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SOLI!J3ILJ%ACX(SN DE IJiP0S0WL.4S POR OCTIZ C'i1,l;COSIDO 

A .  de la M a ~ a  y J.L. Parra, Uepartiiineiito de Te~isioactivos C.1.D.- C.S.1.C 

Tlie traiisitioiial stages iiiduced by tiic iiiieractioii O '  tlic surfaciaiit Octyl <!lucoside uii 
pliosphatidylciiolinc liposoiries were sludied by iiieaiis of light scaiieriiig aiid 
permeabiliiy changes. A linear correlatioii was observed beiween tlie effective 
surfactantilipid iiiolar ratio (Re) aiid the OC coiiceiiiraiioii iii the iiiiiial aiid final 
interaçiioii stages despite showing alinost a corismiic value during bilayer sati~ratioii. Tlie 
bilayer/aqiieoiis pliase partitioii coefficieiii (K) decreased in the subsoiubilizirig 
iiiieractioii steps and increased duriiig solubilization. Thus. whereas a preferential 
disiriburion of surfactaiit inoiiomers ii i  the aclueous phase wiiii respect to tlie lipid 
bilayers took place iii ibe iiiitial iiiieractioii steps a larser association of OC; molecules 
witii tliese lipids iii bilayers occiired duritig solubilizatioii. Tlie initial steps of biiaye? 
saiuratioii (50.70% permeabiliiy) were attaiiiecl h r  a lower iiee surfi~ctdiit (S.,*) thaii tliai 
for its critical micellar coiiceiitratioii ( C I C )  Wlieii S,, reaclied tlie OG cnic 
solubilization started io occur (Re,,$J 

Se lian invesiigado los estadios iiiiplicados en la interaçcion del teiisioactivo octil 
giucosido sobrc liposoiiias coiisrituidos por fos~aiidilcoiiiia. Se hail estudiado los 
caii~bios en la perineabilidad de las bicapas y la variacion de liiz dispersada por el 
sisteiia tcnsioactivollipido duraiiie diclio proceso. Se observa una correlaci6n liiieal entre 
las relaciones molares de tensioactivoflipido (Re) y la concentracioii loial de ieiisioaciivo 
en los intérvaios inicial y fiiial del proceso. Sin embargo, la Re perinaiiecio constaiite 
durante las saiuracidn de las bicapas. Los coeficieiiies de distribucion del teiisioaclivo 
entre bicapasiinedio acuoso (K) disiiiiiiuyeron a Io largo de las interaccioiies 
subsolubilizantes y admentaron duranic la solubilizaci6n. Asi, inieiitras en las primeras 
etapas del proceso se observa una mayor preseiicia del tensioactivo eii el inedio aciioso. 
en la soiubilizacioii se aprecia iina rnayor asociacioii de las inoieculas de teiisioactivo 
con los iipidos de las bicapas que conduce a la forinaci611 de sistemds iniceiares mixtos. 
Los estadios iiiiciales de saturacioii de las bicapas se alcaiizaroii para coiiçeiitraciones 
de ieiisioactivo libre inferiores a las de su cmc. Siii embargo, cuando la coiiceritiacidn 
de tensioactivo libre alcanzd la cinc se iiiicid ci proceso de .solublizaci6ii. 
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WTRODUCCIQN Y OBJETWOS 

Los iensioactivos son agentes indispensables en los procesos de solubilizacion y de 

reconstitucioii de meinhianas [l-31. Asi, se han pubiicado un buen numero de trabajos 

sobre los principios que gobiernan la interaction de tensioactivos coi1 modelos 

simplificados de membranas tales como los liposotnas 14-71, Esta interaccidii coiiduce 

a la riiptura de estructuras Iatnelares y a la foriiiacion de tnicelas mixtas lipido- 

teiisioaciivo. Uiia iinportaiite coiitribucion a tales estudios ha sido hecha por Lichtenberg 

181 quiéii postulo que la reiaci6ii molar efectiva tensioactivollipido (Re) capaz de 

producir saturacioti y solubilizacidn de estas estructuras dependia de la coticentraci6n 

micelar critica del tensioactivo asi como de los coeficientes de distribucion del 

tensioactivo entre las bicapas y el medio acuoso (K), ademhs de la propia naturaleza de 

los tensioactivos. 

