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Introducción



Desde los inicios de la práctica médica ha existido el deseo de administrar  una sustancia
con la capacidad de “curar” la enfermedad de cualquier paciente, Paul Erhlich denominó como
“bala  mágica”  a  ese  fármaco  idóneo  con  capacidad  de  actuar  exclusivamente  en  el  sitio
biológico de la enfermedad [Gabizón, 2001], esta meta pudiera ser alcanzada mediante el uso
de transportadores de fármacos. En la vida cotidiana encontramos diversas sustancias que por
su identidad estructural pueden ser vehículos de fármacos; al respecto las estructuras micelares
pueden  ser  uno  de  esos  transportadores [Birdi  2010]; otras  estructuras  conocidas  como
liposomas, producto del autoensamblaje de sustancias conocidas como fosfolípidos,  muestran
esa capacidad de transporte [Rupp et al., 2010; Szinitowska et al., 2007; Tadros, 2005], incluso
existe una partícula compuesta de tensoactivos y fosfolípidos conocida como micela mixta y se
obtiene a partir de incrementar la proporción del tensoactivo con respecto al fosfolípidos [Rupp
et  al.,  2010; Szinitowska  et  al.,  2007].  En  este  trabajo  se  planteó  el  objetivo  de  generar
estructuras para  el  transporte  de  fármacos  a  través  de  un  procedimiento  diferente  a  los
reportados hasta la fecha.

En la literatura científica abundan los trabajos sobre el desarrollo de sistemas de transporte
de fármacos, sin embargo,  es necesario evaluar la influencia de  factores como temperatura  y
composición sobre el tipo de transportador que se obtiene. En el presente trabajo, mediante el
empleo  de  fosfolípidos,  colesterol,  compuestos  pertenecientes  al  grupo  de  moléculas
tensoactivas  y con el  uso de diagramas de equilibrio de fases,  se evaluó la influencia de la
temperatura  y  la  composición  en la formación  de  novedosas  estructuras nanométricas con
posible uso como transportadores de fármacos.

El trabajo presenta un Resumen, el Objetivo y la Hipótesis, en los capítulos 1-4 se ubica el
Marco teórico, el capítulo 5 corresponde a la sección de Materiales y métodos y el capítulo 6
presenta los Resultados y su discusión, en el capítulo 7 se presenta la Conclusión del trabajo; al
final del trabajo se presenta también los índices de Figuras, Abreviaturas, Tablas, Bibliografía y
el artículo científico resultado de esta investigación.
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Resumen / Abstract



Resumen

En este trabajo se reporta una nueva generación de estructuras nanométricas  con
posible uso en el campo farmacéutico. Mediante el respaldo de diagramas de equilibrio
de  fases,  una  mezcla  de  1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina  (DPPC),
Colesterol (Col), ésteres de sorbitán etoxilados y no etoxilados (Tween 20-Span 20 o
Tween  80-Span  80) y  agua,  fue  llevada  a  las  cercanías  de  la  temperatura  de
enturbiamiento (cp)  del  tensoactivo,  con lo que se  direccionó la formación  de  ocho
sistemas homogéneos con tiempos de estabilidad coloidal variables y de al menos 23
días. La influencia de los componentes en el tamaño de partícula se determinó mediante
el diagrama pseudo ternario de equilibrio de fases de agua/Tween-Span/DPPC-Col. La
identidad  estructural  de  la  partícula  de  los  ocho  sistemas,  se  determinó  mediante
Calorimetría  diferencial  de  barrido  (CDB),  Microscopía  confocal  de  fluorescencia
(MCF), Microscopía electrónica de barrido (MEB) y Microscopía de fuerza atómica
(MFA); los resultados intrumentales mostraron que siete suspensiones presentaron una
partícula  colodal  formada por  un  núcleo  micelar  mixto  rodeado  por  al  menos una
bicapa  de  DPPC;  una  octava  suspensión,  presentó  el  mismo  tipo  de  agregado
nanométrico y además estructuras liposomales.

Abstract 

This  work  reports  a  new kind  of nanometric  structures  with  potential  use  in the
pharmaceutical  field.  Using phase  diagram  equilibrium,  a mixture  of
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine  (DPPC),  Cholesterol  (Chol), fatty
acid esters of sorbitan, ethoxylated and non ethoxylated (Tween 20-Span 20 or  Tween
80-Span 80)  and water were  mixed in the proximity of cloud point (cp) of ethoxylated
surfactant,  to  obtain homogeneus  sistems  with  different  colloid  stability  times. The
influence  of  components  on  size  particle  was  determined  by  pseudo  ternary  phase
diagram of water/Tween-Span/DPPC-Chol. The kind of arrangement of components in
the  suspension  particles  was  evaluated by  Differential  scanning  calorimetry  (DSC),
Confocal  fluorescence microscopy (CFM),  Scanning electron microscopy (SEM) and
Atomic force microscopy (AFM); only seven suspensions were stable more than 23 days,
whose suspension particle is structurally new, is a mixed micelle surrounded by at least
one  bilayer  of  DPPC;  an  eighth  suspension,  showed  the  same  kind  of  nanometric
structure and liposomes.
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Objetivo



Diseñar trayectorias termodinámicas en la obtención de estructuras
nanométricas con posible uso en el campo farmacéutico, sustentadas en
estudios  de  equilibrio  de fases, empleando  como  plataforma las
estructuras micelares que presenta un tensoactivo del tipo etoxilado en
las cercanías del punto  de enturbiamiento  como medida de control y
reproducibilidad experimental.

Objetivo

6
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Hipótesis



La  adición  de  fosfilípidos  y  colesterol  al  sistema  agua-tensoactivo
etoxilado  en  las  cercanías  del  punto  de  enturbiamiento,  favorecerá la
construcción de  sistemas  nanométricos  con  posible  uso  en  el  campo
farmacéutico,  a  partir  de  estados  termodinámicos  de  baja  aleatoriedad
correspondientes a sistemas micelares de los tensoactivos empleados.

HipótesisJuárez Osornio C.
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1

Potenciales Termodinámicos en
las fases volumétricas



1.1 Termodinámica: Generalidades

La termodinámica se encarga del estudio del flujo, transición y transformación de energía en un
sistema de interés [Baehr, 1965; MÜller, 2006; Smith, 2004]. A través del tiempo, un sistema presenta
ciertos valores de todas aquellas propiedades medibles las cuales pueden variar; para cada una de las
combinaciones  numéricas  del sistema se  corresponde un estado de equilibrio, la relación algebráica
entre variables como temperatura (T) y presión, (P) recibe el nombre de función de estado o potencial
termodinámico [Baehr, 1965; Connors, 2002; Kim, 2004; Laughlin, 1994].

1.2 Potenciales termodinámicos esenciales

1.2.1 Energía interna, Entalpía, Entropía y Energía libre.

Las ecuaciones (1-17) fueron tomadas de las siguientes referencias: Baehr, 1965; Beard, 2008; Birdi,
2010; Butt & Graft, 2010;  Connors, 2002;  Hiemenz, 1997;  Hillert, 2007; Howell & Buckius, 1990;
Kim, 2004; Laughlin, 1994; Martin, 1993; Moroi, 1992; Olvera, 2008; Prigogine & Defay, 1954; Smith
& Van Ness, 2004.   El cambio en la energía interna de un sistema,  dU, está dado  por   la siguiente
ecuación:

dU= dq−PdV
(1)

En la ecuación anterior, dq corresponde al cambio en el calor en el sistema y dV al de volumen. El
calor a presión constante es llamado Entalpía, ecuación (2):

H = U + PV
(2)

La diferencial de la ecuación (2):

dH = dU + PdV + VdP
(3)

A partir de la ecuación (1):

dq = dU + PdV
(4)

Sustituyendo (4)  en (3), se obtiene:

dH = dq + VdP
(5)

Definiendo la función Entropía de la siguiente manera:

dS =  
dq
T

(6)

A partir de las ecuaciones (1) y (6), se obtiene una de las ecuaciones fundamentales para la energía
interna:

Juárez Osornio C. Capítulo 1
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dU= TdS−PdV
(7)

La ecuación  (7) corresponde al  primer  potencial  termodinámico básico.  La  cantidad máxima de
energía que un sistema posee, no necesariamente se manifestará como trabajo, aunque el proceso sea
reversible,  el  cual precísamente  aporta  el  máximo  de  energía  disponible;  Helmholtz  y  Gibbs,
introdujeron dos expresiones al respecto:

dF = dU – TdS
(8)

dG = dH – TdS
(9)

Las variables  F y  G reciben el  nombre  de  energía  libre  de Helmholtz  y  energía  libre  de Gibbs
respectivamente;  la  sustitución  de  la  ecuación  (3),  considerada  a  P constante, en  la  (9),  da  como
resultado:

dG = dU + PdV – TdS
(10)

Integrando la ecuación (10) anterior, G absoluta es:

G = U + PV – TS
(11)

La diferencial de la ecuación (11) es:

dG = dU + PdV +VdP  - TdS – SdT
(12)

La combinación de las ecuaciones (7) y (12), permiten obtener la siguiente expresión:

dG = VdP – SdT
(13)

La ecuación (13) representa otro de los potenciales termodinámicos básicos. De las ecuaciones (8) y
(9), se obtiene:

dG = dF – dU + dH
(14)

