASliq SVASliq=6,6x10-4 mM. Los valores en rojo fueron 

determinados experimentalmente. 

Variable 

Monocapa (DPPC/VAS0,2) 

π=15  N/  Gotas 

Total Interfase A/W Interfase O/W 

Área total 4,292x104 µm2 4,049x104 µm2 0,243x104 µm2 14 ±1 µm2/gota 

Radio    1,88 nm 

Altura - - - 2,92±0,09 nm 

Volumen - - - 2,16x10-17 L/gota 

G - - - 0,003±0,001 gotas/µm2 

F área,m 1 0,94 0,06 - 

MMA    (Å2/molec) 70 62,9 68 - 

ADPPC,m  (Å2/molec)  55,43  - 

AVAS,m      (Å2/molec)  138,43   

nT                    (molec#) 7,68x1010 6,42x1010 3,97x109 5,53x109 

nT,DPPC,m     (molec#) 6,14x1010 5,84x1010 2,99x109 1,55x103 * 

n T,VAS,m     (molec#) 1,54x1010 5,78x1009 9,78x108 5,53x109 

XDPPC 0,8 0,91 0,75 2,79x10-7 

XVAS 0,2 0,09 0,25 0,9997 

Densidad molecular 

(molec/m2) 
 1,59x1026 1,58x1026  

 (mN/m)  57 22  
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Esto muestra que se ha logrado complementar la información derivada de los dos 

modelos de monocapas estudiados y así proponer el modelo de hemipartícula de emulsión 

que nos permite explicar adecuadamente los fenómenos interfasiales observados en las 

monocapas de mezclas pseudobinarias de VAS/DPPC en la interfase A/W (ver Figura 39).  

   

 

Figura 39. Modelo de hemipartícula de emulsión.  

Esquema representativo del modelo propuesto para explicar el comportamiento observado en 

monocapas mezcla de VAS/DPPC. Puede observarse que, a partir de cierta composición, XVAS =0,2, 

la monocapa mezcla (con una composición XVAS = 0,09) en la interfase agua aire (γ m, A/W) en 

estado LE y LC está en equilibrio con una fase VAS líquida que se encuentra segregada en núcleos 

estabilizados en la interfase O/W por una monocapa fosfolipídica (γ m, O/W) que evitan su 

coalescencia, constituyendo así hemiparticulas de emulsión. 
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“No importa cuántas conexiones tomemos en consideración 

para describir un fenómeno, siempre estaremos 

obligados a excluir otras”. 

Fritjof Capra (La trama de la vida). 

 

 

Capítulo VI 
Monocapas en la interfase O/W como un 

modelo experimental de emulsiones 
 
 

VI.1. Introducción 

La formación de un filme interfasial que posea ciertas propiedades reológicas en la 

superficie de una partícula de emulsión es de inmensa importancia para la estabilidad de las 

emulsiones O/W y W/O. Se han llevado a cabo considerables investigaciones sobre diversas 

propiedades fisicoquímicas de las emulsiones; sin embargo, aún no hay una descripción 

detallada y clara de los mecanismos que se encuentran involucrados en la estabilidad de tales 

sistemas. Algunos autores se refieren a complejos intermoleculares en la interfase 

aceite/agua173-174, otros postulan una adsorción aumentada de los tensioactivos en presencia 

de cosurfactantes175-176, y otros han demostrado que la presencia de cristales líquidos es un 

factor que mejora la estabilidad de la emulsión177-178. También se ha informado que la 

formación y las propiedades físicas de emulsiones O/W están influenciadas por la longitud 

de la cadena del hidrocarburo del tensioactivo, del cosurfactante y del aceite61.  

El estudio de las propiedades interfasiales de un tensioactivo en la interfase O/W y 

de las mezclas tensioactivo/aceite en la interfase A/W son de fundamental importancia en el 

diseño de procesos donde dos fases líquidas están en equilibrio. A partir de los resultados 

obtenidos en el Capítulo V, para monocapas de DPPC en la interfase agua/vaselina y para 

mezclas DPPC/VAS en la interfase agua/aire se realizaron diversos experimentos para 

evaluar en una primera instancia si estos datos pueden utilizarse para diseñar de un modo 

racional emulsiones estables con un determinado diámetro de gota. Si bien estos estudios 

aún no son suficientes para elaborar de manera completa una metodología nueva de trabajo 

en la formulación de emulsiones, los mismos constituyen un gran avance para dilucidar 
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cómo puede utilizarse el modelo de Filmes de Langmuir como una técnica preliminar para 

conocer el sistema surfactante/agua/aceite de interés y obtener datos cuantitativos que sean 

de utilidad en el proceso de selección de los componentes interfasialmente activos y en la 

formulación de emulsiones específicas. 

VI.2. Resultados y discusión 

VI.2.1. Emulsiones de DPPC/VAS 

La eficiencia del empaquetamiento del fosfolípido ya sea en monocapas del lípido 

puro en la interfase O/W o en monocapas mezclas en la interfase A/W, se encuentra muy 

influenciada por la presencia de las moléculas hidrofóbicas que componen la fase aceite. 

Además, como se explicó en el Capítulo III, la VAS es una mezcla compleja de 

hidrocarburos que varían principalmente en la longitud de sus cadenas hidrocarbonadas. Las 

interacciones de los componentes hidrofóbicos de las moléculas del tensioactivo y la fase 

oleosa en el estado de coexistencia de fases de las monocapas pueden proporcionar una idea 

de cómo actúan sobre la estabilidad de la emulsión al influir en la curvatura preferida de la 

monocapa de tensioactivo y, por lo tanto, en el tamaño de la gota. Como se señaló 

anteriormente (Capítulo I, Sección I.4), un papel importante de los tensioactivos en cualquier 

interfase es reducir la energía interfasial a través de su adsorción. Aunque puede haber varios 

factores involucrados, una de las principales fuerzas impulsoras será, como siempre, una 

reducción en la energía libre del sistema a través de una disminución en el área interfasial 

total. Por lo tanto, para conseguir la estabilización de una emulsión, conocer el 

comportamiento de adsorción de los tensioactivos en la interfase agua/aceite es de especial 

importancia.  

Debido a esto, se realizaron experimentos de adsorción de DPPC en la interfase 

VAS/W (ver Figura 40). La solución de DPPC se sembró en siete pasos en la interfase O/W 

previamente formada (Método AMO/W) hasta alcanzar la presión de equilibrio de saturación, 

como se describió anteriormente para EPC (ver Capítulo IV, Sección IV.2.1). A partir de la 

isoterma de adsorción puede obtenerse el valor de la presión de equilibrio de saturación de 

DPPC (πeq,sat ~ 27,3 ± 0,1 mN/m), en el cual la interfase VAS/W se encuentra saturada de 

fosfolípido y la presión interfasial alcanza su valor de equilibrio máximo. Dado que la 

superficie es finita, la concentración de moléculas en esta región tiene como límite máximo 

la concentración superficial a saturación; por lo tanto, si se toma el valor de la presión 
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superficial en este punto (πeq,sat = 27,3 ± 0,1 mN/m), y se interpola en la isoterma -MMA 

en la interfase VAS/W a 25 ° C (ver Figura 30b, Sección V.2.1), se puede determinar que el 

área molecular mínima que ocupa el tensoactivo en la interfase es MMAmin= 59 ± 3 Å2/ 

molécula. Considerando entonces, que una partícula de emulsión estará estabilizada por una 

monocapa tensioactivo podría considerarse el valor de área MMAmin para estimar la cantidad 

máxima de moléculas de DPPC que serían necesarias para recubrir la superficie de una gota. 

Aunque para una interfase curva, debe considerarse el efecto del radio de curvatura, se ha 

estimado que la tensión superficial (γ) para una interfase curva está muy cerca de la de una 

superficie plana, a menos que las gotas sean muy pequeñas (< 10 nm)179, por lo que utilizar 

los valores de  πeq,sat  y MMAmin debería ser una aproximación válida.   

No obstante, si se observa la isoterma -MMA en la interfase VAS/W a 25 ° C (ver 

Figura 30b, Sección V.2.1), el valor de πeq,sat  obtenido para DPPC (Figura 40) es muy 

cercano a la presión de colapso  (c, VAS/W = 27 ± 1 mN/m) de la monocapa de DPPC en la 

interfase VAS/W. Como ya se ha explicado anteriormente (Capítulo I, Sección I.5.2) existen 

distintos tipos de colapso que implican la inestabilización global de la monocapa, y 

generalmente pueden existir estructuras tridimensionales (no monocapa). Por este motivo, 

se consideró oportuno no utilizar el valor de MMAmin sino un punto de la isoterma -MMA 

cercano a la πeq,sat y dentro de un 10% por debajo de la c, VAS/W, donde las moléculas de 

DPPC forman una monocapa estable con un estado de fase LC.  

Figura 40. Isoterma de 

adsorción de DPPC en la 

interfase vaselina/agua. 

Gráfico de presión interfasial 

vs. tiempo, cuando la siembra 

de DPPC se realiza mediante el 

método AMO/W (—) en la 

interfase VAS/W, en 7 pasos 

consecutivos. La curva 

mostrada es representativa de 

experimentos que varían en 

menos de 2 mN/m con sus 

respectivas réplicas. T = 25 ± 1 

ºC. 
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Esto corresponde a una presión superficial dentro del rango  = 24 ± 1 mN/m y un 

área molecular aparente promedio para la DPPC**  de MMA= 63 ± 3 Å2/ molécula (tomando 

en cuenta el error experimental para ambas variables). Considerando que el área de una 

partícula de emulsión, si se asume una forma esférica, se calcula como: A= 4r2 puede 

determinarse que para cubrir una partícula de 200 nm de diámetro (A=125663,7 nm2) con 

moléculas de DPPC de MMA= 66 Å2 (extremo superior del rango de área seleccionado) se 

requieren teóricamente, y como mínimo, 190399,54 moléculas de DPPC. Además, el 

volumen de una gota de 200 nm de diámetro calculado como 4/3r3 es 4188790 nm3. De 

acuerdo con la densidad de VAS ( = 0,82 g/mL) y la masa molecular media ponderada 

(346,89 g / mol), el volumen calculado representa aproximadamente 5,95x106 moléculas de 

VAS. Utilizando esta información puede predecirse que teóricamente la relación molar 

VAS/DPPC estimada para preparar una emulsión cuyo diámetro de gota sea de 200 nm de 

diámetro es 31/1 mol/mol. 