Los niecanismos de solubilizaci6n reconstitucioti de bicapas iipidica? por tensioactivos 

han sido objeto de numerosas especuiaciones en que los fragmentos de bicapa apareceii 

cotno estructuras intermedias cruciales tanto en la forniacidn como en los procesos de 

solubilizacion [9-111. Sin embargo, los mecanismos de estas transiciones todavia no se 

conoceti claramente debido a que no se han realizado una delallada description de los 

misrnos. Uno de los tensioactivos mas comunmente usados en estos procesos es el 

tensioactivo noionic octil glucdsido (OG), que presenta uiia relativamente alta cmc, 

caracteristica muy adecuada para la recoiistituci6n de bicapas. presentando asimismo un 

bajo poder destiaturaiizante de proteinas y [12-171. 

En anteriores investigaciones heiiios estudiado algunos parametros implicados en las 

ititeracciones de tensioactivos con liposomas a niveles subsolubilizantes y solubilizantes 

[18-201. En el preseiite trabajo se estudia detaliadamente ei proceso global implicado 

en la interaccidn del tensioactivo octil glucdsido con liposomas unilamelares constituidos 

pot fosfatidilcolitia, tanto a nivel subsolubilizante como a nivel solubilizante. 

Materiales 



La fosfatidilcoliiia (PC) se purifico a partir de lecitiiia de liuevo (Merck) segun el 

método descrito por Singleton (2 1) coinprobandose su pureza por cromatografia en capa 

fina ('TLC). El tensioactivo octil gliicosido, fue suininistrado por Rolim and Haas. El 

taiiipon PIPES [Pipcraziiia-1,4 bis(?-etanosulfonico acido)] fue suministrado por Merci< 

S.A. Ei tampoii utilizado se prepar6 a partir de 10 mYvI PiPES y fue ajustado a pi1 7.20 

con NaOU. Diclio wmpoii coiiteiiia asimisiiio 10OiiiM iIa?SO,. Las membranas de 

policarbonato fueron suininistradas por Nucleopore. El agence fluorescente 5- 

(6)Carboxifluoresceina (CF) fue suministrado por Eastman Kodak y posteriorinente fue 

purificado por crornatografia eii columiia (22) 

Prcparacion de üposomas 

Liposoinas unilamelares de tamaiio definido (200nm) se prepararoii por extrusion de 

vesicuias unilainelares obceiiidas por el inétodo de fase reversa (15). La. extrusioii se 

realizo a través de membranas de policarbonato de minano de poro decrecienie 

coinprendido enrse 800-200 nm, hasta alcaiizar uii tamaiio Iioinogeiieo de distribucioii 

de vesicula (24). A Fin de estudiar los caiiibios de perineabilidad de los liposoinas los 

liposomas coiiteniendo en su iiiterior CF se aislaron del ageiite fluorescente no 

ei~capsulado por separacion en coluinna utilizando cesiiia Sepliadex G-50 inediuin 

(Piiarmacia). El rango de concentraciones de fosfolipido en los liposomas estudiados 

estuvo comprendido entre 1.0 y 10.0 mM. 

Concentraci6n tipidica y distribiici6n de tamafios de vesicula de los liposonias 

La concentracion fosfolipidica de los liposomas se determin6 por medio de 

cromatografia eii Capa fiiia acopiada a un sistema automhtico de deteccion de ioiiizacion 

de liama (FID) (latroscan MK-5, Iatron Lab. Inc. Tokyo, Japaii) 1251. La distribucion 

de tamafios de las vesiculas y los indices de polidispersidad (P.1.) de dichas poblacioiies 

después de su preparacibn y durante su interaction con el tensioactivo OG se 

detcrminaron utilizando uii espectrofotometro de correlacion fotonica Maitern 

(Autosizer 4700c PSIMV). Las determiiiaciones se hicieroii en todos los casos por 



rncdidas del inunnero de particulas a 15OC coi1 uii iingulo de lectura de 90°. Después de 

la preparacioii de los liposomas el tamaiio medio de particula vari6 inuy poco (PC 

çoiiceiiiracioii coiiipreiidida eiitre 1.0-10.0 rnivi) presentando en todos los casos valores 

cercaiios a 700 iirn (P.!. ineiior que O.!), Io cual indic6 que la disiribucion de amaiio 

de vesicula oùteiiido fut miiy liomogeiieo. 