Sustituyendo la definición de  PdV de la ecuación  (3) con P constante,  en la ecuación anterior, se
obtiene la siguente definición adicional del cambio en la energía libre de Gibbs.

dG = dF + PdV
(15)

Combinando las ecuaciones (3) y (7), se obtiene lo siguiente:

dH = TdS + VdP
(16)

Capítulo 1
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La ecuación  (16) representa  otro potencial  termodinámico  básico,  junto  con  la  energía  libre  de
Helmholtz, se completan los cuatro potenciales termodinámicos básicos de la Tabla 1.

dF =  -PdV - SdT
(17)

Tabla 1. Potenciales termodinámicos básicos 

Potencial Ecuación Número de ecuación

Energía Interna dU= TdS−PdV 7

Entalpía dH = TdS + VdP 16

Energía libre de Gibbs dG = -SdT + VdP 13

Energía libre de Helmholtz dF = - SdT - PdV 17

Facultad de Química, 2016.
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2

Termodinámica de la interfase
líquido-vapor



2.1 Potenciales termodinámicos de la interfase líquido-vapor.

La interfase1, es aquella región que separa las fases  líquido-vapor,  líquido-líquido, líquido-sólido,
sólido-sólido  y sólido-vapor; suele designarse el nombre  de superficie  para la región que separa las
fases líquido-gas y sólido-gas [Birdi, 2010; Connors, 2002]. La Figura 2.1.1 muestra la interfase entre
las fases volumétricas α y β, la cual presenta propiedades fisicoquímicas diferentes a las que muestran
las  fases  volumétricas  implicadas,  por  ello  es  necesario  ajustar  los potenciales  termodinámicos
descritos en el Capítulo 1 [Butt & Graf, 2003; Connors, 2002; Olvera, 2008; Tadros, 2005].

2.1.1 Energía interna de superficie y ecuación de adsorción de Gibbs.

Las ecuaciones que se muestran en este apartado 2.1.1 (18-32), fueron extraidas de las siguientes
referencias:  Birdi,  2010;  Butt  & Graf,  2003; Connors,  2002; Florence & Atwood, 2006; Hiemenz,
1997; Kim, 2004; Levine, 2004; Moroi, 1992; Novelo-Torres & Gracia-Fadrique, 2003; Olvera, 2008;
Prigogine & Defay, 1954; Rusanov & Prokhorov, 1996; Schik, 1987; Tadros, 2005. La evidencia física
de que la región superficial no se comporta igual que las fases que separa es la migración de algunas
moléculas del líquido  hacia la fase vapor  que sucede justo  en esa zona; esto muestra que  existe un
exceso de energía en la interfase, la energía interna para la interfase está dada por la siguiente expresión
(donde el asterisco denota que la magnitud es inherente a la interfase):

dU *= TdS*−PdV * +dE*

(18)

En la ecuación anterior,  V* corresponde  al volumen de la interfase, dE* se refiere al parámetro de
energía superficial de exceso que permite la distinción y separación entre la fase líquida y la gaseosa,
definido de la siguiente manera:

dE* = σdA
(19)

El valor  de tensión  interfasial  es σ,  que para  el  caso de  la  interfase   líquido-gas,  es  la  tensión
superficial y A es el área. Sustituyendo (19) en (18), obtenemos:

dU *= TdS*−PdV * +σdA
(20)

Figura 2.1.1 Esquema que muestra la zona interfasial ubicada entre las 
fases volumétricas  α y β.

Interfase

Fase β

Fase α

Capítulo 2
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1. El diccionario en línea de la Real academia de la lengua Española (www.rae.es/recursos/diccionarios, 
revisado en Junio de 2016), reconoce y define interfase e interfaz y no a la palabra interface, ésta es 
usada en algunos escritos seguramente como una derivación de la palabra facial o cara, lo que le 
vendría dando un significado de “intercara”.



La presencia de algún soluto en la interfase, contribuye en el valor de  dU* mediante su potencial
químico (μi) y el numero de mol (ni

*), la energía interna es ahora:

dU *= TdS*−PdV *+σdA+Σ
i

μi dni
*

(21)

La energía interna "absoluta" es:

U*
= TS*

−PV *
+σA+Σ

i
μi ni

*

(22)
La diferencial de (22) es: 

dU* = TdS* + S*dT – PdV* - V*dP + σdA + Adσ + Σμi
 dn*

i+ Σn*
idμi

(23)

Igualando ambas diferenciales se obtiene:

S*dT – V*dP + Adσ + Σn*
idμi = 0

(24)

Con T constante y bajo la primera consideración de Gibbs (V*→0), la ecuación (24) se reduce a lo
siguiente:

Adσ + Σn*
idμi = 0

(25)

El despeje de la variación de la tensión superficial de la ecuación (25) es:

−dσ=Σ
i

ni
*

A
dμi

(26)

Considerando la concentración de la especie i por unidad de área ni
*/ A = Γi  se obtiene:

−dσ=Σ
i
Γi dμi

(27)

La ecuación (27) corresponde a la Isoterma de Adsorción de Gibbs. Considerando que la presión
superficial se define como la diferencia entre la tensión superficial del disolvente puro y la del medio:

π = σ0 – σ
(28)

En la ecuación anterior σ0  se  refiere  a  la  tensión superficial del disolvente puro, el  parámetro  σ se
refiere al valor de tensión superficial del  sistema; de  este  modo,  la  diferencial   de  la presión
superficial es:

dπ = - dσ
(29)
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Al sustituir en la ecuación (27), la isoterma de Gibbs es la siguiente:

d π=Σ
i
Γi dμ i

(30)

En una interfase saturada con moléculas de tensoactivo, la cantidad de moléculas del solvente en la
misma zona tiende a cero, esto se conoce como la segunda consideración de Gibbs; es por ello que la
variación de la presión superficial de la ecuación (30) es función sólo de la concentración superficial y
del potencial químico del soluto, es decir:

dπ = Гdμ
(31)

Los potenciales químicos de un tensoactivo en la interfase y el seno del líquido (μb) son
iguales, la ecuación (31) puede ser escrita de la siguiente manera:

dπ =Гdμb = Γdμ
(32)

2.1.2 Potencial químico y actividad

Las ecuaciones (33-46) de esta sección, fueron obtenidas de las siguientes referencias:  Ben-Naim,
1980; Ben-Naim, 2006; Connors, 2002; Howell & Buckius, 1990; Kim, 2004; Prausnitz & Gomez de
Acevedo,  2000;  Prigogine  & Defay,  1954;  Schik,  1987.  El  potencial  químico es  un  parámetro de
importancia en la química de soluciones; para un sistema binario formado por un solvente y un soluto i,
el potencial químico está definido de la siguiente manera:

μi=( ∂G
∂ ni

)
T

(33)

A partir de la energía libre de Gibbs (13), a T constante, el volumen queda definido de la siguiente
manera: 

V=( ∂G
∂P

)
T

(34)

Empleando la ecuación de los gases ideales, la expresión (34) es:

( ∂G
∂P )T=

RT
P Σni=V

(35)

El volumen molar parcial de i con respecto al volumen del sistema ( V
-

i ) es: 
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( ∂μ i

∂P )
T
=V

_

i

(36)

A partir de la ecuación (35) , el cambio de V con respecto a n es:

( ∂V
∂ ni

)
T ,P ,n j≠ni

=V
_

i=
RT
P

(37)

Sustituyendo (37) en la ecuación (36) obtenemos una diferencial para el potencial químico:

dμi=RT
dP
P
=RT dlnP

(38)

Según el concepto de las presiones parciales, P está dada según la siguiente ecuación:

Pi=xi P
(39)

Donde Pi es la presión parcial del componente i y xi su fracción mol, a xi constante se puede deducir
lo siguiente:

d lnPi
 ≈ d lnP

(40)

Sustituyendo obtenemos:

dμi=RT dlnP i
(41)

La  integración  de  la ecuación  (41),  desde  un  estado  de  potencial  químico  de  referencia,  µi
0,

obtenemos lo siguiente:

μi=μ i
0+RT lnPi

(42)

Observando la ecuación, µi
0 corresponde al límite inferior de integración y puede ser conocido si P =

= 1 atm, de este modo el segundo sumando de la ecuación será cero y el potencial químico es:

µi
 = µi

0

(43)

En procesos llevados a cabo en compartimentos especializados, como  es el  caso de  los procesos
biológicos, es necesario el desarrollo de una eexpresión análoga a la ecuación (43), en la que se trabaje
con alguna magnitud diferente a P y que sea función de la composición en la fase líquida, esta nueva
magnitud fue llamada actividad, a, de este modo la ecuación (43) es:
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μi=μ i
0+RT ln ai

(44)

En la ecuación (44), se puede inferir lo siguiente:

µi
 → µi

0

 ai → 1

Análogo a la ecuación (42), la relación de a con la fracción mol de la especie i en solución, xi, es:

ai=γi xi
(45)

La constante de proporcionalidad  γi es  llamada coeficiente de actividad.  La ecuación (44), si  el
coeficiente de actividad tiende a uno, es simplemente:

μi=μ i
0+RT ln xi

(46)

Los sistemas para los cuales es aplicable la ecuación (46), son conocidos como soluciones simétricas
ideales, entre más similares sean químicamente las moléculas de soluto y solvente, el sistema puede ser
considerado como ideal; otro criterio de idealidad, considera que si el soluto se encuentra diluido en el
sistema, las interacciones soluto-solvente prevalecen sobre las soluto-soluto, prácticamente inexistentes
y el sistema se dice ideal bajo estas condiciones [Ben-Naim, 2006].