Este cálculo predictivo puede realizarse según el valor del diámetro de gota que se 

desea obtener en la emulsión final. Para verificar si esta predicción era adecuada se 

examinaron diversas emulsiones O/W, utilizando la DPPC como emulsionante, VAS como 

aceite y agua como fase acuosa. Se modificaron las relaciones molares de lípido y fase oleosa 

de acuerdo con los cálculos predictivos para la obtención de gotas con un diámetro teórico 

de 100, 200, 300, 400, 600 y 800 nm. La concentración de DPPC en agua (0,01mM) se eligió 

de acuerdo con lo reportado por Wiącek180 para emulsiones de n-tetradecano/agua y DPPC. 

Adicionalmente, se utilizó una concentración diez veces mayor (0,1 mM) con fines 

comparativos.  

Cabe destacar que la concentración de fosfolípido en agua también es un parámetro 

importante a tener en cuenta y podrían realizarse una amplia variedad de formulaciones 

evaluando cómo el sistema es afectado por la relación agua-surfactante, sin embargo, este 

tipo de experimentos se encuentran más allá de los objetivos del presente trabajo de tesis y 

deberán ser estudiados en futuras investigaciones.  

 

**  Surge de interpolar el valor de  en la isoterma -MMA en la interfase VAS/W a 25 ° C (ver Figura 30b, 

Sección V.2.1) 
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VI.2.2. Determinación del tamaño de las partículas por DLS 

En la Tabla 7 se exhiben los diámetros hidrodinámicos (Dh) y el índice de 

polidispersidad (PDI) medidos experimentalmente para las partículas de emulsión obtenidas, 

así como el valor del área molecular promedio ocupada por las moléculas de DPPC en cada 

una de las emulsiones. Como se describió en la Sección VI.2.1, la MMA utilizada para DPPC 

en los cálculos predictivos fue de 63 ± 3 Å2/molécula, comparando este valor y los diámetros 

teóricos con los experimentales se puede considerar que los valores obtenidos por DLS son 

significativamente cercanos a los predichos y que se encuentran dentro del error 

experimental para el caso de emulsiones realizadas a partir de una concentración acuosa 

0,01mM de DPPC ([DPPC]O/W, 0,01mM). 

Tabla 7. Caracterización de las emulsiones O/W para distintas relaciones molares DPPC/VAS.  

Los datos se tomaron de las emulsiones de DPPCO/W. Los valores son la media ± S.E.M. de al menos tres 

experimentos independientes. T = 25 ± 1 ° C. aƖ Diámetro teórico deseado para las partículas de emulsión. bƖ 

Diámetro hidrodinámico medido experimentalmente mediante DLS. cƖ Área molecular promedio que ocupan 

las moléculas de DPPC en la emulsión estimada a partir de los datos experimentales.  

 Por el contrario, para el caso de las emulsiones con una concentración acuosa de 

DPPC 0,1mM ([DPPC]O/W, 0,1mM). los valores de MMA y de Dh se encuentran más alejados 

de los valores predichos a partir del sistema de monocapas líquido/líquido. Esto se ve 

claramente en la Figura 41a, donde se muestra la relación molar VAS/DPPC requerida según 

el diámetro de partícula deseado (línea roja) y los diámetros experimentales para las 

emulsiones realizadas. Los datos experimentales para [DPPC]O/W, 0,01mM se asemejan a la 

idealidad teórica, en mayor medida, en el rango de 100 nm a 400 nm mientras que en el 

rango de 600 nm a 800 nm se alejan en un 15 %. Sin embargo, es evidente que en el caso de 

las emulsiones [DPPC]O/W, 0,1mM, los diámetros obtenidos son en promedio 1,8 veces mayores 

que los esperados. Si bien las mediciones de DLS muestran el diámetro promedio de 

Relación 

molar 

VAS/DPPC 

Dh a 

Teórico 

(nm) 

[DPPC]  

0,01 mM 

[DPPC]  

0,1 mM 

Dh
 b(nm) PDI MMAc Dh 

b (nm) PDI MMAc 

16:01 100 160 ± 40 0,17 ± 0,04 37 ± 22 270 ± 90 0,11 ± 0,01 26 ± 14  

31:01 200 207 ± 11 0,12 ± 0,04 63 ± 5 315 ± 9 0,12 ± 0,04 45 ± 2 

47:01 300 272 ± 14 0,16 ± 0,01 73 ± 5 521 ± 14 0,15 ± 0,03 41 ± 3 

63:01 400 455 ± 25 0,08 ± 0,04 58 ± 6 696 ± 20 0,07 ± 0,04 44 ± 2 

94:01 600 722 ± 36 0,12 ± 0,03 53 ± 4 887 ± 15 0,20 ± 0,03 42 ± 1 

126:01 800 906 ± 50 0,23 ± 0,03 59 ± 7 1173 ± 94 0,12 ± 0,04 45 ± 5 
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partícula y su distribución poblacional, esta técnica no puede brindar información referida 

al tipo de estructura presente en la dispersión, por lo que durante las mediciones se asume 

que las partículas son esféricas. Para realizar tal determinación estructural y esclarecer las 

diferencias obtenidas en los resultados se podrían realizar estudios de Dispersión de rayos X 

de ángulo reducido (SAXS), sin embargo, esta técnica no se encontró dentro de las 

posibilidades de la tesis al momento de la realización de estos experimentos.  

En la Figura 41b, se muestra la selección de dos distribuciones poblacionales (a modo 

comparativo) obtenidas para [DPPC]O/W, 0,01mM y [DPPC]O/W, 0,1mM cuando el tamaño de 

partícula esperado teóricamente es de 200 nm. Este gráfico demuestra que la distribución 

poblacional es más amplia para [DPPC]O/W, 0,1mM, por lo tanto, la variedad de estructuras y 

tamaños de partículas presentes en la dispersión es mayor que para las emulsiones 

[DPPC]O/W, 0,01mM cuya distribución de poblaciones es menor y más uniforme. Considerando 

esta variabilidad en la distribución de poblaciones, se asume que para las emulsiones 

[DPPC]O/W, 0,1mM, las predicciones teóricas realizadas a partir del modelo de filmes de 

Langmuir no son satisfactorias. Estos resultados son un indicio de que la concentración de 

fosfolípido en agua es de gran importancia y que no puede ser desestimada al momento de 

plantear una formulación, aunque se disponga de los cálculos teóricos previos. En otras 

palabras, lo que varía es la cantidad de agua en el sistema. Cuando se utiliza una 

concentración de 0,1 mM hay menor cantidad de agua en el sistema que cuando se utiliza la 

concentración 0,01mM. Por lo que es lógico pensar que a mayor cantidad de agua en el 

sistema las gotas de emulsión se encuentren más alejadas entre sí, favoreciendo que las 

mismas sean uniformes y más estables.  

Además, el nivel de empaquetamiento del fosfolípido, así como su estado de fase 

podrían ser modificados por las condiciones del medio. Cambios en el nivel de fuerza iónica, 

el pH o en la polaridad del medio acuoso pueden utilizarse como herramientas para modificar 

el tipo de agregado supramolecular. Por ejemplo, se ha reportado que el agregado de etanol 

como cosurfactante a la fase acuosa en ciertas concentraciones favorece la formación de 

partículas de emulsión de menor diámetro para el caso de la DPPC 180. El etanol puede 

acumularse en la monocapa de fosfolípidos o interactuar entre los lípidos y el agua 

circundante. Su presencia tiene un efecto sobre la temperatura de transición principal 181-182, 

este efecto es bifásico y causa distintos cambios en el mecanismo de la estructuración de la 

fase DPPC/agua (etanol)183-184. Estas posibles variaciones no fueron consideradas en esta 
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instancia porque no se utilizaron inicialmente en el sistema modelo de monocapas 

líquido/líquido, de modo que para poder realizar una evaluación inicial y una comparación 

más fehaciente de ambos sistemas (monocapas-emulsiones) sólo se trabajó en una 

concentración acuosa de DPPC superior a su CMC. 

Por otra parte, se realizó un seguimiento de las formulaciones en función del tiempo 

para evaluar su estabilidad, a tal fin se midieron los valores de PDI durante treinta días (ver 

Figura 41c) para emulsiones de 200 nm de diámetro. A pesar de que las emulsiones 

[DPPC]O/W, 0,1mM no se ajustaron a los tamaños de diámetro esperados, las mismas resultaron 

Figura 41. Análisis y caracterización de las emulsiones [DPPC] O/W, 0.01 mM y [DPPC] O/W, 0. 1 mM 

a partir de datos obtenidos mediante DLS.  

(a) Valores experimentales del diámetro de las partículas de emulsión para [DPPC] O/W, 0,01 mM y 

[DPPC] O/W, 0, 1 mM en función de la relación molar VAS:DPPC. La línea discontinua representa el 

valor teórico de diámetro esperado. (b) Distribución poblacional del tamaño de partículas para dos 

emulsiones representativas preparadas con distinta concentración acuosa de DPPC y cuyo tamaño 

de diámetro esperado es 200nm. (c) Evaluación de la estabilidad de las partículas de emulsión de 

(b) durante 30 días mediante el análisis de los datos de PDI experimentales. (d) Distribución 

poblacional para emulsiones de [DPPC] O/W, 0,01 mM con diámetros esperados de 100, 200, 300, 400, 

600 o 800 nm. Los resultados mostrados del análisis de DLS son representativos de al menos tres 

experimentos independientes 
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ser bastante estables en el tiempo al igual que las emulsiones [DPPC]O/W, 0,01mM, las cuales 

no atravesaron procesos de inestabilidad irreversibles o reversibles, como floculación, 

sedimentación, coalescencia o maduración de Ostwald ya que las variaciones en el PDI 

fueron mínimas y no significativas considerando el error experimental asociado. En 

particular, aquellas gotas de 200 nm a 400 nm de diámetro son de mayor interés porque 

corresponden a una nanoemulsión y resultan ser sistemas eficientes para encapsular 

moléculas hidrofóbicas. Además, en el caso de la encapsulación de drogas con fines 

terapéuticos este tamaño de gota favorece su administración y una duración prolongada en 

el sistema circulatorio185-186. 