Al definir los parameiros iniplicados eii la solubilizaci~ii de liposomas es esencial 

coiisiderar que las inezcias de lipidos y tensioactivos no presenta un comporamiento 

ideal debido a las interacciories especificas de ainùos cornponentes, ta1 como se lia 

deniostrado para diversos cornpuestos anfifiiicos [26,27]. A fin de evaiuar las 

alteracioiies causadas por el tensioactivo OG sobre bicapas lipidicas. se define la 

relaci6ii iiiolar efectiva OGIPL. Re en un agregado (liposoma O micela) como [8]: 

[ieiisioactivo total] - [tensioactivo rnonomérico] 
Re = ........................................................... (1) 

[fosfoiipido toiai] - [fosfolipido moiiomérico] 

El seguiido téi-miiio del deilorninador es despreciabie debido a la baja solubiiidad del 

fosfolipido eii agua. Asiinisino. esla generalmente admitido que la iiicorporacion de los 

leiisioactivos a los liposomas, prodiiciendo la saturacion y la posterior solubiiizaci6n de 

estas estrucruras estA gobernado por un equilibrio en la distribucion de las moléculas 

del teiisioactivos entre las bicapas lipidicas y el inedio acuoso. 

A partir del aiiilisis del modeio de biparticion para sisteinas de sales biliaresllecitina 

propuesto por Schurtenberger [?SI, Lichtenberg [a] y Almog [13] demostraron que para 

mezcias de iipidos (conceiitration PL (mM)) y iensioactivo (conceiitratioii S, (mM)), en 

inedio acuoso diluido. la distribucion de tensioactivo entre las bicapas iipidicas y el 

medio acuoso presenta un coeficiente de partici611 K ,  dado (in inM-') por 

SB 
K = ................. (2) 

[PLI-S,] . S, 

donde SB es la concentracion de iensioactivo en las bicapas (inM) y S, es su 



conceiitraci61i en el inedio acuoso (inM). Para PL > > S,,, la definicion de K ,  ta1 como 

es dada por Schurtenberger, resulta: 

doride Re es la relaci6:i efectiva lensioactivo/fosfolipido ya indicada: (Re = S,IPL). 

Bajo cualquier otra condicioii debe emplearse la equacion 2 para defiiiir K. resultando 

Re 
K = ................ 

S ,  [ l  + Re] 

Esta aproximacion es consisteiite con los datos experimeiitalcs ofrecidos por Lichtenberg 

181 y Alinog j13) para diferentes mezclas te~isioactivo/fosfolfpido para una ancho rango 

de valores de Re. Dado que el rango de coiiceiitracioiies de fosfolipido usadas eii 

nuestra iiivestigacion es similar a las usadas par Almog, el parariietro K lia sido 

determiiiado usaiido esta ecuacioii. 

La determiiiacion de estos parimetros se Ilevo a cabo en base a la dependencia lineal 

existente entre las conceiitracio~ies de tensioactivo necesaria para aicanzar dichos 

parimetros y la correspondiente conceiitracion de fosfolipido eii los liposornas que 

puede ser descrita par la ecuacion: 

S,. = S, + Re . [PL] ( 5 )  

donde la Re y la coiicentracion acuosa de tensioactivo (S,,,) corresponden para cada 

recta respectivamente con la peiidiente y la ordenada en el origen. 

Las tensiol~es superficiales de las soluciones tamponadas coiiteniendo coiicentraciones 

de crecientes del tensioactivo OGi fueroi~ determinadas por medio del método del anillo 

1291 utiiizaiido un tensiometro automitico Krüss. La cinc dei tensioactivo OG fue 

deterininada a partir del cambio en la pendiente de los valores de tension superficial al 

representarlos frente a la correspondiente concentracion de teiisioactivo. 

Alteraciones eii la permeabilidad y solubilizrici6n de liposomas 

Las alteracioiies en la permeabilidad de los liposomas causadas por el tensioactivo OC 



se determinaron midieiido el incremento de la intensidad de fluoresceiicia de diclias 

suspensiones debidas a la CF difundida desde el interior de las vesiculas a la fase 

acuosa exterior 1221. Las medidas de fluorescencia se realizaron iitilizando un 

espectrofluorimetro Sliimadzu RF-540. La excitacion del sistema se ajust6 a una 

longitud de onda de 495 nm. obteniéndose la rnixima emisi6n de fluorescencia de la CF 

a la longitud de onda de 515,4 nm. Las medidas de intensidad de fluorescencia se 

realizaron a 25OC. Los porcentajes de CF difundida se calcularon por medio de la 

siguente ecuacion: 