2.1.3 Coeficiente de actividad 

La variación del coeficiente de actividad se aprecia en la Figura 2.1.3.1,  al existir dos criterios de
idelidad diferentes, los coeficientes tienden  a uno a valores límite de  xi diferentes [Ben-Naim, 2006;
Prausnitz & Gomez  de Acevedo, 2000; Viades-Trejo et al, 2006]:

i) γi  → 1, si xi  → 1

El  sistema Metanol  en  agua  de  la  Figura  2.1.3.1,  se  rige  bajo  este  criterio  y  es  aplicable  esta
variación tanto para el disolvente como para el soluto, es por ello que el criterio  es conocido como
simétrico o de Henry.

ii) γi  → 1, si xi  → 0

El sistema NaCl en agua,  apreciado también en la  Figura 2.1.3.1,  se rige bajo este  criterio y,  a
diferencia del sistema Metanol-agua, esta variación no se cumple para el solvente, sólo para el soluto,
por ello el criterio es conocido como asimétrico o de Raoult.
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2.1.4 Actividad superficial y concentración micelar crítica.

Una molécula con actividad superficial migra a la interfase líquido-vapor conforme se adicionen más
moléculas al sistema, bajo esta situación, la interfase se satura por completo dando como resultado una
organización supramolecular de los monómeros de tensoactivo denominada micela [Kim, 2004; Tadros,
2005],  esta  concentración  de  tensoactivo  donde  se  forman se  conoce  como concentración  micelar
crítica,  cmc [Florence & Atwood, 2006; Kim, 2004; Schik, 1987; Tadros, 2005], este valor puede ser
estimado mediante la isoterma de adsorción de Gibbs. La curva típica de presión superficial vs xtensoactivo,
se  aprecia en la Figura 2.1.4.1, el cambio abrupto de comportamiento  gráfico  se da en la  cmc o  xcmc

[Bermúdez-Salguero & Gracia-Fadrique, 2011; Novelo-Torres & Gracia-Fadrique, 2003].
El complemento al criterio simétrico  sobre la variación del  coeficiente de actividad  respecto a la

concentración,  implica lo  siguiente: si x →  0,  entonces  γ → γ∞.  Las  condiciones  anteriores  son
aplicables  en  las  cercanias  de  la  cmc (Fig.  2.1.4.1); γ∞ corresponde  al  coeficiente  de  actividad  a
dilución infinita; de este modo, el límite del potencial químico de un tensoactivo al seno del líquido a
dilución  infinita  es [Bermúdez-Salguero  &  Gracia-Fadrique,  2011; Gracia-Fadrique  et  al.,  2002;
Pardo-Cervantes et al., 2011]:

lim μ
x→0

=μ0+RT ln x+RT ln γ∞
 

(47)

La diferencial de la expresión anterior, tendiendo en cuenta que γ∞es una constante, es:

Figura 2.1.3.1. Coeficientes de actividad experimentales a 25°C para metanol y NaCl en 
agua. Prausnitz & Gomez de Acevedo, 2000; página 178.
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dμ=RT d ln x
(48)

dμ=RT d ln x
(48)

Recordando que dπ = Γdμ (ecuación 32), la ecuación anterior es:

dπ = ГRT dln x  
(49)

Considerándo T constante, obtenemos [Hillert, 2007; Olvera, 2008; Schik, 1987]:

Γ=
1

RT
( dπ

d ln x
)T

(50)

El  parámetro Γ corresponde  a  la  concentración  de  superficie  y  es  igual  al  numero  de  mol de
tensoactivo por unidad de área interfasial. El valor de la fracción mol correspondiente a la cmc (xcmc),
puede ser determinado bajo las siguientes consideraciones [Novelo-Torres & Gracia-Fadrique, 2005]:
a) La curva de π vs ln x, apreciada en la Figura 2.1.4.2, presenta un valor máximo de dπ/dln x justo en
la cmc,  así mismo, se llega a un valor máximo de presión superficial,  πmax,  b) la concentración de
superficie  es máxima,  Γmax, en la  xcmc,  ya que la interfase se encuentra totalmente saturada,  bajo este
criterio:

cmc

Figura 2.1.4.1. Curva típica de π vs x. La región A' corresponde a una zona 
diluida (x→0), la región B corresponde a la zona previa de presión superficial 
prácticamente constante, señalada como C, la cmc se ubica justo entre la zona 
B y C. Bermúdez-Salguero & Gracia-Fadrique, 2011.
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Γmax=
1

RT
( dπ

dlnx
)T

max

(51)

Reordenando e integrándo en la periferia de la cmc [Novelo-Torres & Gracia-Fadrique, 2005]:

∫
π

πmax

d π = Γmax RT∫
x

xcmc

dlnx  = πmax−π = Γmax RTlnxcmc−Γmax RTlnx

(52)

La integral anterior, corresponde a la expresión de la ecuación lineal que representa los datos de π vs
lnx  hasta la cmc; el despeje de π de la expresión (52), muestra que el valor de xcmc, se obtiene de la
ordenada al origen [Novelo-Torres & Gracia-Fadrique, 2005]:

π = πmax – ГmaxRT lnxcmc + ΓmaxRT lnx
(53)

El valor de  πmax  corresponde al promedio de los valores de  π en la saturación de la interfase (Fig.
2.1.4.2) cuando x ≥ xcmc; Γmax se calcula a partir de la pendiente (ecuación 53).

La zona a dilución infinita es importante debido a que en esa región es posible estudiar la naturaleza
de  las  interacciones  tensoactivo-solvente  sin  interferencia  de  las  interacciones  soluto-soluto
prácticamente inexistentes [Novelo-Torres & Gracia-Fadrique, 2003]. La Figura 2.1.4.1, muestra cómo
en la región A o a dilución infinita, existe un amplio efecto sobre la presión superficial y desde luego
sobre la tensión superficial, con el mínimo de tensoactivo, x, y la relación entre π y x es prácticamente
lineal [Gracia-Fadrique et al, 2002]:

π = mx
(54)

Figura 2.1.4.2. Comportamiento típico de la curva de π vs ln x, la cmc se presenta justo antes de los 
valores máximos y constantes de π cuando dπ/d ln x es máxima, línea roja.

π (mN/m)

ln X

(dπ / d lnx)
máxima

dπ / d ln x  mínimas

ln x
cmc

π
max
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Con  m como la pendiente que rige el comportamiento de la zona a dilusión infinita, siendo única a
un valor de P y T, está definida según la siguiente expresión [Gracia-Fadrique et al., 2002]:

m=( dπ
dx

)T , x→ 0

(55)

La ecuación (50), puede ser remplazada por la siguiente ecuación, sólo en la región A de la Figura
2.1.4.1 [Butt  & Graf,  2003;  Connors,  2002;  Gracia-Fadrique  et  al.,  2002;  Laughlin,  1994;  Olvera,
2008]:

Γ=
x

RT
( dπ

dx
)T

(56)

De este modo, la pendiente que rige el comportamiento a dilusión infinita se obtiene por igualación
de las ecuaciones (54) y (55):

( dπ
dx ) =m

(57)

Igualando las ecuaciones (54) y (57), se obtiene la siguiente expresión que es la ecuación de estado
ideal bidimensional para la interfase líquido-vapor  [Butt & Graf, 2003; Gracia-Fadrique  et al, 2002;
Novelo-Torres & Gracia-Fadrique, 2003; Tadros, 2005]:

π = ΓRT = mx
(58)

El área superficial que ocupa una molécula de soluto en la interfase, A, es inversa a la concentración
de superficie, la ecuación (58) representa una ecuación de gas ideal bidimensional:

πA = RT
(59)

Definiendo  el  parámetro  de  cobertura,  θ,  como la  fracción  del  área  superficial  cubierta  por
tensoactivo [Olvera, 2008; Sandoval-Vallarta et al., 2015]:

θ= Γ ( x )

Γ max

(60)

La sustitución de la definición de Γ (ecuación 60) en la expresión (58), permite obtener la siguiente
ecuación:

π = ΓmaxRT θ
(61)
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2.1.5 Isoterma de adsorción de Langmuir

Langmuir  estableció  tres  postulados  para  describir  la  adsorción  de  una  molécula  con  actividad
superficial en la interfase líquido-vapor [Sandoval-Vallarta et al., 2015]:

i. Formación de una monocapa de moléculas adsorbidas.
ii.  Los  sitios  de  adsorción  interfasial  tienen  la  misma  probabilidad  de  ser  ocupados  por  un

tensoactivo.
iii. No existe interacción alguna entre las moléculas adsorbidas.