 Finalmente, en la Figura 41d se muestra la distribución de poblaciones para las 

emulsiones [DPPC]O/W, 0,01mM preparadas según los diámetros de gota deseados. Puede 

observarse que en el rango de 100 nm a 400 nm de diámetro las distribuciones son 

homogéneas presentando una sola población con un máximo acorde al tamaño de partícula 

esperado. Sin embargo, cuando se intenta obtener partículas de mayor diámetro (600 nm y 

800 nm) la distribución de poblaciones es más amplia y no se obtienen resultados 

satisfactorios. Hay una tendencia a la aparición de partículas lipídicas de mayor diámetro 

debido, posiblemente, a una inestabilidad del sistema (floculación / coalescencia) o a la 

formación de otro tipo de agregados supramoleculares. 

Adicionalmente, teniendo en cuenta el análisis realizado en el Capítulo V, puede 

considerarse que las moléculas de tensioactivo (en este caso DPPC) en el sistema se 

distribuyen en tres compartimientos: a) la fase hidrofóbica (VAS), b) la fase acuosa y c) la 

monocapa localizada en la interfase VAS/agua (ver Figura 39).  

A partir de la información obtenida con EPC en el Capítulo IV y asumiendo un 

comportamiento similar entre EPC y DPPC, se puede estimar un valor de la solubilidad de 

DPPC en la fase de VASliq como SDPPC, VAS = 6,6x10-4 mM (ver Sección IV.2.1, pág. 92). 

En la fase acuosa, por encima de su concentración micelar crítica (CMCDPPC = 7x10-7 mM) 

DPPC participa de un equilibrio vesícula-monómero. El monómero proveniente de las fases 

VAS y agua participa del equilibrio monómero en solución-monocapa. En función de este 

modelo y a partir de los datos de concentración de DPPC, relaciones molares de VAS-DPPC 

y VAS-agua y características geométricas deducidas de los valores de tamaños de partículas 

de emulsión determinados mediante DLS, se calculó el área molecular ocupada por las 

moléculas de DPPC en la interfase O/W (MMAO/W), (Figura 42a). A una concentración fija 
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de DPPC, el valor de MMAO/W se mantuvo constante en función de la relación molar 

VAS:DPPC y fue menor (mayor empaquetamiento molecular) a mayor concentración de 

DPPC total en el sistema global. Comparando este resultado con el mostrado en la Figura 

41a, se pone de manifiesto que, en nuestro diseño experimental, a medida que la relación 

VAS/DPPC aumenta a DPPC total constante, el sistema regula el tamaño de las partículas a 

fin de mantener constante la densidad molecular interfasial del surfactante (también 

conocido como exceso de superficie, del inglés Surface excess, ).  

En consecuencia,  es el parámetro que resume la condición de estabilidad de la 

emulsión y al que debe prestarse gran atención en el diseño de emulsiones a fin de prevenir 

los fenómenos de coalescencia. 

 

Figura 42. Análisis del área molecular de la DPPC en la interfase de una partícula de emulsión.  

(a) Valores del área molecular promedio de la DPPC calculados a partir de los datos experimentales 

obtenidos para las emulsiones ● — [DPPC] O/W, 0,01 mM y ● — [DPPC] O/W, 0, 1 mM en función de la 

relación molar VAS:DPPC. La línea discontinua representa la banda de confianza del 95% obtenida 

para cada regresión lineal (línea sólida) realizada. (b) Relación entre el área de la partícula de 

emulsión y su volumen calculada a partir de los datos experimentales de Dh (panel superior), y el 

área total calculada como el producto del Nº total de partículas y el área ocupada por cada una de 

ellas (panel inferior) en función de la relación molar VAS:DPPC respectivamente, para las 

emulsiones ● [DPPC] O/W, 0,01 mM y ●[DPPC] O/W, 0, 1 mM 
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VI.3. Conclusiones 

Los resultados obtenidos son una primera aproximación de cómo puede utilizarse el 

modelo de filmes de Langmuir en la interfase líquido/líquido para obtener información 

cuantitativa preliminar para la formulación de emulsiones estables. Es evidente que aún 

quedan muchas variables a considerar y, por tanto, experimentos a realizar. El presente 

Capítulo no pretende ser una investigación consumada, sino un aporte para iniciar un camino 

que permita dilucidar la relación entre dos estructuras autoorganizadas que difieren en 

complejidad (monocapa-emulsión) pero que desde el punto de vista de la química interfasial 

son sistemas íntimamente relacionados. 

En esta instancia se pudo constatar que las predicciones realizadas a partir de los 

datos de monocapas resultaron ser adecuadas para emulsiones con una concentración de 

DPPC 0,01 mM y con tamaños de partículas deseados en el rango de 100 nm a 400 nm 

presentando una distribución poblacional homogénea y una alta estabilidad en el tiempo por 

30 días. Sin embargo, se determinó que la concentración de fosfolípido utilizada en la 

formulación (o cantidad de agua presente) es un parámetro que debe estudiarse 

cuidadosamente y que ejerce una gran influencia en el tamaño de gota promedio de la 

dispersión, ya que las predicciones realizadas no fueron válidas cuando la concentración de 

DPPC fue diez veces mayor (0,1 mM). 

Los resultados obtenidos son parcialmente satisfactorios e invitan a la realización de 

una mayor cantidad y variedad de experimentos para corroborar las predicciones. Además, 

sería oportuno evaluar otros protocolos experimentales de síntesis modificando el proceso 

de ultrasonicación o utilizando otras técnicas como la microfluidización, que permite la 

obtención de distribuciones poblacionales más uniformes. Finalmente, sería importante 

estudiar otros fosfolípidos y/o surfactantes sintéticos para evaluar con detalle el efecto de la 

variación de los tres parámetros (Agua/Surfactante/Aceite) y su comportamiento en el 

sistema de monocapas en la interfase líquido/líquido.  
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" La curiosidad tiene su propia razón de existir. Uno no puede evitar 

sentirse asombrado cuando contempla los misterios de la eternidad, de 

la vida, de la maravillosa estructura de la realidad”. 

Albert Einstein.  

 

 

Capítulo VII 
Emulsiones como moldes para la síntesis de 

nanocápsulas de sílica† 

 

VII.1. Introducción   

Los enfoques basados en emulsiones han sido ampliamente estudiados para la 

encapsulación de moléculas. Actualmente, el principal requisito que deben cumplir los 

nanoportadores para el suministro de fármacos in vivo es que permitan el seguimiento del 

tratamiento terapéutico y que el suministro de la droga pueda ser controlado espacial y 

temporalmente. Estas características convergen en la síntesis de nanoportadores 

multifuncionales que integren propiedades de detección (biosensores), diagnóstico 

(biomarcadores/bioimagen) y transporte de genes, proteínas o fármacos con administración 

dirigida y su posterior liberación en respuesta a estímulos del medio189-192. Las emulsiones 

obtenidas por la simple estabilización con surfactantes no son capaces de satisfacer estos 

requerimientos. Esto impulsó el rápido progreso en la síntesis de nanomateriales de sílice 

mesoporosos formados en el interior (nanopartículas mesoporosas) o en la superficie 

(nanocápsulas) de partículas de emulsión, que les sirven de molde. Estos nanomateriales han 

adquirido una creciente atención en el área de la biomedicina porque presentan una gran área 

superficial específica, poros ajustables en volumen y estructura y la posibilidad de modificar 

su superficie con grupos funcionales, convirtiéndolos en sistemas con gran potencial para la 

administración de fármacos193-203.  

 

† En este capítulo se presentan resultados de experimentos que surgieron a partir de una colaboración con la 

Prof. Dr. Katharina Landfester del “Max Planck Institute for Polymer Research” en Mainz, Alemania. Estos 

experimentos se realizaron en el marco de una Beca doctoral para estancias cortas de investigación del Servicio 

Alemán de Intercambio Académico (DAAD) por 4 meses en el año 2017. Mediante este proyecto amplié mis 

conocimientos en química interfacial 187-188 y se iniciaron proyectos, que actualmente siguen en curso, 

adaptados al sistema líquido/líquido de esta tesis. 
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En comparación con las nanopartículas de sílice mesoporosas, las nanocápsulas de 

sílica (NCs) tienen la ventaja de que su cavidad interior ofrece una gran capacidad de carga 

para las moléculas y la cubierta puede diseñarse para tener una permeabilidad modificable 

para la liberación específica de su contenido204. Generalmente, las moléculas o las partículas 

que se desean encapsular se disuelven o dispersan primero en las gotitas líquidas de la 

emulsión que servirán de molde para la posterior formación de una cubierta de sílica. Una 

gran variedad de sustancias con diferentes tamaños y polaridades, tales como enzimas205-206, 

inhibidores de corrosión207-208, agentes de autoreparación209, agroquímicos210-211, agentes 

terapéuticos212-213 y sondas fluorescentes212, 214 se han encapsulados en NCs utilizando 

emulsiones de tipo O/W o W/O204. Dónde surfactantes catiónicos, tales como el bromuro y 

el cloruro de cetiltrimetilamonio, se utilizaron con frecuencia para confinar la formación de 

sílica en la interfase de las gotas de emulsión207-209.  

Sin embargo, la mayoría de las síntesis existentes210, 215-216 requieren de varios pasos 

sintéticos y a veces el diámetro de las cápsulas obtenido es de un tamaño que está fuera del 

rango de aplicabilidad para la administración de fármacos in vivo mediante administración 

intravenosa (< 500 nm) 217.  Como consecuencia, a pesar del progreso reciente en el diseño 

de nanocápsulas, todavía se necesita un enfoque versátil para su preparación que permita 

tener un control adecuado a nivel morfológico y molecular para aplicaciones biomédicas. 

Esto sería posible con una síntesis que permita controlar la estructura, el tamaño, la 

composición, la permeabilidad y la funcionalización de la superficie de la cápsula en la 

menor cantidad de pasos sintéticos.  