donde 1, es la intensidad iniciai de fluorescencia de la suspensiones de liposomas 

cargadas con CF en ausencia dei tensioctivo, 1, es la intensidad de fluoresceiicia medida 

transcurridos 40 minutos después de la adicion del tensioaciivo a las suspensiones de 

liposomas. Este intérvalo de tiempo fue escogido como el minimo periodo de tiempo 

liecesario para aicanzar el equilibrio en la difusion de la CF en el iiiiérvalo de 

coiicennaciones lipidicas investigadas (1.0 -10.0 mM). 1, corresponde a la intensidad 

de fluorescencia que permanece después de la total destruccion de los liposomas [22:]. 

Con respect0 a la solubilizacion de los liposomas, ha sido previamente demostrado que 

la determinacion de los valores estaticos de iight-scattering de las suspensiones 

liposoma/tensioactivo constituye una muy adecuada técnica para el estudio cuantitativo 

de la solubilizacion de bicapas lipidicas por tensioactivos 171. En consecuencia, las 

perturbaciones soiubilizantes producidas por el tensioactivo OC en las suspensiones de 

liposoinas se estudiaron usando dicha técnica. El proceso completo de solubilizaci6n 

puede basicamente caracterizarse por tres pararnetros denominados; Re,,,, Re,, y Re,,,, 

segun la nomenclatura adoptada por Lichtenberg [30]. Estos parametros corresponden 

a las relaciones Re a las que los valores de light-scattering empiezan a decrecer, 

alcanzan el 50% de su valor iniciai y finalmente presentan uii valor ininimo y constante. 

Esios parametros correspondieron a las relaciones molares OGIfosÏolipido a las que el 

tensioactivo : (a) saturo los liposomes, (b) promovi6 el 50% de solubilizaci6n de las 



bicapas y (c) produjo la coinpieta solubilizaci6ii de estas estructuras. 

Las suspeiisioiies de liposomas se ajustaroii a una adecuada conceiitraci0ii lipidica 

(desde 2.0 a 20.0 mM). A estas soluciones se afiadieroii idéi~ticos vol6inenes de 

soluciones adecuadas del tensioctivo y las inezclas resultaiites de dejaroii en reposo 

duranie un periodo de 24 lioras liasta alcaiizar su equilibrio. Este perjodo de tiempo Tue 

escogido conio el tieiiipo miniino necesario para alcanzar un completo equilibrio 

teiisioactivol liposoine para el raiigo de concentraciones lipidicas estudiadas /61. 

Las medidas de liglit-scattering se reaiizarori utilizando uii espectrofluorimetro a 25°C 

ajiistaiido sus dos moiiocromadores a 500nm. Los ensayos se realizaroii por triplicado 

y los resulta<ios iiidicados soi1 el valor inedio de los hallados. 

RESULTAaOS Y DISCUSION 

Para concentraciones subsolubilizanles de tensioactivo, se reaiiz6 una investigaci6ii 

sistemAlica de los canibios en la permeabilidad de los liposomas estiidiaiido los cambios 

en la difusioii de la CF encapsulada eii diclias estructuras. La Figura 1 muestra la. 

iiifluencia de la concentracion de tensioactivo en los cambios de permeabilidad de las 

suspensiones de liposomes. Las conceniraciones de tensioactivo que dieroi? lugar a los 

diferentes porcentajes de difusion de CF se representaron graficainente frente a la 

concentracion de fosfolipido. A partir de dicha representaci611 se estableci6 una 

aceptable relation lineal eiitre ambos parhmetros en todos los casos. Las rectas 

obtenidas corresponden a la ecuacion 5 a partir de la cual se deterinilmon los 

parimetros Re y K. Estos resultados inciuyeiido la concentration de teilsioactivo libre 

S, y los coeficientes de regresibii de cada una de las rectas obtenidas se incluyeii eii la 

Tabla 1. 

Al auinentar el % de CF difundido se observ6 una tendencia opuesta en la evolucion 

de los parimetros Re y K. Asimismo el valor de S ,  aument6 al aumentar el % de 

difusion de la CF. Teniendo en cuenta que el vaior experimental de la cinc del OG fue 

de 18.0 mM, los valores de S, fueron en todos los casos inferiores a los de su cmc, 

coiifirinaiido que las alteraciones en la permeabilidad fueron determinadas por la acci6ii 

de los monomeros del tensioactivo. 