Las ecuaciones de este apartado 2.1.5 (62-71), fueron obtenidas a partir de las siguientes referencias:
Butt & Graf, 2003; Kim, 2004; Kothekar  et al., 2007;  Olvera, 2008;  Sandoval-Vallarta  et al., 2015;
Tadros, 2005 La ecuación de adsorción de Langmuir, parte de las siguientes ecuaciones referentes a la
velocidad de adsorción (Vads) y la de desorción (Vdes) de un tensoactivo en la interfase líquido-vapor:

Vads = kads(1-θ)x
(62)

Vdes = kdesθ
(63)

Las velocidades  de adsorción y desorción son afectadas por una constante de adsorción  (kads) y de
desorción (kdes); en el equilibrio, la velocidad de adsorción y de desorción son idénticas, igualando las
ecuaciones (44) y (45) y, planteando que kads/kdes= β, se obtiene lo siguiente:

βx=
θ

1−θ
(64)

A partir de la ecuación (64):

θ=
β x

1+β x
(65)

A partir de la definición de Г (ecuación 60) y usando la definición de θ anterior, obtenemos:

Γ=Γmax

β x
1+β x

(66)

Igualando las ecuaciones (56) y (66), se obtiene la siguiente expresión:

β

1+β x
=

1
Γmax RT

( d π
dx

)T

(67)

Integrando para determinar la presión superficial:
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∫
0

π

d π=Γmax RT∫
0

x β

1+β x
dx

(68)

π = ΓmaxRT ln (1 + βx) 
(69)

Sustituyendo: 1 + βx = βx / θ (65), obtenemos la siguiente expresión:

π=Γmax RT ( lnβ x−lnθ )
(70)

En la periferia de la cmc, x → xcmc, la superficie se encuentra saturada de tensoactivo, así que no hay
más lugares disponibles para que lleguen más moléculas, es decir:

θ → 1
 π → πmax  

Por lo tanto, la presión superficial máxima:

πmax=Γmax RT ( lnβ+ ln xcmc )
(71)

El modelo de Langmuir para la adsorción de tensoactivo en la interfase líquido-vapor, expresada por
las ecuaciones  (69) y  (71),  considera la formación de una monocapa de moléculas tensoactivas, esto
sucede para un valor  máximo y único de  πmax; de la  curva de  π vs ln  x,  se determina la  zona de
Langmuir,  ubicada hasta los valores  de  πmax; una regresión no lineal  de los  puntos  experimentales
(ecuación 69), permite calcular los parámetros de Γmax y β, y xcmc a partir de la ecuación (71).

2.2 Curvatura

Las interfases, fuera de efectos de paredes son curvas [Hernández-Baltazar & Gracia-Fadrique, 2005;
Hiemenz, 1997; Viades-Trejo & Gracia-Fadrique, 2006], En la Figura 2.2.1, la interfase curva esférica
de radio R, separa a las fases α y β quienes presentan un valor de presión, Pα y Pβ respectivamente y
cuya diferencia  es  responsable  de  la  expansión  de  la  interfase; la energía  libre  de  Helmholtz que
contiene los trabajos de superficie (dA) y de volumen (PdV) es la siguiente: 

dF = -SdT - PαdVα - PβdVβ + σdA
(72)

  De donde dVα y dVβ son los cambios de volumen , σ la tensión interfasial y dA la variación del área
superficial. En el equilibrio, dF = 0 y en condiciones isotérmicas dT = 0:

σdA - PαdVα - PβdVβ = 0
(73)
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La expansión de una fase implica que la otra experimenta una disminución de volumen:

- dVα = dVβ

(74)

Sustituyendo (74) en (73), obtenemos lo siguiente: 

σdA = (Pα - Pβ)dV = ΔPdV
(75)

La diferencia de presiones entre las fases α y β (ecuación 75) es:

Δ P=σ
dA
dV

(76)

El incremento de volumen debido a la expansión ocurre simultáneamente con el aumento de área, en
el equilibrio y para la interfase esférica de radio R,  los  cambios  de volumen y de área están dados por
dV =  4πR2dR y  dA =  8πRdR,  sustituyendo  ambas  expresiones  en  la  ecuación (76),  obtenemos  la
siguiente expresión que corresponde a la ecuación de Young-Laplace para una interfase esférica:  

Δ P=
2σ
R

(77)

La expresión anterior puede extenderse a interfases curvas no esféricas, Figura 2.2.2. De acuerdo a la
ecuación (77), la diferencia de presión en cada plano es:

Δ P1=
2σ
R1

(78)

Δ P2=
2σ
R2

(79)

La diferencia de presión es igual en toda la interfase, de modo que: 
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Pβ

Figura 2.2.1. Interfase curva que separa las fases α y β, la expansión 
interfasial implica que Pα > Pβ.
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ΔP = ΔP1 + ΔP2 = 2ΔP
(80)

Sustituyendo las expresiones (78) y (79) en la (80):

2Δ P=
2σ
R1

+
2σ
R2

(81)

Simplificando la ecuación (82), se obtiene la ecuación de Young-Laplace para interfases no esféricas:

Δ P=σ( 1
R1

+
1
R2

)
(82)
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3
Tensoactivos y diagramas de

equilibrio



3.1 Moléculas con actividad superficial.

La  estructura  general  de  una  molécula  con  actividad  superficial muestra  dos  zonas  de
comportamiento antagónico, una de ellas, la de mayor tamaño y correspondiente a un hidrocarburo, es
hidrófoba y la otra región es hidrofílica; por esta dualidad se emplea el término anfífilo como sinónimo
de  tensoactivo [Kim, 2004].  La Figura  3.1.1, muestra  la  estructura de una molécula con actividad
superficial [Florence & Atwood; 2006; Hillert, 2007; Kim, 2004; Salager, 2002; Tadros, 2005]. 

Cualquier tensoactivo en  un  sistema acuoso  eventualmente  migrará  a  la  interfase  líquido-vapor,
conforme se adicionen más moléculas de tensoactivo, la interfase se satura por completo y la única
alternativa restante a los monómeros de tensoactivo es una organización supramolecular denominada
micela [Kim, 2004; Salager, 2002; Tadros, 2005] 

3.1.1 Comportamiento en un sistema acuoso

Toda molécula con actividad superficial,  migra a la interfase líquido-vapor, Figura  3.1.1.1 [Kim,
2004; Tadros, 2005; Florence & Atwood, 2006], conforme  la interfase  se satura, al seno de la fase
acuosa los monómeros se organizan para formar estructuras micelares, esto sucede cuando se alcanza la
cmc, la cual es función del tipo de tensoactivo, temperatura y presión del sistema [Florence & Atwood,
2006; Kim, 2004; Rangel et al., 2005; Tadros, 2005]. En función de la naturaleza química de la región
polar y de su comportamiento en agua, el tensoactivo puede ser  aniónico  como el SDS de la Figura
3.1.1, catiónico, zwiterionico y no iónico como los ésteres de sorbitán, que a diferencia de los demás,
deben su interacción con el agua a los alcoholes, éteres y/o ésteres que están presentes en la estructura
[Butt & Graf, 2003; Florence & Atwood, 2006; Hillert, 2013; Kim, 2004; Lechuga, 2005; Rangel et al.,
2005; Salager, 2002; Tadros, 2005; Wang & Zhou, 2009].

Capítulo 3

Figura 3.1.1 Estructura del tensoactivo Dodecil (éster) sulfato de Sodio, SDS. La figura de la izquierda 
corresponde a la conformación espacial de la molécula, la del centro representa la configuración lineal, la figura 
derecha corresponde al esquema general clásico de un tensoactivo, aplicable al SDS.

Región hidrofílica

Región hidrofóbica
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3.1.2 Ésteres de Sorbitán.

Los ésteres de sorbitán son tensoactivos que se obtienen por  adición de  un ácido graso al sorbitán
(Sorbitol  cíclico) [Florence & Atwood,  2006;  Kim, 2004;  Kothekar,  2007,  Lechuga,  2005;  Tadros,
2005]; las moléculas obtenidas pertenecen a una familia de moléculas de baja toxicidad por derivarse
de compuestos biológicos,  Figura  3.1.2.1 [Folmer,  2003; Tadros,  2005],  de manera genérica se les
conoce como ésteres de Sorbitán, véase la Tabla 2 [Florence & Atwood, 2006; Salager, 2002; Tadros,
2005], que sólo son dispersables en agua, favoreciendo emulsiones agua en aceite (W/O) [Kim, 2004]. 

La  adición  de  óxido  de  etileno  a  los  ésteres  de  Sorbitán genera  la  obtención  de una  serie  de
compuestos  conocidos como ésteres de Sorbitán polietoxilados [Kothekar et al, 2007; Tadros, 2005;
Zhang et al, 2008]; la Tabla 3 muestra los nombres de los compuestos que se obtienen por la adición de
20 moléculas, en promedio, de óxido de etileno a los Span de la Tabla 2 [Tadros, 2005]. Los Tween son
menos hidrófobos que sus antecesores Span, favorecen emulsiones del tipo aceite en agua (O/W) y son
los compuestos más empleados en el campo farmacéutico [Folmer, 2003; Kothekar et al., 2007; Liang
et al., 2011; Tadros, 2005],  tal es el caso de  los  Tween 20 y 80 cuyas estructuras se muestran en la
Figura  3.1.2.2 [Folmer,  2003;  Jumaa  et  al.,  1999;  Kothekar,  2007;  Lechuga,  2005;  Tadros,  2005;
Thomas & Dirk, 2007; Zhang et al., 2008].

a                                                                                    b
Figura 3.1.1.1 Esquema general del sistema vapor-agua-tensoactivo a) muestra la llegada de monómeros 
de tensoactivo hacia la interfase líquido-vapor, b) la saturación de la interfase, provoca la formación de 
estructuras micelares al seno del líquido.