En este contexto, se desarrolló un enfoque de un solo paso sintético para la 

preparación de NCs funcionales. Éstas se sintetizaron mediante un proceso sol-gel confinado 

en la interfase de una partícula de miniemulsión del tipo O/W. Mediante esta síntesis, se 

logró un control a nivel morfológico y molecular de las NCs con las características necesarias 

que permitieron la encapsulación y la liberación del fármaco utilizado como modelo, 

Dexametasona (DXM).  
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VII.2. Resultados y Discusión 

Brevemente, las nanocápsulas de sílica (NCs) se sintetizaron mediante un proceso 

sol-gel confinado en la interfase agua-aceite de las gotas de una nanoemulsión del tipo O/W. 

La fase oleosa (hidrofóbica) de las nanogotas consistió en una mezcla de precursores de 

sílice (TEOS, TESPT y TESPD), de un coestabilizador (hexadecano), de un disolvente 

orgánico (cloroformo o aceite de oliva) y en algunos casos del fármaco dexametasona. Esta 

mezcla hidrofóbica se agregó a una solución acuosa de un tensioactivo (CTMA-Cl) y 

mediante el proceso de ultrasonicación se formó la nanoemulsión (ver Capitulo II, Sección 

II.2.5). Inicialmente se estudió como optimizar el proceso de síntesis para obtener 

nanocápsulas adecuadas en tamaño y estabilidad (Sección VII.2.1 y VII.2.2). Lo que fue de 

utilidad para seleccionar luego el sistema más conveniente para encapsular el agente 

terapéutico deseado (Sección VII.2.3 y VII.2.4). Adicionalmente, se describen resultados 

obtenidos en el laboratorio argentino para la formulación de emulsiones y síntesis de 

nanocápsulas con un nuevo protocolo que incluye el uso de VAS como fase hidrofóbica y 

del tensioactivo CTAB (Sección VII.2.5). 

VII.2.1. Control estructural de la polimerización activada por 

interfase 

Se utilizó un sistema modelo compuesto por cloroformo como fase hidrofóbica, y 

una solución acuosa del tensioactivo cloruro de cetiltrimetilamonio (CTMA-Cl) o Lutensol 

AT50. En esta primera instancia se investigó como el surfactante catiónico o no iónico 

influyen en el proceso de polimerización activado por interfase. El CTMA-Cl se utilizó como 

tensioactivo catiónico para estabilizar las gotas de miniemulsión y evitar su coalescencia. 

Además, su segunda función es ser un agente que pueda utilizarse como molde para limitar 

la condensación de los precursores hidrolizados de sílica en la interfase aceite/agua, lo cual 

es posible mediante el autoensamblaje cooperativo de las especies de sílica cargadas 

negativamente y del tensioactivo catiónico, evitando así la nucleación secundaria de silicatos 

en la fase continua204 (ver Figura 43a). Esta interacción electrostática resulta de la 

disociación de los grupos silanol al pH experimental (4-5), que está por encima del punto 

isoeléctrico del silicato (~ pH 2-3) 218. 
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Para demostrar el efecto generado cuando se utiliza el surfactante CTMA-Cl como 

molde, se usó el tensioactivo no iónico Lutensol AT50 para reemplazar total o parcialmente 

el CTMA-Cl (Tabla 8). Cuando el tensioactivo no iónico se utilizó puro sin CTMA-Cl, no 

se observaron nanocápsulas mediante TEM, sólo se observaron pequeñas nanopartículas 

(Figura 43b), lo que indica la presencia de nucleación no controlada de silicatos en la fase 

continua (Figura 43a). Sin embargo, las dispersiones fueron estables cuando se utilizó una 

cantidad de CTMA-Cl ≥ 25%, obteniendo nanocápsulas que se visualizaron claramente 

mediante TEM como se muestra en la Figura 43c-f.  

Además, se registró mediante DLS que el diámetro hidrodinámico de las 

nanocápsulas (Dh) fue menor a medida que se incrementó la cantidad de CTMA-Cl (Tabla 

8), lo cual se atribuye a la mayor eficiencia estabilizadora que generalmente presentan los 

tensioactivos catiónicos de bajo peso molecular en comparación con los tensioactivos no 

iónicos219.  

Figura 43. Influencia del tipo de surfactante en la formación de nanocápsulas de sílica. 

a) Esquema ilustrativo del proceso de silicificación confinado en la interfase cuando se utiliza un 

surfactante catiónico como el CTMA-Cl (mitad superior) o cuando se utiliza un surfactante no 

iónico como el Lutensol AT50 (mitad inferior). b–f) Imágenes de nanocápsulas obtenidas por TEM 

cuando son estabilizadas por mezclas de CTMA-Cl y Lutensol AT50 con una relación molar nCTMA-

Cl:nLutensol de: b) 0:1 (muestra SJP120a), c) 1:22,7 (muestra SJP120b), d) 1:7,6 (muestra SJP120c), 

e) 1:2,5 (muestra SJP120d), y f) 1:0 (muestra SJP120f).  Figura adaptada de la ref. 187.  
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Tabla 8. Estabilidad coloidal, diámetros hidrodinámicos (Dh) e índice de polidispersidad (PDI) 

de NCs preparadas con diversas cantidades molares de tensioactivos CTMA-Cl y Lutensol 

AT50. 

Muestra m CTMA-Cl/m Lutensol nCTMA-Cl:n Lutensol Estabilidad coloidal 
Dh 

(nm) 
PDI 

SJP120a 0 mg/300 mg Lutensol puro Precipitación después de 24 h - - 

SJP120b 1,6 mg/270 mg 1:22,7 Gelación después de 24 h - - 

SJP120c 3,9 mg/225 mg 1:7,6 Estable 151 0,136 

SJP120d 7,8 mg/150 mg 1:2,5 Estable 137  0,186 

SJP120e 15,5 mg/0 mg CTMA-Cl puro Estable 100  0,216 

 

VII.2.2. Influencia de la relación fase hidrofóbica/agua en el 

diámetro de las nanocápsulas (NCs)  

Es importante destacar que el tamaño de los nanoportadores en la administración de 

fármacos influye en su farmacocinética in vivo, modificando parámetros como la captación 

celular, la biodistribución y la vida media de circulación220. En la polimerización dentro de 

una miniemulsión, el tamaño de partícula se puede variar en un amplio rango principalmente 

cambiando el tipo y la cantidad de tensioactivo. Otros factores, como la relación de volumen 

de la fase dispersa a la fase continua, el aporte de energía y la concentración de electrolitos 

de la fase acuosa también pueden desempeñar un papel importante en el tamaño de 

partícula219. Además, para obtener nanocápsulas con una distribución de tamaño homogénea, 

un agente osmótico que actúe como coestabilizador es útil para impedir la maduración de 

Ostwald y, por tanto, la inestabilidad de la emulsión. Debido a su muy baja solubilidad en 

agua, en el presente trabajo se utilizó hexadecano como coestabilizador221 y se adicionó a la 

fase hidrofóbica utilizada (cloroformo).  

Se sintetizaron NCs con un diámetro hidrodinámico promedio ajustable de 60 nm a 

400 nm. El tamaño se controló variando la relación de volumen de fase hidrofóbica /agua 

mientras que los otros parámetros que se mantuvieron constantes (ver Tabla 9). A medida 

que la relación de volumen de fase hidrofóbica/agua disminuyó del 40, 20, 10 al 5%, los 

diámetros hidrodinámicos promedio correspondientes disminuyeron de 395, 147, 103 a 59 

nm, respectivamente. Todas las nanocápsulas se observaron por TEM y exhibieron 

estructuras bien definidas (ver Figura 44). 
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El grosor de las NCs puede variar al aumentar la concentración de alcoxisilano en la 

fase dispersa y/o controlando la relación entre la fase hidrofóbica y el agua. En los 

experimentos realizados sólo se modificó este último parámetro. La concentración del 

precursor de sílica TEOS se mantuvo constante en todas las dispersiones, considerando el 

volumen final de la emulsión (20 mL), la concentración de surfactante y la relación de 

volumen de fase hidrofóbica/agua. El espesor correspondiente de cada cápsula (d) se detalla 

en la Tabla 9, donde puede observarse que a medida que el diámetro hidrodinámico de la 

nanocápsula disminuye de 395 a 59 nm su espesor también disminuye de 17 a ≈ 4 nm. 

Tabla 9. Espesor (d) y diámetros hidrodinámicos (Dh) de NCs preparadas con distintas 

proporciones de aceite/agua. 

a| Para facilitar la lectura, la relación de volumen de la fase hidrofóbica (cloroformo)/agua se denota en la tabla 

como Vhidrofóbico/Vagua. b| Los datos del diámetro hidrodinámico (Dh) y del índice de polidispersidad (PDI) de 

las cápsulas se obtuvieron por mediciones de DLS. c| Para determinar el espesor de las nanocápsulas (d) se 

midieron al menos tres imágenes calibradas utilizando software Fiji.  

Muestra 
[CTMA-Cl] en 

la fase acuosa 

Volumen de fase 

hidrofóbica (mL) 

Volumen de 

fase acuosa 

(mL) 

Relación |a 
Vhidrofóbico/Vagua 

Dh – PDI |b 

(nm) 
d (nm) |c 

SJP45-0 

0,8 g/L 

8 20 40% 395 – 0,59 17 ± 4 

SJP45-1 4 20 20% 147 – 0,44 8 ± 2 

SJP45-2 2 20 10% 103 – 0,47 5 ± 2 

SJP45-3 1 20 5% 59 – 0,42 4 ± 2 

Figura 44. Micrografías TEM de nanocápsulas con distintos diámetros hidrodinámicos 

obtenidos al modificar la relación de volumen fase hidrofóbica/agua. 

a) Dh = 395 nm, d (espesor) ≈17 ± 4 nm, Vhidrofóbico/Vagua = 40% (muestra SJP45-0), b) Dh = 147 nm, 

d ≈ 8 ± 2 nm, Vhidrofóbico/Vagua = 20% (muestra SJP45-1), c) Dh = 103 nm, d ≈ 5 ± 2 nm, Vhidrofóbico 

/Vagua = 10% (muestra SJP45-2), y d) Dh = 59 nm, d ≈ 4 ± 2 nm, Vhidrofóbico/Vagua = 5% (muestra 

SJP45-3). Figura adaptada de la ref. 187.   
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VII.2.3. Selección de nanocápsulas con interés en aplicaciones 

biomédicas 

Con el fin de generalizar la formación de nanocápsulas para la carga efectiva de 

distintas moléculas, en el presente estudio, se escogió el aceite de oliva como un solvente 

biocompatible representativo y el cloroformo como un solvente de bajo punto de ebullición 

para formar el núcleo de las nanocápsulas (ver Figura 45 a y e). En el último caso, el 

cloroformo se puede evaporar después de la formación de las nanocápsulas por difusión a 

través de la fase acuosa continua222, llenando así de agua la cavidad interior de las NCs. Por 

lo tanto, se llevó a cabo un proceso de intercambio cloroformo-agua en el núcleo de la 

partícula.  