Tensioactivo [mm 

Figura 1. Difusidn de la CF contenida en el interior de liposomas inducida por la 
presencia del tensioactivo OG. 

De acuerdo con el procediiniento descrito por Urbaneja, las inreraccioiies soiubilizantes 

OGiliposomas fueron estudiadas por medio de los cambios de luz dispersada por estos 

sistemas 24 horas después de la adicion del tensioactivo [6]. La Figura 2 muestra las 

curvas de solubilizacidn de los liposomas (conc. lipidica 1.0 mM - 10.0 mM) 

resultantes de la adicion de cantidades crecientes de OG. A bajas concentraciones de 

OG se observa un aumento en la luz dispersada debido a la incorporacion de moléculas 

de OG a las bicapas, hasta alcanzar su saturacion. Cantidades crecientes de OG 

conducen a la disminucion de la intensidad de luz dispersada hasta un valor constante 

(solubilizacidn). Las concentraciones de OG para los diferentes % de luz dispersada se 

obtuvieron por rnétodos grkficos. Representando la concentracidn de OG con respect0 

a la concentracion lipidica se obtuvieron rectas en las que, en todos los casos, se 

esrableci6 una aceptable cotrelacion lineal. A partir de estas rectas (ecuacidn 5 )  se 

determinaron los correspondientes valores de Re y K que se indican en la Tabla 1. 



Tabla 1. Parainetros Re, K y S, obtenidos en la intetaccion OGIPC liposomas. 
Se incluyen los coeficientes de regresion de las rectas obtenidas. 

En condiciones subsolubilizailtes se aprecia un aumeiito del valor de Re a medida que 

el decrece el % de luz dispersada, siendo los valores obtenidos de Re,,, y Re,,, similares 

a los previainente descritos 113,151. Una teiidencia siiniiar se observa para los vaiores 

de K que presentaii uii mixiino eii los estadios finales dei proceso. La concentraci611 de 

S, fue en todos los casos sirnilar a la cmc del OG. La Figura 3 muestra la variacion 



de Re (Fig 3-A) y K (Fig 3-B) respecto [OG] durante la interaccion OG/liposoinas 

(COIIC lipidica constante 5.0 mM). Se indica la [OC] para interacciones subsoiubilizantes 

y soluùilizantes 

Figura2. Variacion en el % de luz dispersada por los sistemas 
tensioactivo/liposoma respecto a la concentracion de OC. 

En ias eiapas iniciales de ia interaccion (10.50% permeabilidad) se establece una 

correlacion lineal entre Re y [OG]. Concentraciones crecientes de OG dan lugar a un 

nienor incremento de Re, que alcanza un valor casi constante para el 100% de 

permeabilidad. La extrapolacion de esta curva (liiiea discontinua) conduce al valor 

inicial de Re para la soiubilizacion de las bicapas (Re,,,). La adicion de mas tensioaclivo 

dan iugar asimismo a un crecimiento liiieal de Re (ahora mas marcado) hasta la 

completa solubiiizaci6n de las vesiculas. El vaior de K (Fig 3-8). disrninuyo en las 

interacciones subsolubilizantes especiaimente para valores de perineabilidad entre 20- 

60%. La extrapolacion de dicha linea (linea discontiniia) conduce directamente al valor 

inicial de K para la soiubilizacion de las bicapas (100% iuz dispenada, Re,,,). 

Cantidades adicionaies de tesioactivo dan lugar a un ligero aumento de K. 



Figura 3. Variacion de Re (A) y de K (B) respecto a la [OG] durante la interaction 
de OGIPC liposomas para uiia conc. lipidica constante (5.0 mM). 