Figura 3.1.2.1. Estructura molecular del sorbitol.
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Tabla 2. Ésteres de Sorbitán y su valor de balance hidrofílico-lipofílico (HLB) 

Ácido graso esterificado en el
Sorbitan

Nombre comercial HLB

Ácido Láurico (C12H24O2) Span 20 8.6

Ácido Palmítico (C16H32O2) Span 40 6.7

Ácido Estéarico (C18H36O2) Span60 4.7

Ácido Oléico (C18H34O2) Span 80 2.1

Ácido Estéarico (tri esterificado) Span 65 4.3

Tabla 3. Ésteres de Sorbitán polietoxilados y su valor de HLB

Span de base Nombre comercial HLB

20 Tween 20 16.7

40 Tween 40 15.6

60 Tween 60 14.9

80 Tween 80 15

65 Tween 65 10.5

Juárez Osornio C.

Figura 3.1.2.2. Estructuras de los ésteres de sorbitán (20) polietoxilados, a) corresponde al monolaurato de 
sorbitán (20) polioxietilado (Tween 20) y b) al monooleato de sorbitán (20) polioxietilado (Tween 80), en ambas 
se aprecia cierta cantidad de óxido de etileno, w, x, y, z, la cual es en promedio 20 mol para cada tensoactivo.

a

b
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La obtención de  los ésteres de sorbitán contempla en una primera etapa la pérdida de  hasta dos
moléculas de agua, como resultado se  producen moléculas de sorbitol mono o bideshidratadas (Figura
3.1.2.3) posteriormente sobreviene la esterificación, con lo que se pueden obtener tres tipos de ésteres
de sorbitán (Figura  3.1.2.4). Las estructuras de la Figura  3.1.2.2 son una posibilidad de producto, la
prevalencia de alguna de ellas depende de las condiciones de reacción [Atwood, 2008].

3.2 Equilibrio de fases

Un sistema puede presentar varios estados de equilibrio en función de variables como T, P y cantidad
de los componentes en el sistema; recordemos que fase está definido como  aquella región espacial del
sistema que presenta las mismas propiedades intensivas y/o extensivas; se le denomina homogéneo al
sistema que presenta una sola fase  y heterogéneo al que presenta más de una [Baehr, 1965; Connors,
2002; Howell & Buckius, 1990; Laughlin, 1994; Progogine, 1954].

3.2.1 Diagrama binario de equilibrio de fases para tensoactivos del tipo etoxilado.

Los diagramas binarios de equilibrio de tensoactivos del tipo etoxilado, son como el apreciado en la
Figura 3.2.1.1,  acotando éste a la zona donde la cantidad de tensoactivo sea a lo más del 20-25% en
masa; los sistemas presentes corresponden a soluciones micelares que se muestran en el diagrama de la
Figura  3.2.1.2,  en éste  la línea mostrada  es  conocida como de  segregación de fases o de  turbiedad y
marca el límite entre un sistema monofásico, ubicado por debajo de la línea y correspondiente a una
solución micelar y un sistema bifásico donde el tensoactivo ha segregado en microgotas. Físicamente la
llegada del sistema a la linea de turbiedad o “cloud point”, (cp) está determinada por un enturbiamiento
del  medio  que  inicialmente  es  translúcido,  este  valor  de  cp es  único  para  cada  concentración  de
tensoactivo [Atwood, 2008; Tadros, 2005; Thomas & Dirk, 2007]. Existe un valor de cp mínimo que es
conocido  como  temperatura  crítica  de  solubilidad  inferior,  (TCSI) [Kieu,  2002].  El  fenómeno  de
enturbiamiento,  ha  sido  explicado  en  función  del  incremento  del  efecto  hidrofóbico  entorno   al
tensoactivo a causa del incremento de la temperatura; de este modo las micelas se van nutriendo de

1,5 Sorbitán                                                1,4 Sorbitán                                                    Isosorbido

Figura 3.1.2.3. Moléculas de Sorbitán.

Figura 3.1.2.4. Ésteres de Sorbitán derivados del ácido láurico, las tres estructuras 
derivan de las epreciadas en la Figura 3.1.2.3.
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monómeros, es decir, aumenta el número de agregación y eventualmente su tamaño,  segregando el
sistema  en  dos  fases  por  encima  del  cloud  point [Tadros,  2001;  Kieu,  2002].   Las  estructuras
correspondientes a las fases hexagonal, cúbica y lamelar mencionadas en la Figura 3.2.1.1, se presentan
en la Figura 3.2.1.3, la complejidad estructural es notoria en ellas.

La  presencia  de  moléculas  como  Fosfolípidos  y/o  Colesterol  o  en  general  cualquier  especie
hidrófoba, podría ser insertada dentro de las macro micelas o estructuras de alto numero de agregación

T

Dos líquidos

Fase lamelar

Un líquido

Fase cúbica Sólido

Fase hexagonal
Fase hexagonal + X.W

2Hielo + fase hexagonal

C

Figura 3.2.1.1. Diagrama binario de equilibrio de fases del compuesto alcohol láurico etoxilado con 6 mol en 
promedio de óxido de etileno; se observan las diferentes fases presentes en el sistema a una T y porcentaje 
determinados; X.W

2
 se refiere a un complejo formado por una molécula de tensoactivo y dos de agua.

Sistema
bifásico

Sistema
monofásico

Sistema bifásico
Línea de turbiedad

Estructuras de alto 
numero de agregación

Micelas de bajo numero 
de agregación

T

C
Figura 3.2.1.2. Diagrama binario ilustrativo, se aprecian las posibles estructuras de asociación 
del tensoactivo favorecidas por concentración y por temperatura; por encima de la linea de 
turbiedad, se pierden todas las estructuras y el tensoactivo segrega en dos fases. 
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presentes por debajo de la línea de turbiedad, la consecuencia de la inserción podría ser la obtención de
estructuras  liposomales  y/o  partículas  de  emulsificación  y/o  micelas  mixtas,  por  ello es  de  gran
importancia el conocimiento del diagrama binario de equilibrio de fases del tensoactivo etoxilado que
podría servir como plataforma en la formación de estructuras nanométricas.

3.2.2 Diagramas ternarios

Las estructuras o sistemas destinados a la administración de fármacos generalmente se componen de
muchas  sustancias  que  no  en  cualquier  proporción  o  bajo  cualquier  condición  forman  sistemas
homogéneos, al respecto, un diagrama ternario permite  saber  sobre el comportamiento macroscópico
del sistema respecto a alguna propiedad de interés en función de los componentes en el sistema.  Un
diagrama ternario de equilibrio de fases es como el apreciado en la Figura 3.2.2.1. Cada eje o lado del
diagrama ternario corresponde a un sistema binario en el sistema y se ubica en un intervalo de 0-100%
de proporción; se puede utilizar también  % en masa, fracción en masa, % en mol y fracción mol como
unidades, la T y P debe ser constante en todo momento, cualquier cambio en las variables implica un
sistema ternario diferente [Prigogine, 1954].

Figura 3.2.1.3 Organización supramolecular de los monómeros de un tensoactivo; a) monómero de 
tensoactivo, b) fase hexagonal, c) fase cúbica y d) fase lamelar. Tadros, 2001.

a                   b                                   c                               d 

C B

A
Figura 3.2.2.1 Diagrama ternario de equilibrio, los componentes del sistema son A, B y C, en azul se muestra 
un punto al interior del ternario cuya composición se determina por intersección de las lineas azules con los 
ejes del diagrama.
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El punto azul apreciado en la Figura 3.2.2.1, corresponde a un sistema formado por cierta cantidad
de A, B y C (xA, xB y xC), en ese punto o en cualquier otro ubicado también al interior del ternario, se
cumple lo siguiente [Progogine, 1954]:

xA + xB + xC  = 100%
(83)

Una diagonal desde el punto  azul, paralela a C, hasta la línea A,  corresponde a  xA en el sistema;
análogamente, una línea paralela a A desde el punto hasta la línea B, corresponde a xB; finalmente, una
diagonal paralela a B, hasta la línea C, corresponde a xC; es posible delimitar zonas dentro del diagrama
correspondientes a una propiedad particular del sistema, de este modo, es posible conocer bajo que T,
P, xA, xB y xC, el sistema presenta ciertas propiedades [Progogine, 1954].
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4
Sistemas coloidales de entrega de

fármacos.



4.1 Sistemas coloidales de entrega de Fármacos

Un sistema coloidal está formado por una fase  dispersa cuyo tamaño de partícula oscila entre los
1-1000nm,  ésta fase está suspendida en otra de mayor proporción  o dispersora [Butt & Graft, 2003;
Florence & Atwood, 2006]. En el campo farmacéutico, los sistemas coloidales son de gran importancia
debido a la naturaleza hidrófoba de la mayoría de los principios activos o fármacos, de este modo es
posible su  inclusión  al  interior  de  una partícula  coloidal  con  la  consecuente  mejoría  de  diverso
parámetros farmacológicos [Birdi, 2010; De Smeet & Deriemeaker, 1999; Jumaa et al., 1999; Taylor,
1998; Weiss, 2000]. La obtención de una emulsión de fosfolípidos y/o de una suspensión liposomal y/o
de micelas mixtas  mediante el método  que se propone en el trabajo,  no ha sido planteado  hasta el
momento.  En la  literartura  existen numerosos trabajos  donde  estos sistemas se obtienen por  otros
métodos [Chi-Feng et al., 2007; De Smeet & Deriemeaker, 1999; Ishii & Nagasaka, 2004; Ishii & Nii,
2005; Peterson & Siekmann, 2005; Rupp et al., 2010; Šturcová et al., 2010; Taylor, 1998; Yang et al.,
2013;  Weiss,  2000].  A  continuación,  se  presentan  algunos puntos  importantes  referentes  a  los  tres
sistemas.