Las dispersiones acuosas de nanocápsulas llenas de agua se obtuvieron directamente 

en un proceso de un paso (en un recipiente, por su denominación del inglés como “one pot”), 

lo que es muy ventajoso respecto a los métodos de síntesis existentes para este tipo de 

nanocápsulas. Por lo general, la síntesis de dispersiones acuosas de nanocápsulas con un 

núcleo acuoso requieren de dos pasos: (i) la formación de cápsulas en miniemulsiones 

inversas (agua en aceite), y (ii) la posterior transferencia a un medio acuoso con la 

estabilización adicional de un tensioactivo que presente un valor alto de HLB (balance 

hidrofílico-lipofílico). Para que luego, el disolvente orgánico sea evaporado223-224.  

Las nanocápsulas preparadas a partir de aceite de oliva y cloroformo (con posterior 

evaporación del solvente) se denotan como NCaceite y NCagua, respectivamente. La 

evaporación del cloroformo se evidenció por la desaparición de su señal característica a 7,26 

ppm en espectros de 1H-RMN después de 12 h (ver Figura A. 4).  

Como se muestra en la Figura 45, se identificó mediante TEM una morfología 

adecuada y bien definida de las NCs, lo que indica una condensación exitosa de los 

alcoxisilanos alrededor de las gotitas de miniemulsión. Los diámetros promedio 

determinados por microscopía electrónica de barrido (SEM) fueron 34 ± 23 nm para NCaceite 

y 58 ± 28 nm para NCagua. Además, se determinó a partir de las micrografías TEM el espesor 

promedio de las cápsulas, el cual fue de 4,5 ± 1,8 nm y 4,4 ± 1,9 nm, respectivamente. 
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VII.2.4. Liberación controlada de Dexametasona 

La liberación sitio-específica de moléculas con acción terapéutica es un requisito 

principal para la administración in vivo de un fármaco mediado por nanoportadores. La 

liberación controlada del fármaco puede lograrse preparando cápsulas cuya permeabilidad 

cambie en respuesta a las condiciones locales de los tejidos diana. En el presente trabajo se 

muestra que las nanocápsulas pueden diseñarse para liberar selectivamente el fármaco 

dexametasona (DXM) en respuesta a la presencia del tripéptido L-Glutatión (GSH) mediante 

una rección redox.  

La DXM es un glucocorticoide hidrofóbico que se utiliza para modular la respuesta 

inflamatoria de los macrófagos hepáticos. La administración sistémica de glucocorticoides 

se asocia con efectos secundarios graves, como hiperglucemia, hipertensión y hemorragia 

intestinal225, por lo tanto, realizar una formulación con DXM para su administración 

intracelular y liberación sitio-específica es de gran importancia. La estrategia de utilizar una 

plataforma de nanoportadores sensibles al L-Glutatión se fundamenta en el hecho de que 

compartimentos intracelulares como el citosol, la mitocondria y el núcleo celular contienen 

una concentración de L-Glutatión de aproximadamente 2-10 mM, mientras que la 

Figura 45. Microscopía SEM y TEM de las nanocápsulas obtenidas.  

Esquema ilustrativo y micrografías de SEM y TEM para las NCaceite (a-d) y para las NCagua después 

del proceso de intercambio cloroformo-agua (e-h). Figura adaptada de la ref. 187.  
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concentración en los fluidos extracelulares es significativamente menor (aproximadamente 

2-20 μM) 226, permitiendo la liberación de la droga sólo en el interior celular donde la 

concentración de GSH es lo suficientemente alta. Debido a esto, esta estrategia puede ser 

prometedora para la administración también de otras drogas que ejerzan su acción 

terapéutica en el interior celular. 

Para este propósito, se incluyeron enlaces disulfuro (2S) o tetrasulfuro (4S) en las 

cápsulas de sílica seleccionadas anteriormente (Sección VII.2.3) por medio del uso de 

precursores alcoxisilanos con estos grupos funcionales. Las nanocápsulas resultantes se 

denotan como NC-2S o NC-4S, respectivamente. Con el fin de determinar la cantidad de 

puentes siloxano, grupos silanol y enlaces de disulfuro y tetrasulfuro incorporados en la 

cubierta de sílica, las nanocápsulas NC-2S / 4S se midieron mediante espectroscopía de 

resonancia magnética nuclear de estado sólido 29Si-MAS-RMN y 13C-CP-MAS-RMN, cuyo 

análisis se explica en el Anexo, Sección A.5. 

Para el éxito en la aplicación in vivo de nanoportadores como vehículos de 

administración de fármacos, los mismos necesitan permanecer coloidalmente estable en el 

plasma sanguíneo. Se sabe que las cadenas de PEG unidas a una superficie aumentan la vida 

media en la circulación sanguínea de los nanoportadores al reducir las interacciones 

inespecíficas con proteínas 227-228. Debido a esto, las nanocápsulas fueron cubiertas con 

grupos PEG (polietilenglicol) mediante el intercambio del surfactante inicial CTMA-Cl por 

el surfactante no iónico Lutensol AT50188. En la Tabla 10 se muestran los datos obtenidos 

mediante DLS y potencial zeta, así como los valores calculados para la eficiencia de 

encapsulación de DXM para las nanocápsulas después de incorporar los alcoxisilanos 

funcionales. Como todas las nanocápsulas se estabilizaron con el tensioactivo no iónico 

Lutensol AT50 sus cargas superficiales se encuentran cercanas a cero. A modo comparativo, 

las nanocápsulas estabilizadas por el tensioactivo catiónico CTMA-Cl se encontraban 

cargadas positivamente (por ejemplo, el potencial zeta fue de +12 mV para NCaceite).  
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Tabla 10. Diámetros hidrodinámicos (Dh), potencial zeta (ζ) y eficiencia de encapsulación (EE) 

de DXM de las nanocápsulas obtenidas. 

Muestra Precursores de sílica Dh (nm)  a (mV) EE (%) 

NCaceite 

 

179 ± 53 -2 ± 1 38 

NCagua 115 ± 55 -1 ± 1 39 

NCaceite-2S-25% 

 

157 ± 54 -1 ± 1 58 

NCaceite-2S-50% 169 ± 22 2 ± 1 60 

NCagua-2S-25% 193 ± 38 -2 ± 1 45 

NCagua-2S-50% 223 ± 118 -2 ± 1 - 

NCaceite-4S-25% 

 

175 ± 74 1 ± 1 25 

NCagua-4S-25% 210 ± 65 -4 ± 1 36 

a| Potencial zeta de las NCs estabilizadas por el surfactante no iónico Lutensol AT50.   

Además, es importante destacar que las nanocápsulas sintetizadas con cloroformo 

como disolvente (NCagua) fueron uniformes cuando se utilizó TEOS como único precursor 

de silicato (Figura 45f-h).  El tamaño y la polidispersidad de las NCagua aumentó a medida 

que el contenido de alcoxisilanos funcionales TESPD y TESPT incrementó de 0 a 50% (ver 

Figura 46). Por este motivo, se seleccionaron para los ensayos de liberación solo las NCagua 

con una proporción del 25% de puentes 2S o 4S, cuya morfología fue uniforme.  

Figura 46. Efecto de la proporción de enlaces disulfuro o tetrasulfuro en la morfología de las 

nanocápsulas con interior acuoso.  

Micrografías TEM de las NCagua-2S 0%, 25%, y 50% (ver panel izquierdo) y de las NCagua-4S-0%, 

25%, y 50% (ver panel derecho). TESPD (precursor de puentes disulfuro, 2S) y TESPT (precursor 

de puentes tetrasulfuro, 4S).  
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La liberación in vitro de DXM en respuesta a la presencia de GSH se estudió 

incubando las nanocápsulas en un medio acuoso con una concentración 10 mM de GSH, la 

cual se usa comúnmente para imitar el microambiente intracelular reductor229-231. Luego, la 

concentración de DXM se midió por espectroscopía UV-Vis en el rango de 200 – 300 nm 

(λmax = 243 nm) durante 16 días como se detalla en el Capítulo II, Sección II.2.5.2.2. El 

esquema del mecanismo de liberación sensible a GSH se muestra en la Figura 47a.  

Cabe destacar que en la literatura se han descrito diferentes métodos para medir las 

formas de glutatión reducido (GSH) y oxidado (GSSG) en plantas, en plasma/suero de 

animales o seres humanos, etc 232-234. Estos métodos se basan en pruebas ELISA utilizando 

kits disponibles comercialmente o en su separación por HPLC con detección de 

fluorescencia o UV-Vis 235-237. La determinación de estas especies por fluorescencia o por 

espectroscopía UV-Vis, generalmente proporcionan una alta sensibilidad, pero presentan el 

inconveniente de requerir una etapa de derivatización para formar compuestos fluorescentes 

o que presenten un grupo cromóforo que sea detectable por UV-Vis. La falta de un buen 

cromóforo UV-Vis o un grupo fluoróforo nativos hace que la medición directa de GSH-

GSSG no sea posible. Esto es una ventaja en los experimentos realizados, ya que no hay 

detección de un pico de absorbancia de estos compuestos en el rango de 200 – 300 nm que 

pueda interferir con la detección de la DXM a la longitud de onda utilizada238.  