De estos resuitados puede deducirse que a Io largo de todo el proceso (bicapa o micelas 

mixas) la interaccio~i inolecular OGIPC depende de las diferentes organizaciones 



estructurales de ambos componentes. Asi, el bajo iiiicial aumento de Re (50-100 % 

permeabilidad) puede correlacionarse con la saturacion de las bicapas por OC. Sin 

embargo, la evolucion ;puesta de Re y K indica que en este etapa la distribucion de las 

moléculas de OG esti  gobernada par una preferenciai distribucion de monomeros del 

tensioactivo en la fase acuosa con respecto a las bicapas lipidicas. Asi, en las etapas 

previas a la solubilizaci6n aparecen simultaneamentc dos procesos. Por un lado, la 

saturacion de las bicapas por el tensioactivo y por el otro lado el iiicremento 

preferenciai de la coiicentraci6n de tensioactivo libre S,. El iiitérvalo [50% 

permeabilidad - 100% luz dispersada] corresponde a las etapas de saturacion de las 

bicapas por el tensioactivo. Mayores [OC] que las correpondientes al 100% de luz 

dispersada dieron lugar a unincremento de ambos parameters. Asi, la mayor parte de 

las moléculas de tensioactivo se in,corporaron a las bicapas para formar miceias rnixtas 

liasta la cornpiefa soiubiiizacion de las mismas, S, perinaneciendo constante con un 

valor similar al de su cmc. 

La Figura 4 muestra la variacion de SB y S, con respecto a la concentraciUn de 

tensioactivo para una concentracion de fosfoliipido 5.0 mM. Puede observarse que, 

en las etapas subsolubilizantes, los parametros S, y S ,  aumenmon linealmente hasta 

50% de permeabilidad, siendo la pendieiite de Sw mas pronunciada. Cantidades 

adicionales de OG dieron lugar a aumentos de Sw y de S, hasta aicanza el 100% de 

permeabilidad. La extrapolaci611 de estas curvas (lineas discontinuas) condujo en ambos 

casos a sus valores correspondientes al inicio de la solubilizacion (100% luz 

dispersada). En este punto, la concentracion de S, fue simiiar a la cmc del tensioactivo. 

La adicion de nuevas cantidades de OG dieron lugar a un brusco incremento lineal del 

valor de S, y a un valor casi constante de S, hasta la solubilizaci6n de las bicapas. El 

cornporiamiento de estos dos parhmetros a Io largo del proceso confirma a nive1 

subsoiubilizante la incorporacion preferencial de monomeros de tensioactivo al medio 

acuoso asi como la mayor asociacion de las moléculas de OG con la PC de las bicapas 

durante la solubilizacion. Cornparando las Figuras 3-A y 4 se observa que la etapa 

inicial de la saturacion de las bicapas (50.70% de permeabilidad) se alcanzo 

aproximademente para una concentracion de tensioactivo libre de 9.1-11.0 mM 

(aproximadamente el 50-60% de la cmc del tensioactivo). 



Figure 4. Variacidi1 de S, y S, respecto a la coiiceiitration de OG a Io largo de la 
iiiteraction de OGIPC liposomas, (coiicentration lipidica 5 , O  mM). 

El parhinetro Re,,, (iiidicado en esras Figuras) corresponde a la relacioii moiar exacta 

tensioactivo/fos€olipido necesaria para la iniciacioii de la soiubiiizaci~ii de las bicapas 

via micelas mixtas. La [OG] correspondiente a cada Re,,, para cada coiiceiitracioii 

lipidica puede ser considerada com la cinc del iiuevo sistema OGl€os€olipido foriiiado. 

CONCLUSIONES 

La interaction molecuiar OGIPC depeiide de los distintos estadios de agregacion de 

ainlios cornpoiientes durante el proceso de interacci6iio (bicapas lipidicas O rnicelas 

mixtas). Teniendo eii cuenta la variacion no lineai de los parametros Re y K parameter 

respecto a la coiiceiitracioii de tensioaciivo presente, podeinos deducir se produce uiia 

significativa variacion en la concentrat,ioii de ieosioactivo libre a Io largo del proceso. 



Asi, mientras en las etapas subsolubilizaiites se produce una preferencial disrribucioii 

de las molécules de tensioactivo en la fase acuosa coi1 respecto a las bicapas lipidicas 

(simultaneaine~ite a la saturation de las bicapas), duralite la solubilizaci~n se produce 

una mayor asociacion dei tensioactivo con los lipidos de las bicapas. La etapa iiiicial 

de la saturacion de las bicapas se alcanzo cuando el sistema aicanzo el 50.70% de 

permeabilidad y para menores concencraciones de tensioactivo libre que las de su cmc. 

Crecienies concentraciones de tensioactivo conducen siiiiultamneamente a una 

progresiva saturacion de las bicapas y uii incremento de la concentracion de 

teiisioactivo libre hasta alcûiizariin valor de S, simiiar al de lacmc del tensioactivo. En 

este momento se inicia el proceso de solubilizaci6ii 
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