4.1.1 Emulsiones

El sistema formado por una fase oleosa, agua y tensoactivo, donde éste último se encuentra en mayor
proporción  en la interfase aceite-agua, recibe el nombre de emulsión, la cual  se denomina O/W si la
fase oleosa se encuentra  suspendida en agua  y W/O si  es la  fase acuosa la dispersa [Florence &
Atwood, 2006; Kim, 2004; Tadros, 2005]. La Figura 4.1.1.1 muestra estos tipos de emulsión, donde el
tamaño de partícula varía desde los 100nm hasta varias micras, por eso el sistema no es translúcido por
la  dispersión de la  luz;  la  presencia del  tensoactivo  induce el  abatimiento de la  tensión interfasial
aceite-agua,  σo/w  y  la  coexistencia  de  las  fases,  aunque  el  sistema  se  estabiliza  por  adición  de
tensoactivo, con el transcurso del tiempo deja de serlo y coalesce debido al “efecto Young-Laplace” o
al “efecto Ostwald” [Basu & Basu, 2010; Butt & Graft, 2003; Florence & Atwood, 2006; Juárez, 2006;
Jespersen et al., 2012;  Kim, 2004; Puskás & Csempez, 2007; Stillwell, 2013].

a) Emulsión O/W                         b) Emulsión W/O

Figura 4.1.1.1. Emulsiones O/W y W/O, se aprecia en azul la fase acuosa, en amarillo la fase oleosa y 
en rojo las moléculas de tensoactivo, a) representa el tipo O/W y b) representa el W/O, en ambos casos 
se aprecia la presencia mayoritaria del tensoactivo en la región interfasial.
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En el efecto Young-Laplace, una diferencia de tamaños entre partículas coloidales,  estimula la
fusión entre partículas (Figura 4.1.1.2) de este modo la diferencia de presiones al interior y exterior de
las partículas, ΔP, cae conforme el radio, r, de la partícula de fusión es mayor que el de las partículas de
origen, según lo mostró la ecuación (77) [Hernández-Baltazar & Gracia-Fadrique, 2005; Viades-Trejo
& Gracia-Fadrique, 2006], de este modo, el sistema tiende al estado de  ΔP menor que es posible sólo
para radios cada vez mayores.

Un  proceso  de  fusion  desencadenado  por  la  diferencia  de  tamaños  entre  las  partículas
suspendidas,  provoca una segregación de fases,  pues se formarán partículas cada vez  más grandes
(Figura  4.1.1.2)  para  las  cuales  la  velocidad  de  sedimentación,  dada  por  la  ecuación  de  Stockes
siguiente, es mayor [Atwood, 2008; Kim, 2004]:

V sed=
2r2 (ρ2−ρ1 ) g

9η
(84)

En la ecuación (84), r es el radio de la partícula, ρ1 y ρ2 son las densidades de la fase contínua y
de  la  partícula  suspendida  respectívamente,  g es  la  constante  gravitacional  y  η la  viscosidad  del
sistema. La velocidad de sedimentación de una partícula coloidal, Vsed, es directamente proporcional al
tamaño de partícula suspendida y entre más pequeña sea, mayor tiempo  estará en  suspendida en el
medio [Kim, 2004].

El efecto Ostwald  o  envejecimiento de Ostwald, contempla  el  creciemiento de las partículas
emulsificadas más grandes a expensas de las de menor tamaño,  sobre todo por efecto de curvatura,
aunque sucede también a causa del potencial químico [De Smet & Deriemaeker, 1999; Kieu  et al.,
2002;  Weiss,  2000].  Entre  menor  sea la  curvatura en  las  partículas  de  menor  tamaño  (curvatura
negativa, véase la Figura 4.1.3.3), mayor es la probabilidad de que el material oleoso migre hacia las
partículas grandes sin la necesidad de contacto físico [Taylor, 1998].

Las  emulsiones  de  interés  farmacéutico  son  variadas  y  existen  casos donde  se  emplean
fosfolípidos como agentes estabilizantes del sistema, tal cual lo hace un tensoactivo [Ishii & Nii, 2005;
Li et al., 2013; Liang et al., 2011; Rupp et al., 2010], se obtienen vía agitación mecánica y posterior
homogenización de tamaño a altas presiones [Chi-Feng et al., 2007; Ishii & Nagasaka, 2004; Peterson
& Siekmann, 2001; Yang et al., 2013].  Una emulsión elaborada a base de aceite de soya (20%v/v) y
1,2-Dioleoil-sn-glycero-3-fosfocolina  (DOPC al  1.2%w/v)  [Ishii  & Nii,  2005],  muestra  el  tipo  de

r
2r

1 r
3

Partículas suspendidas de radios 
diferentes

Partículas en proceso 
de fusión Partícula de fusión

Figura 4.1.1.2. Efecto Young-Laplace, dos partículas de radios diferentes, r
1
 y r

2
, se fusiónan 

en una partícula mayor de radio r
3
, aplicando la ecuación de Young-Laplace a cada r, resulta 

ser el ΔP
3
 (ecuación 77 para r

3
) menor que para r

1
 y r

2
, de este modo, el sistema se inclinará 

hacia un ΔP menor.
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partícula que se obtiene mediante estudios de Microscopía confocal de fluorescencia (MCF). La Figura
4.1.1.3 A, muestra la morfología de las estructuras de emulsificación fluoromarcadas con Rojo nilo; el
sistema presenta cambios  morfológicos  por  la  simple  adición  de
1,2-dioleoil-sn-glycero-3-fosfoetanolamina, DOPE (DOPC + DOPE  1:1 w/w) y Pluronic P123 (DOPC
+ DOPE  + P123  6:5:1  w/w/w).  Las  imagenes  en B)  y  C)  dan constancia de la  homogenidad y
disminución del  tamaño de  partícula para  la  mezcla  de tres  componentes.  Respecto  a  estudios de
lipólisis de los tres tipos de emulsión de fosfolípidos, ésta fue importante para la emuslión estabilizada
por  DOPC,  seguida  de  DOPC/DOPE  y  siendo  mucho  menor  para  la  estabilizada  por  la  mezcla
DOPC/DOPE/P123; esto puso de manifiesto el papel del P123 en cuanto a la capa de hidratación que
genera mediante los óxidos de etileno que muestra en su estructura [Šturcová, 2010; Yang et al., 2013].

La ubicación de los fosfolípidos en una emulsión es la región interfasial aceite-agua; esto puede
confirmarse  mediante Calorimetría  Diferencial  de  Barrido  (CDB), estudios  de  esta  naturaleza
realizados a una suspensión de Fosfolípidos hecha a base de Dimiristoil  fosfatidil  colina  (DMPC),
Dipalmitoil fosfatidil colina  (DPPC al  4:1w/w),  aceite de coco (5%w/v)  y encapsulando Clometiazol
(0-5%w/w)  [Peterson & Siekmann, 2001],  muestran  un termograma obtenido sólo para la pareja de
fosfolíidos emulsificando al aceite de coco, Figura  4.1.1.4 a),  donde la temperatura de fusión de la
pareja  de  fosfolípidos permite  inferir  que  éstos  están  en  la  interfase  aceite-agua; la  presencia  del
Clometiazol, provoca un ensanchamiento y corrimiento del pico calorimétrico, Figura  4.1.1.4 b),  lo
cual indica que el fármaco se aloja en la interfase aceite-agua, provocando cambios estructurales en esa
interfase y modificando el punto de fusión de la pareja de fosfolípidos; análogo al efecto que produce
en el  punto de fusión, la  presencia de más de un tipo de fosfolípidos  en las membranas  lipídicas
[Peterson & Siekmann, 2001; Stillwell, 2013].

Figura 4.1.1.3. Micrografías de Fluorescencia de tres emulsiones a base de Fosfolípidos. a) 
corresponde al sistema obtenido con el empleo de DOPC como estabilizante, b) fue estabilizada con 
DOPC/DOPE y c) fue obtenida con la mezcla DOPC/DOPE/P123. Yang et al, 2013.
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4.1.2 Liposomas

Los liposomas son estructuras esféricas  constituidas de  fosfolípidos  dispuestos  en una bicapa,
análogo a una membrana celular (Figura 4.1.2.1), suelen clasificarse en función del tipo de estructura
fosfolipídica que presentan, son conocidos como vesículas multilaminales (MLV) si presentan más de
una bicapa,  como vesículas  unilaminales  pequeñas  (SUV) o  como vesículas  unilaminales  de  gran
tamaño (LUV) [Basu & Basu, 2010; Juárez, 2006],  a diferencia de un tensoactivo, los  fosfolípidos
presentan dos cadenas hidrocarbonadas (Figura  4.1.2.2).  Debido a la presencia de un compartimento
acusos  en su interior,  pueden transportar fármacos hidrofílicos y gracias a la región hidrófoba de la
membrana, tambien para fármacos hidrófobos [Basu & Basu, 2010; Belsito et al., 2005; Chen et al.,
2013; Jespersen et  al.,  2012; Pentak,  2014; Puskás & Csempesz,  2007;  Serro  et al.,  2014;  Tadros,
2005].