Las dispersiones de NCs se incubaron en ausencia de GSH para los experimentos de 

control. Como se muestra en la Figura 47c, se liberó menos del 5% de DXM en 15 días para 

todos los controles de las NCaceite-2S / 4S. En presencia de 10 mM GSH en el medio de 

incubación, la liberación de DXM para las NCaceite-2S-25% se aceleró drásticamente debido 

a la escisión de los enlaces disulfuro, lo que condujo a un aumento de la permeabilidad de la 

cubierta de sílica239. Tanto el aumento del contenido de enlaces disulfuro como el reemplazo 

de enlaces disulfuro por enlaces tetrasulfuro incrementaron aún más la cantidad liberada de 

DXM en el equilibrio (Figura 47c). No se observaron diferencias significativas para los 

perfiles de liberación de nanocápsulas con núcleos de aceite de oliva o de agua (Figura 47c-

d). Además, los perfiles de liberación mostraron una forma sigmoidal, lo que implica 

probablemente la presencia de dos procesos de difusión en el sistema. En primer lugar, se 

requiere que las moléculas de GSH difundan a través de la cubierta de sílice y rompan los 

enlaces disulfuro. Por lo tanto, en la etapa inicial se observa una liberación relativamente 

lenta. Sin embargo, a medida que aumenta la escisión de los puentes disulfuro, se observa 
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que la liberación se acelera debido al incremento de la permeabilidad de la cubierta de sílica. 

Lo que se ve reflejado, en un proceso de liberación sostenida de hasta más de diez días. 

El cambio en la permeabilidad de la cubierta de sílica durante el proceso de liberación 

se investigó mediante experimentos de adsorción-desorción de nitrógeno. En la Figura 47b 

puede observarse cómo la distribución de los tamaños de poros para las NCaceite-2S cambió 

a valores mayores luego de la incubación. Además, se observa la aparición de un nuevo pico 

correspondiente a poros con tamaños  7-8 nm de ancho para las nanocápsulas reducidas. El 

aumento en la porosidad de la cubierta de sílica después de la reducción es consistente con 

los perfiles de liberación de DXM en respuesta a GSH. 

Figura 47. Análisis de la liberación de DXM desde las nanocápsulas de sílica.  

(a) Esquema ilustrativo de la liberación de DXM desde nanocápuslas de sílica con puentes disulfuro 

(SiO2NCs-2S) sensibles a estímulos redox en presencia de GSH como agente reductor. (b) 

Distribución del tamaño de poro de NCs-2S antes y después de la reducción por GSH medidos 

mediante la técnica de BET. Perfiles de liberación de DXM desde (c) NCaceite y desde (d) NCagua que 

contienen distintas proporciones de enlaces disulfuro o tetrasulfuro. Los símbolos sin rellenar y con 

relleno sólido corresponden a las muestras incubadas sin (control) y con GSH 10 mM en el medio, 

respectivamente. Figura adaptada de la ref. 187.  
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VII.2.5. Síntesis de Nanocápsulas en Argentina  

A partir de la experiencia adquirida durante la estancia de investigación en Alemania, 

se intentó establecer nuevos protocolos para la formulación de emulsiones y síntesis de 

nanocápsulas en nuestro laboratorio perteneciente al Área de Bioquímica y Biofísica 

molecular del IIBYT. Con este fin, se buscó utilizar y optimizar los recursos disponibles 

para realizar esta técnica y a su vez, relacionarla con el sistema líquido/líquido de interés en 

esta tesis. Aunque sólo se pudieron realizar algunos avances, estos experimentos iniciaron 

el camino para la elaboración de nuevos proyectos que aún siguen en curso.  

Para realizar las nanocápsulas se utilizó Vaselina o Cloroformo (con posterior 

evaporación de este solvente) como núcleos hidrofóbicos, denotados como NCVAS y NCagua 

respectivamente. Además, se utilizó bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) como 

tensioactivo.  

Inicialmente se realizaron experimentos piloto para ajustar los parámetros técnicos 

relacionados con la metodología experimental según los equipos disponibles. 

Principalmente, se realizaron ajustes respecto al protocolo original en cuanto a la duración 

de los pulsos, pausas y potencia de la ultrasonicación. Además, para las bases de agitación 

se evaluó que la velocidad fuera suficiente y constante para obtener emulsiones estables y 

luego nanocápsulas de tamaño y morfología adecuada.  

En este proceso, se evaluaron dos relaciones molares distintas de aceite y surfactante, 

VAS/CTAB, de 47:1 y 37:1 mol/mol para la obtención de nanocápsulas de sílica. Estas 

relaciones molares se seleccionaron como punto de partida y de manera tentativa a partir de 

las relaciones molares de aceite de oliva/CTMA-Cl que permitían la obtención de 

emulsiones estables y evaluadas en los experimentos previos (Sección VII.2.3). Los 

resultados obtenidos por DLS para la relación molar 37:1 (ver Figura 48a) indican la 

presencia de dos poblaciones con tamaños promedio de partículas muy distintos entre sí, 

puede observarse una población con diámetros de ~ 150 nm y otra de mayor tamaño con Dh 

> 800 nm. Esto podría significar que el proceso de emulsificación fue ineficiente y que la 

formación de las gotas no fue homogénea o que la emulsión incurrió en procesos de 

inestabilidad como maduración de Ostwald, floculación o coalescencia en el transcurso de 
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las primeras horas posteriores al paso final de ultrasonicación, afectando de esta manera el 

proceso de polimerización de la sílica.  

Por el contrario, cuando la cantidad de VAS se incrementó en una relación molar 

VAS/CTAB de 47:1, el diámetro promedio de las nanocápsulas obtenidas mejoró 

notablemente (ver Figura 48b). Aunque se observa la presencia de dos poblaciones 

diferentes, los tamaños obtenidos son más cercanos a los esperados, una población de ~ 150 

nm y otra de ~400 - 500 nm.  

Finalmente, como control del protocolo se utilizó la síntesis de las NCAgua a partir de 

la formulación de una nanoemulsión conocida, estable y caracterizada anteriormente en la 

Sección VII.2.3 y se midió su distribución de tamaños como se exhibe en la Figura 48c. Los 

diámetros de las partículas obtenidas se encuentran dentro del tamaño deseado, aunque, 

nuevamente se evidenció la presencia de dos poblaciones, una de ellas con un Dh ~ 50 nm y 

Figura 48. Análisis mediante DLS y microscopía TEM de NCVAS y NCAgua.  

Distribución poblacional del diámetro de nanocápsulas obtenidas para: NCVAS con una relación 

molar VAS/CTAB de (a) 37:1 mol/mol; (b) 47:1 mol/mol y (c) NCAgua como muestra control.  

Se muestran las micrografías TEM de las nanocápsulas obtenidas para (d – e) NCVAS y (f – g) NCAgua.  
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otra de ~ 150 nm. Sin embargo, es importante destacar que la población de partículas de 

mayor volumen se encuentra presente en un número muy pequeño comparado con la 

población de menor tamaño. 

Teniendo en cuenta la información obtenida por DLS se realizó una caracterización 

mediante microscopía TEM para las muestras de NCVAS (relación VAS/CTAB = 47:1) y de 

NCAgua. Como puede observarse en la Figura 48d-g, en ambos casos las nanocápsulas se 

encontraron formadas y en general con una buena morfología; las imágenes se condicen con 

los resultados de DLS ya que se aprecian algunas variaciones y diferencias en su tamaño 

dentro de una misma muestra. Por otra parte, debe considerarse que la presencia de zonas 

con mayor intensidad de gris y que podrían asociarse con un estado de agregación de la 

muestra deben desestimarse, ya que el proceso de secado de la muestra llevado a cabo 

durante la preparación en la grilla de TEM es un factor que influye en la observación de este 

tipo de fenómenos. 

Finalmente, es importante destacar, que en estas muestras la presencia del 

tensioactivo catiónico CTAB estabilizó adecuadamente las gotas de nanoemulsión contra la 

coalescencia, y sirvió como plantilla para controlar la hidrólisis y la condensación del 

precursor de sílica exclusivamente en la interfase, evitando su nucleación fuera de las gotas, 

lo cual se verifica en las imágenes de TEM donde no se observa la presencia de 

nanopartículas de sílica.  

VII.3. Conclusiones 

En la primer parte de este capítulo se demostró un nuevo enfoque para llevar a cabo 

una síntesis versátil en un solo paso de nanocápsulas de sílica para aplicaciones biomédicas, 

el mismo consiste en un proceso sol-gel confinado en la interfase de las gotas de una 

nanoemulsión O/W. Los resultados obtenidos fueron prometedores y destacaron algunas de 

las ventajas que tiene esta síntesis:  

(i) Las nanocápsulas podrían formarse con diversos líquidos hidrofóbicos para 

encapsular moléculas con diferente solubilidad.  

(ii) Los solventes con bajo punto de ebullición pueden evaporarse para convertir la 

cavidad interior en un ambiente acuoso.  
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(iii) Los diámetros hidrodinámicos de las nanocápsulas pueden controlarse entre 60 

nm y 400 nm.  

(iv) Al introducir enlaces disulfuro o tetrasulfuro en la cápsula, las NCs pueden 

convertirse en interesantes plataformas para la liberación específica y sostenida en respuesta 

a la presencia de GSH para determinados fármacos que actúen a nivel intracelular.  

Por otra parte, al tratar de aplicar el protocolo de síntesis a nuestro laboratorio en 

Argentina se tuvieron que afrontar diversos problemas. Entre ellos, el más importante es que 

los resultados obtenidos por DLS muestran la aparición de dos poblaciones de nanocápsulas, 

incluso para la muestra control. Esto podría indicar que el protocolo de preparación de las 

nanocápsulas aún no es adecuado y que se favorece de algún modo un proceso de 

emulsificación que conduce a la formación de gotas con diámetros no uniformes. No 

obstante, esto no es un obstáculo que no pueda ser superado a corto plazo ya que 

probablemente, este efecto se deba a diversas causas relacionadas directamente con la 

metodología experimental utilizada. Por ejemplo, que la potencia o la duración de los pulsos 

durante la ultrasonicación no sean suficientes y/o que la velocidad de agitación no sea 

apropiada o constante durante todo el proceso debido a la precisión del agitador.  