Figura 4.1.1.4. Termogramas por CDB de dos emulsiones a base de fosfolípidos, a) corresponde a 
DMPC/DPPC como estabilizante, b) al sistema con DMPC/DPPC y el Fármaco Clometiazol. El cambio de 
b) con respecto de a), es debido a la presencia del fármaco en la interfase aceite agua, sitio donde también se 
presenta DMPC/DPPC. Peterson & Siekmann 2001.

Membrana multilaminal

Interior acuoso

Membrana unilaminal
Figura 4.1.2.1. Estructura liposomal; se observa la organización de los fosfolípidos en 
multilaminas y uniláminas.

Fosfolípido
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El ordenamiento de los fosfolípidos en una bicapa obedece a la conformación espacial cilíndrica, el
parámetro  crítico  de  empaquetamiento (critical packing  parameter),  cpp,  dado  por  la  siguiente
ecuación, debe ser al menos de 0.5 para obtener estructuras liposomales [Otten et al., 1995].

cpp=
V T

lα
(85)

En la ecuación anterior, VT corresponde al volumen de la cadena hidrocarbonada del tensoactivo, si
éste es espacialmente un cono, como sucede para un tensoactivo  como el  de la  Figura  4.1.2.3 A,  VT

sería calculado según la fórmula para ese cono; l corresponde a la longitud de la cadena hidrocarbonada
y α corresponde al área de proyección de la cabeza polar del tensoactivo; los fosfolípidos son del tipo
de las estructuras B-D.

La  Figura  4.1.2.4 muestra  la  influencia  de la  conformación espacial  en el  tipo de structura   de
autoensamble [Kim,  2004;  Rupp  et  al.,  2010;  Schik,  1987;  Tadros,  2005].  En  la  elaboración de
liposomas, usualmente se emplean Colesterol (Col) y uno o varios fosfolípidos, como los insaturados
FosfatidilColina de huevo o soya  (PC), Ácido Fosfatídico  (PA) o los  fosfolípidos  saturados DMPC,
DPPC,  Dipalmitoil  ácido  fosfatídico  (DPPA) y  Dimiristoil  Fosfatidilglicerol  (DMPG), además  de
antioxidantes como el α-tocoferol o β-hidroxitoluidina [Basu & Basu, 2010; Belsito et al., 2005; Chen
et al., 2013; Panicker, 2007; Serro et al., 2014; Zhao et al., 2007].

Figura 4.1.2.2. Estructura química del Dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC)

α

l

Figura 4.1.2.3. Esquema que muestra la conformación espacial de un tensoactivo, la figura geométrica que 
mejor los modela, sirve para determinar el cpp.
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Imagenes de microscopía electrónica o de Fuerza atómica y/o de Fluorescencia (MCF), además de
estudios por Calorimetría diferencia de barrido (CDB), se utilizan para la caracterización adecuada de
liposomas [Belsito et al., 2005; Panicker, 2007; Socaciu, 2000; Weissig, 2010; Zhao et al., 2007]. La
Figura  4.1.2.5,  muestra  dos  micrografías  liposomales  típicas  obtenidas  mediante  microscopía
electrónica ambiental de barrido (MEAB), en estas es posible observar la morfología esférica e incluso
estimar el tamaño promedio de los liposomas [63].

La Figura 4.1.2.6 muestra imagenes de Microscopía de fuerza atómica (MFA) y MCF; se observa la
morfología esférica en ambos estudios pero la MCF muestra la bicapa que organizan los fosfolípidos,
mediante la adición de un Fluoróforo unido a un fosfolípido en el sistema. La bicapa de fosfolípidos se
verá  similar a un anillo  del color correspondiente a la longitud de onda de  emisión del fluoróforo
[Ruozi et al., 2005; Schik, 1987].

Tensoactivo Fosfolípido

a)                                                b)
Figura 4.1.2.4. Esquema comparativo de un tensoactivo y un fosfolípido, a) corresponde a la 
conformación espacial cónica de un tensoactivo y a la organización de los monómeros en una micela, b) 
muestra la conformación cilíndrica para un fosfolípido de doble cadena y la organización de los 
monómeros en una bicapa liposomal.

Figura 4.1.2.5. Micrografías electrónicas por MEAB de una formulación liposomal a base de PC/Col 4:1, ambas 
fotografías son de la misma muestra. Weissig, 2010, página 325.

Capítulo 4

41

Juárez Osornio C.

Estructuras tipo emulsiones lipídicas y liposomas



Mediante CDB es posible determinar e identificar la presencia de fosfolípidos, Colesterol (Col) e
incluso un fármaco hidrófobo  en la membrana liposomal, así como de la estructuración de MLV o
ULV. La Figura  4.1.2.7 presenta una serie de termogramas obtenidos para el  sistema  formado por
DPPC,  el  derivado  etoxilado  de   Dipalmitoil  fosfatidiletanolamina  (2000-PEG-DPPE), Dipalmitoil
fosfatidilglicerol  (DPPG)  a  diferentes  proporciones  y  paclitaxel [Weissig,  2010].  Los termogramas
muestran el pico calorimétrico típico para liposomas MLV de DPPC, cuya temperatura de transición
(TT) es 40-41°C y cómo disminuye ésta ante la presencia de fármacos hidrófobos, los cuales afectan la
temperatura  de  fusión  a  causa  de  la  disminución  de la  cristalinidad  de los fosfolípidos.  Los
termogramas  cambian para  liposomas  ULV  que presentan  un  pico ancho respecto  a las  MLV,  las
interacciones hidrófobas entre los fosfolípidos en una bicapa unilaminal son menores que para una
multilaminal,  por  ello  se  observan picos  más  anchos  en  las  ULV [Kresheck  &  Mihelich,  2003;
Panicker, 2007; Socaciu, 2000; Zhao, 2007].

4.1.3 Micelas mixtas

Las  micelas  mixtas  son estructuras con un interior  hidrófobo,  de  diámetros  de hasta  60 nm en
promedio y esferoides, están formadas por la mezcla fosfolípido-tensoactivo (Figura 4.1.3.1) [Funari et

a)                                                     b)
Figura 4.1.2.6. Micrografías MCF y AFM; a) corresponde a la MCF de un sistema liposomal a base de  PC y 
Rodamina B 1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, sal de trietilamonio (Rh-PE), b) corresponde 
a un sistema a base de PC/Col. Ruozi et al., 2005;  Schik, 1997 respectivamente.

A                                                                           B

Figura 4.1.2.7. Termogramas del sistema DPPC/2000PEG-DPPE/DPPG/Paclitaxel, A) corresponde a liposomas 
MLV en las proporciones molares 100:0:0:0, 97:3:0:0 y 9:0:10:3 para a, b y c respectivamente; B) corresponde 
a liposomas ULV en las proporciones 100:0:0, 97:3:0:0 y 9:0:10:5  para a, b y c respectivamente. Zhao, 2007.
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al.,  2001;  Kresheck & Mihelich,  2003;  Liang,  et  al.,  2011;  Otten  et  al.,  1995;  Rupp et  al.,  2010;
Sznotowska  et al., 2007; Vamparys  et al., 2013].  El ordenamiento estructural lípidos-tensoactivos en
las micelas mixtas puede ser inferido mediante estudios de CDB como lo muestra la Figura 4.1.3.2.

 

El termograma que se obtuvo para el sistema óxido de dodecildimetilfosfina (APO12) y DMPC con
una fracción mol de APO12 (XAPO12) de entre 0-0.95, muestra cómo se modifica el pico característico
del DMPC organizado en una bicapa liposomal (XAPO12 = 0), cuya TT es de entre 23.5-24.5°C [Kresheck
& Mihelich; 2003; Otten, 1995; Vamparys, 2013], conforme XAPO12  tiende a 1.0,  el pico desaparece
[Kresheck  & Mihelich],  también  los  termogramas muestran,  para  cantidades  bajas  de  APO12,  un
corrimiento del pico hacia la izquierda  lo cual implica la pérdida de “cristalinidad” del DMPC  por
intercalamiento del tensoactivo, por ello el pico se ensancha y la  TT disminuye.  Al ser en el sistema
XDMPC ≈ XAPO12, aparecen dos picos que indican la presencia de dos tipos de organización estructural en
la que se encuentran los fosfolípidos: una donde sólo existe la posibilidad de que una sea un liposoma
rico  en  tensoactivo  y  la  otra  una  estructura  micelar  mixta.  La  proporción  correspondiente  al
termograma marca  el  inicio  del  desvanecimiento de las  estructuras  liposomales  porque se vuelven
termodinámicamente inestables por efectos de curvatura, pues ésta se vuelve positiva, Figura 4.1.3.3,
las estructuras micelares corresponden a este tipo de curvatura [Kooijman et al, 2003; Kooijman et al.,
2005; Lähdesmäki et al., 2010; Vamparys, 2013].

Tensoactivo

Fosfolípido

Figura 4.1.3.1. Esquema de la organización de los Fosfolípidos 
y tensoactivos en una micela mixta. 

Estructuras tipo emulsiones lipídicas y liposomas

Figura 4.1.3.2. Termogramas por CDB del sistema DMPC/APO12, a) corresponde a XAPO12 de entre 
0-0.5 y b) a XAPO12 de entre 0.58-0.95. Todas las proporciones de APO12 se aprecian junto al 
termograma correspondiente. Kresheck & Mihelich, 2003.
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Los sistemas con XAPO12,= 1.0, muestran picos interesantes; en particular los termogramas de XAPO12,=
0.58,  XAPO12,  =  0.7  y  XAPO12,  =  0.75,  muestran  un  pico  cercano  al  punto  de  enturbiamiento  del
tensoactivo a esas concentraciones, los cuales son alrededor de 9, 6 y 6.5°C, respectivamente. Esto
sugiere que la CDB en efecto registra los cambios estructurales de micelas que, por tener tensoactivo
insertado, corresponden a micelas mixtas; lo anterior ha mostrado la utilidad de los estuidos de CDB en
la determinación de la presencia de micelas mixtas en un sistema [Kresheck y Mihelich, 2003]. 