Además, si se consideran los resultados obtenidos en el Capítulo VI, Sección VI.2.2 

para emulsiones VAS:DPPC y se comparan con las nanocápsulas sintetizadas a partir de 

emulsiones VAS:CTAB para relaciones molares similares (por ejemplo, 47:1), podría 

inferirse que la eficiencia de la DPPC como emulsionante, cuando la fase oleosa es VAS, es 

mayor que para el surfactante CTAB. En particular, esto se ve reflejado en una distribución 

poblacional de tamaños más uniformes, donde las emulsiones DPPC:VAS presentan en 

promedio un rango de variación de tamaños continuo que permite la observación de un solo 

pico poblacional. Estos resultados son consistentes con los hallazgos realizados en el 

Capítulo V para monocapas de DPPC y que principalmente destacan la capacidad de las 

moléculas del fosfolípido para estabilizar las gotas de VAS en la interfase agua/vaselina.  

En general, los resultados obtenidos aún no son suficientes para optimizar la 

preparación de las NCs utilizando el sistema de interés de la presente tesis, pero aportan 

valiosa información para continuar a tiempo futuro realizando experimentos y ajustes en el 

protocolo de síntesis hasta obtener resultados satisfactorios.    
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“Llena tus ojos de ilusión. Ve al mundo. Es más fantástico que 

cualquier sueño real o imaginario. No pidas garantías, no pidas 

seguridad. Nunca ha existido algo así”. 

Ray Bradbury (Fahrenheit 451). 

 

Capítulo VIII 
Conclusiones generales 

 

En cualquier disciplina científica para llevar a cabo un análisis riguroso que sea 

representativo de un determinado sistema, es necesario contar con modelos que brinden una 

versión simplificada de la realidad dónde puedan controlarse la mayor cantidad de variables 

posibles para así obtener resultados fehacientes y significativos. En el área de la Biofísica, 

para estudiar procesos que ocurren en las membranas biológicas desde una perspectiva 

biofísico-química, se utilizan modelos experimentales como las monocapas de Langmuir, 

vesículas multilamelares o unilamelares así como monocapas soportadas sobre sólidos, entre 

otros. Estos modelos permiten, por ejemplo, estudiar propiedades moleculares, interacciones 

intermoleculares y las características reológicas y electrostáticas de las membranas, evaluar 

interacciones membrana-proteína o determinar cómo la presencia y penetración de un 

fármaco puede afectar sus propiedades mecánicas. 

A pesar de que se cuenta con una gran cantidad de información proveniente de la 

utilización de estos modelos, en la literatura se encontraron escasos reportes en los cuales se 

abordara el estudio de interfases líquido/líquido mediante la utilización de un modelo clásico 

y de larga trayectoria en el área de la Biofísica como lo son las monocapas de Langmuir. El 

estudio del comportamiento de fosfolípidos y otras moléculas tensioactivas, en una interfase 

agua/aceite resulta fundamental si se pretende estudiar sistemas más complejos, como por 

ejemplo las emulsiones. En particular, la estabilidad de las partículas de emulsión ha sido 

objeto de intensos debates e investigaciones durante décadas y aún hoy se carece de una 

comprensión fundamental de los mecanismos que gobiernan la estabilidad de emulsiones 

O/W y W/O, así como de técnicas preparativas que provean datos cuantitativos para una 

formulación racional y facilitada.  

A partir de esta problemática, y ante la ausencia de información referida a la 

aplicación de la técnica de filmes de Langmuir en la interfase O/W surgieron diversos 
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interrogantes que motivaron la realización de esta tesis, algunos de ellos son: ¿Cómo son 

afectadas las moléculas de fosfolípidos por la presencia de la fase aceite? ¿Cómo se 

modifican las propiedades reológicas del filme en la interfase O/W con respecto a las 

observadas en la interfase A/W? ¿Las moléculas de hidrocarburos interfieren en la 

estabilidad de los estados de fase? ¿Es posible utilizar datos cuantitativos obtenidos en el 

sistema modelo de monocapas para formular emulsiones estables? 

En este sentido, el estudio realizado en esta tesis permitió revalorizar la técnica de 

monocapas de Langmuir en la interfase líquido/líquido, como así también ofrecer una 

comparación detallada (y hasta el momento inexistente en la literatura) del comportamiento 

de dos fosfolípidos modelo, DPPC y EPC, en la interfase A/W con respecto al exhibido en 

la interfase O/W cuando la fase oleosa es Vaselina. Además, el análisis del comportamiento 

molecular, reológico y termodinámico de estos fosfolípidos en la interfase agua/vaselina, 

aportó valiosa información para avanzar en la comprensión, desde un punto de vista 

biofísico-químico, sobre los fenómenos que ocurren a nivel molecular en la interfase de una 

partícula de nanoemulsión.  

El desafío inicial de esta tesis fue la construcción de la cuba de Langmuir con las 

características adecuadas para el sistema de monocapas en la interfase líquido/líquido y su 

posterior validación. En este sentido, la fase oleosa elegida (vaselina) requirió una 

caracterización detallada de su composición. Mediante diversos análisis de 1H-RMN, 13C-

RMN y CG-MS, se pudo describir a la VAS como una mezcla de alcanos con longitudes de 

cadena (CL) que varían de 19 a 29 (CL promedio = 25 ± 3) y una masa molecular media 

ponderada de 347 ± 9 g/mol.  

Como estudios preparatorios, se puso a punto la técnica de filmes de Langmuir en la 

interfase aceite/agua y se analizó la cinética de difusión 2D y 3D de los fosfolípidos durante 

el proceso de preparación de las monocapas mediante diferentes técnicas. Esto permitió no 

sólo entender el proceso sino también definir las condiciones óptimas para la preparación de 

las monocapas en la interfase líquido/líquido. A continuación, se estudió el comportamiento 

reológico y termodinámico de monocapas de fosfolípidos (EPC y DPPC) en la interfase 

vaselina/agua. Teniendo en cuenta que estas monocapas son en realidad una mezcla de 

determinada composición entre el fosfolípido y VAS, se construyeron monocapas a partir de 

mezclas pseudobinarias de PC y diversas proporciones de VAS en la interfase agua/aire. De 

la información obtenida a partir de isotermas de compresión π-MMA y de imágenes de 
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microscopía de ángulo de Brewster se construyeron diagramas de fase para DPPC y se 

identificaron puntos en el diagrama donde coexisten las fases de monocapa y de lentes de 

VAS sobre la monocapa, tal como predijeron los valores del coeficiente de “spreading” 

calculados en base a la combinación de tensiones interfasiales. La composición de estas 

últimas se identificó mediante microscopía de epifluorescencia y microscopía espectral con 

el uso de sondas que particionan de manera diferencial en cada una de estas fases. Una vez 

formadas, estas gotas permanecen a lo largo de un ciclo de compresión-descompresión y su 

altura, calculada a partir de valores de reflectividad determinados por BAM, acompaña estos 

ciclos alcanzando un máximo a la mayor compresión. 

Adicionalmente, se debe destacar que gracias a la utilización de DPPC como 

fosfolípido modelo se pudo realizar un análisis más detallado de los fenómenos interfasiales 

que ocurren en un sistema binario con transición de fase y separación de fases por 

nucleación. Mediante la realización del diagrama de fases π-XVAS se pudo obtener valiosa 

información que permitió determinar que la solubilidad de VAS en DPPC era muy baja, 

XVAS ~ 0,05 y que las mezclas de DPPC/VAS formaban monocapas en todo el rango de π 

hasta XVAS <0,2. Ya que a partir de XVAS más altos (XVAS >0,2), se observaron por BAM la 

aparición de estructuras brillantes (lentes) coexistiendo con una monocapa en estado líquido 

condensado (LC).   

A partir de estas observaciones, surgió el concepto de punto gota (PG) que se definió 

en el diagrama de fase π-XVAS, como una zona donde las monocapas mezcla DPPC/VAS0.02 

en estado LE y LC, exhibe regiones de monocapa en la interfase agua/aire con una 

composición constante de XVAS0,05) que coexiste en equilibrio con una interfase 

VAS/agua que es producto de la segregación del exceso de VAS a partir de núcleos de 

condensación que crecen hasta formar la gota estabilizada sobre una monocapa lipídica en 

la interfase O/W. Estos resultados permitieron construir el modelo de hemipartícula de 

emulsión para explicar este sistema.   

Por otra parte, a partir de isotermas de adsorción de DPPC en la interfase VAS/W, se 

obtuvo el valor de la presión de equilibrio de saturación de DPPC (πeq,sat ~ 27,3 ± 0,1 mN/m). 

El cual se pudo interpolar en la isoterma π-MMA en la interfase VAS/W para obtener el área 

mínima de DPPC (MMAmin) correspondiente a la presión de equilibrio de DPPC en esta 

interfase. Con la ayuda de cálculos geométricos, el valor de MMAmin pudo utilizarse como 
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punto de partida para estimar una proporción adecuada de DPPC/VAS de acuerdo con el 

tamaño y la concentración deseados para formular suspensiones de partículas de emulsión. 

Sin embargo, como el valor de πeq,sat  obtenido para DPPC resultó ser muy cercano a la 

presión de colapso  (πc, VAS/W = 27 ± 1) de la monocapa de DPPC en la interfase VAS/W se 

utilizó el MMA de DPPC en la interfase VAS/W correspondiente a un valor de  π (24 ± 1   

mN/m), dentro de un 10% por debajo de la πc, VAS/W y πeq,sat. Por consiguiente, se realizaron 

ensayos preliminares para la formulación de emulsiones utilizando la información obtenida 

de las monocapas de DPPC en la interfase VAS/W a esta nueva presión interfasial 

seleccionada, donde existe una monocapa en estado de fase LC. Las predicciones teóricas 

realizadas a partir del modelo de monocapas fueron satisfactorias sólo para la síntesis de 

partículas con diámetros promedio en el rango de 100 nm a 400 nm y con bajas 

concentraciones de DPPC (0,01mM) en el sistema global. Sin embargo, se espera que con 

ciertas modificaciones y nuevos experimentos el modelo teórico planteado pueda ser 

refinado y que un fundamento similar pueda aplicarse en el futuro para calcular relaciones 

de Agua/Aceite/Surfactante que faciliten la formulación de emulsiones con el uso de otros 

tensioactivos. 

De este modo, mediante el análisis y cuantificación de fenómenos como la difusión, 

la segregación en fases y puntos críticos, se pudo interpretar cada vez mejor el rol que juegan 

los lípidos como surfactantes naturales en sistemas más complejos. Estos estudios son de 

gran interés no sólo para lograr una correlación con el modelo de emulsiones, sino que 

también pueden contribuir en gran medida a la comprensión de otro tipo de sistemas 

biológicos, como los fenómenos de la biogénesis de “lipid droplets”, que están presentes en 

la respuesta a la infección con virus, la estructuración de lipoproteínas y otros fenómenos de 

gran relevancia biológica.  

Por otra parte, mediante la colaboración con otro grupo de investigación se pudo 

estudiar el uso de partículas de emulsión como moldes para la síntesis de nanocápsulas de 

sílica con posibles aplicaciones biomédicas. Si bien el sistema aceite-surfactante utilizado 

no fue el mismo que el planteado inicialmente en esta tesis, se pudo abordar exitosamente 

un nuevo enfoque para sintetizar en un solo paso nanocápsulas sensibles a estímulos redox. 

Estos resultados, permitieron destacar que las emulsiones tienen un gran potencial como 

plataformas para el encapsulamiento y liberación de moléculas, ya sean de interés 

farmacológico, médico, cosmético o alimentario, entre otros. Esto nos invita a reflexionar 
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sobre el valor del desarrollo a nivel nanobiotecnológico de esta temática y de sus beneficios 

para la sociedad. Sin embargo, esto no será posible sin la necesaria existencia de 

investigaciones que permitan una comprensión teórica de los fundamentos biofísico-

químicos que regulan los sistemas nanoemulsionados. Como explicaba la científica Marie 

Skłodowska-Curie: “[…] ello es prueba de que el trabajo científico no debe considerarse 

desde el punto de vista de su uso directo. Se debe realizar por sí mismo, por la belleza de la 

ciencia y luego siempre existirá la posibilidad de que un descubrimiento científico […] se 

convierta en un beneficio para la humanidad”.  

Finalmente, es importante destacar que mediante la realización de esta tesis doctoral 

se logró incorporar exitosamente la técnica de Filmes de Langmuir en la interfase 

líquido/líquido a nuestro laboratorio y todo el equipamiento diseñado específicamente para 

su realización. Esta nueva técnica permitió ampliar la experticia que tiene nuestro laboratorio 

en el área de la Biofísica de biomembranas y a su vez, brinda a toda la comunidad Biofísica 

Argentina la posibilidad de contar con esta valiosa técnica para abordar, en colaboración, la 

resolución de nuevas problemáticas y/o de problemáticas vigentes que puedan verse 

beneficiadas mediante su aplicación y el análisis de los nuevos datos obtenidos.  
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Anexos 
 

A.1. Certificado de análisis de VAS.  

Figura A. 1. Caracterización de VAS provista por el fabricante. 

Certificado de análisis brindado por el fabricante VASEPLUS S.A. a Todo Droga, una de las 

empresas que fracciona y distribuye esta sustancia en la ciudad de Córdoba y donde fue adquirido 

el stock utilizado en el presente trabajo. Puede observarse que sólo se detallan características 

fisicoquímicas generales de acuerdo con pruebas estándares de calidad.  
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A.2. Capítulo IV. Sección IV.2.3. 

 

Figura A. 2. Microscopía de epifluorescencia confocal espectral de monocapas EPC/VAS0,02 en 

la interfase A/W.  

  

 

  

Se utilizó NR como sonda fluorescente. La fracción molar de VAS fue 0,02. Se muestran los 

espectros de emisión obtenidos tras una excitación a 488 nm. Los espectros se construyeron a partir 

del análisis de tres lentes diferentes, en imágenes que fueron sucesivamente capturadas a diferentes 

λ emisión dentro del rango de 500-700 nm.  
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A.3. Capítulo V. Sección V.2.2 

 

 

 

 

Figura A. 3. Diagrama de MMA vs. XVAS para la mezcla DPPC/VAS.  
Valores experimentales de área molecular promedio a π = 15 mN/m en función de la 

composición de la mezcla pseudobinaria VAS/DPPC.  
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A.4. Capítulo VII. Sección VII.2.3. 

  

Figura A. 4 Espectro 1H-RMN de las nanocápsulas de sílica (NCagua) antes y después de la 

evaporación del solvente a temperatura ambiente durante 12 horas.  

Para la medición de 1H-RMN, se mezclaron 100 µL de la dispersión de nanocápsulas con 500 µL 

de D2O. La sal sódica del ácido 3-(trimetilsilil)-1-propanosulfónico se utilizó como patrón externo 

disolviéndola primero en D2O. 



 Anexos  

163 

A.5. Capítulo VII. Sección VII.2.4. 

Los espectros de 29Si-RMN muestran señales a -110 y -100 ppm correspondientes a 

las unidades Q4 y Q3 (Qn: Si(OSi)n(OH)4-n), respectivamente. El alto porcentaje de la señal 

Q4 (Q4> 55% para las muestras control y Q4 ≥ 85% para todas las nanocápsulas híbridas) 

confirmó la formación exitosa de la red de silicatos por puentes de siloxano (Figura A. 5). 

En comparación con las NCaceite, el porcentaje de la señal Q4 para las NCagua incrementó 

levemente, lo que indica que los alcoxisilanos se hidrolizaron aún más cuando el núcleo 

inicial de cloroformo se intercambió con agua. Además, el porcentaje de señal Q4 también 

está relacionado con la permeabilidad de la cubierta de sílica. Cuando la señal Q4 aumentó 

desde 56% para las NC control hasta el 85% para NCaceite-2S-25%, la eficiencia de 

encapsulación de DXM aumentó más del 50% debido al mayor grado de polimerización en 

la cubierta de sílica. La ausencia de alcoxisilanos libres (Q0) y mono-reaccionados (Q1), y 

una resonancia muy baja correspondiente a Q2 (1% para NCaceite y 3% para NCagua) mostraron 

que los alcoxisilanos reaccionaron eficientemente. Además, las señales observadas a -68 y -

58 ppm se corresponden con las unidades T3 y T2 respectivamente de los alcoxisilanos que 

contienen grupos sulfuro (Tm: CSi(OSi)m(OH)3-m), (Figura A. 6 a-f). Las señales T junto con 

las señales de 13C a 12,1; 23,3 y 41,8 ppm correspondientes a 1C, 2C y 3C en la serie de Si-

1C-2C-3C-SS-3C-2C-1C-Si, respectivamente, demostraron la integración de los alcoxisilanos 

que contienen sulfuro dentro de la cubierta de SiO2, formando un marco híbrido orgánico-

inorgánico de silsesquioxano. La señal T0 indicó alcoxisilanos funcionales no condensados, 

probablemente debido a su mayor hidrofobicidad en comparación con TEOS. 

Muestra 
Contenido de sitios Qn y Tn (%) a 

Q2 Q3 Q4 T0 T1 T2 T3 

NCaceite 1 43 56 - - - - 

NCagua 3 41 56 - - - - 

NCaceite-2S-25% 0 15 85 34 1 29 36 

NCaceite-2S-50% 0 15 85 76 2 10 12 

NCagua-2S-25% 0 11 89 77 2 10 11 

NCagua-2S-50% 0 14 86 72 2 15 11 

NCaceite-4S-25% 0 25 75 30 2 38 30 

NCagua-4S-25% 0 14 86 64 2 27 7 

Figura A. 5. Grado de hidrólisis de los alcoxisilanos emulsionados. 
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(a) SiO2 NCaceite-2S-25% 

(b) SiO2 NCaceite-2S-50%  
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(c) SiO2 NCaceite-4S-25%       

(d) SiO2 NCagua-2S-25%  
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(e) SiO2 NCagua-2S-50% 

(f) SiO2 NCagua-4S-25% 

 

Figura A. 6. Espectros de 1H MAS RMN, 13C CP-MAS RMN, y 29Si MAS RMN. 

Desde (a) hasta (f) pueden observarse los espectros registrados para todas las nanocápsulas de sílica 

que contienen distintas proporciones de enlaces disulfuro o tetrasulfuro.  Adquiridos a 300 MHz 1H 

frecuencia Larmor. 
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Información técnica 

Los espectros cuantitativos 29Si MAS-NMR se registraron con un espectrómetro 

Bruker Avance II que funciona a una frecuencia Larmor de 300,23 MHz 1H utilizando una 

sonda MAS comercial de doble resonancia que soporta rotores MAS con un diámetro 

exterior de 7 mm. Los espectros de excitación directa se adquirieron con un pequeño ángulo 

de excitación de ≈20 ° a una frecuencia de nutación de rf de 25 kHz y un retraso de relajación 

de 60 s entre transitorios posteriores. Para evitar la ampliación de la línea debido a los 

acoplamientos dipolares, se aplicó un desacoplamiento hetero-nuclear SPINAL64 a una 

frecuencia de nutación rf de 50 kHz240. Las señales de RMN 29Si utilizaron como referencia 

al tetrakis(trimetilsilil)silano241 y las asignaciones de los grupos T(n) y Q(n) se tomaron de la 

literatura242. El contenido de los grupos T(n) y Q(n) se cuantificó mediante la deconvolución 

de los espectros 29Si MAS-RMN utilizando el programa DMfit de Massiot et al., 243 porque 

las señales de RMN superpuestas de diferentes T (n) y Q (n) los grupos no pudieron 

cuantificarse por integración. 
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“La ciencia no es perfecta, con frecuencia se utiliza mal, no es más que 

una herramienta, pero es la mejor herramienta que tenemos, se corrige 

a sí misma, está siempre evolucionando y se puede aplicar a todo.  

Con esta herramienta conquistamos lo imposible”.  

Carl Sagan 