Curvatura positiva

Curvatura negativa

Figura 4.1.3.3. Tipos de curvatura de una estructura de asociación según el 
arreglo espacial de los monómeros de fosfolípidos o tensoactivos 
constitutivos.
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5 
Materiales y Métodos



5.1 Método general.

Fue preparada una mezcla de DPPC-Col y Tween 20-Span 20 o Tween 80-Span 80 en agua mediante
agitación en rotavapor (Buchi r-3, Suecia) a  la temperatura correspondiente a la turbidez (cp) de la
cantidad de Tween 20 o Tween 80 empleada sin considerar la cantidad de Span (Figura 5.1.1). La
mezcla fue agitada a 120 rpm por 35 minutos a presión atmosférica normal; el sistema fue enfriado a
temperatura ambiente y una muestra fue tomada para la determinación de tamaño de partícula y tiempo
de  estabilidad  coloidal  (tiempo  máximo  de la  suspensión sin  presentar  foculación).  Un  diagrama
pseudoternario del sistema de trabajo,  puede mostrar diferentes zonas correspondientes al tamaño de
partícula obtenida y una gráfica de la cantidad de DPPC-Col y Tween-Span vs tiempo de estabilidad
colidal, puede mostrar el sistema más estable. Todas aquellas suspensiones que mostraron al menos 23
días  de  estabilidad  coloidal,  fueron sometidas  a  estudios  instrumentales  para  la  elucidación de  su
naturaleza estructural.

La Figura anterior muestra la ubicación de dos cantidades diferentes de Tween-Span en agua (Cw1 y
Cw2) en el eje agua/Tween/Span y al mismo tiempo en el eje de las abscisas del binario. Cualquier
adición de DPPC-Col nos lleva en trayectoria al interior del diagrama ternario (Tw1 y Tw2, denotados
con flecha), no obstante, el sistema es primeramente llevado hasta una temperatura cercana al  cp de
Cw1 y Cw2 (P1 y P2) para el caso de Tween 80 y a una temperatura correspondiente al cp para el caso
de Tween 20. Las flechas parelelas a cada lado o eje del ternario, indican la dirección creciente de la
fracción en masa para los componentes del sistema.

Capítulo 5Juárez Osornio C.

Figura 5.1.1. Digrama ternario de equilibrio de Agua/Tween-Span/DPPC-Col acoplado al binario de 
equilibrio de temperatura contra composición.
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5.2  Determinación de cmc de Tween 20 y Tween 80.

La  concentración micelar crítica de Tween 20  (SIGMA, Taufkirchen Alemania)  y Tween 80
(compatible  con  cultivos  celulares,  SIGMA-ALDRICH,  Deisenhofen  Alemania),  se  determinó
mediante las ecuaciones (53) y (71); para esto se prepararon diversas soluciones de los tensoactivos en
agua desionzada  (Simplicity Millipore, Darmstdat Alemania), en el intervalo de concentraciones en
fracción mol de  0 - 1.15x10-4 para Tween 20 y de 0 - 2.55x10-5 para Tween 80. El valor de tensión
superficial se determinó mediante el método del anillo [Pardo-Cervantes et al, 2011], a través de una
balanza analítica (OHAUS, +/- 0.3mg) con un gancho metálico pendiendo de ella (véase Figura 5.2.1),
complementan un elevador manual y una chaqueta de vidrio, la cual mediante el elevador se acerca o
aleja  la chaqueta conectada a un baño a 25°C (PolyScience, +/- 0.01K),  este recipiente contuvo cada
solución de tensoactivos; mediante las lecturas de masa provenientes de la balanza al alejar un anillo de
Pt-Ir sumergido en la solución de interés,  el valor de la tensión superficial, σ, se obtuvo mediante la
ecuación de Du Noϋy siguiente [Harkins & Jordan, 1930; Pardo-Cervantes et al., 2011]:

σ=
Mg

4π Rr

f i

(86)

El  valor  de,  fi de  la  ecuación  (86),  corresponde a un  factor  de  corrección  propuesto por
Harkins-Jordan, M es el valor de la mása máxima que registra la balanza al “jalar” el anillo hacia afuera
de la solución,  g es la constante de gravedad y  Rr el diámetro mayor del anillo [Harkins & Jordan,
1930; Pardo-Cervantes et al., 2011]. Con los datos se elaboraron las curvas de σ vs x, π vs x y π vs ln x,
a partir de las cuales se aplicaron las ecuaciones (38) y (54) y se determinó la concentración micelar
crítica de los tensoactivos, asi como del valor de concentración superficial máxima o de saturación .

Figura 5.2.1. Esquema del equipo de tensiometría, a = elevador, b = chaqueta de vidrio, c = Balanza, 
d = gancho, e = anillo, f = pantalla del baño, g = baño, h = soporte de la balanza, l = circuito del baño. 
Pardo-Cervantes et al., 2011.
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5.3  Diagramas binarios de equilibrio de Temperatura vs Composición.

Los diagramas de equilibrio de  Tween 20 y  Tween 80,  se obtuvieron mediante  inspección visual
[Neves et al, 2015];  las soluciones de cada tensoactivo  se elaboraron en agua desionizada y filtrada
(PVDF membranas de 0.2μm de diámetro de poro, Pall Gelman, Nueva York EUA), en el intervalo de
concentraciones en porciento en masa de 0-9.5% para  Tween 20 y de 0-18% para  Tween 80; cada
solución fue  calentada en un baño María y  se registró la temperatura en la cual el sistema presentó
opalescencia, con los datos, fue elaborada la curva de concentración de tensoactivo vs cp.

5.4 Diagramas pseudoternarios de equilibrio de agua/tween-Span/DPPC-colesterol y tiempos
de estabilidad coloidal.

A partir del diagrama  de concentración (C) vs T, para  Tween 20  y 80  en agua (Figura  5.3.1) se
trazaron diversas trayectorias para el mezclado de los tensoactivos a una composición elegida (Cw), con
DPPC, Col y Span, a una T cercana al cp correspondiente a la cantidad de Tween (Tw).

La mezcla de  inicio fue Tween  20/Span 20 o Tween 80/Span 80  en agua a las que se adicionó
DPPC-Col a  T ambiente  (Tamb), posteriormente el sistema se llevó,  en agitación mediante rotavapor,
hasta 1-2°C por debajo del cp (Tw), mostrado éste por el diagrama binario de Tween 80 (sin considerar
la cantidad presente de Span) o justo en el cp para el caso de Tween 20, también sin considerar al Span;
el sistema permaneció en ese estado de equilibrio por 35 minutos a 120rpm. La suspensión obtenida se
dejó enfriar  y mediante estudios de tamaño de las estructuras presentes mediante Dispersión dinámica
de luz (DDL, NICOMP 380 ZLS, California EUA) a 25°C, 0.8902 cp de viscosidad dinámica y 1.333
de óndice de refracción, se trazaron en un diagrama pseudoternario de Agua/Tween-Span/DPPC-Col,
las zonas con cierto tamaño de partícula [Weissberger, 1987], además, fue tomada una muestra a la que
se le determinó su estabilidad coloidal  a temperatura ambiente,  evaluada como el tiempo en el que
sedimentó la muestra, con el dato obtenido, se realizó una gráfica de tiempo de estabilidad en función
de  las  cantidades  de  Tween-Span y  DPPC-Col. Los diagramas pseudoternarios  de equilibrio y las
gráficas de estabilidad que presentaron al menos un sistema estable hasta por 23 días (sin flóculo), son
los únicos que se muestran en el capítulo de Resultados.

T

 T
w
 __

T
amb

C
w
                                     C

Figura 5.4.1. Diagrama binario de equilibrio del tensoactivo etoxilado de elección, Tween 
20 o Tween 80, se observa un valor de T

w
 ubicado 1-2°C por debajo del cp correspondiente 

a la C
w 

elegida.
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5.5 Estudios de Calorimetría Diferencial de Barrido y Microscopía Confocal de Fluorescencia.

Los sistemas con al  menos 23 días de estabilidad coloidal fueron sometidos a estudios de  CDB
(Microcal  VP-DSC,  EUA) a una rapidez de calentamiento de 1K/min,  se obtuvo la gráfica de Cp
(Cal/°C por tratarse de una mezcla)  vs T con la que se infirió sobre el ordenamiento del DPPC en la
estructura  obtenida bajo  esta nueva propuesta experimental. Para cada muestra fueron realizados tres
barridos, éstos se aprecian en tres colores diferentes en el termograma (negro para el primero, rojo para
el segundo y verde para el tercero), el valor de Tm obtenido según el barrido, se aprecia en la  misma
gráfica en el color correspondiente.

Los sistemas  analizados mediante Calorimetría diferencial de barrido, fueron fluoromarcados, con
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(sulfonil  de  lisamina  rodamina  B)  (sal  de  amonio)
(RhB) (pureza > 99%, Avanti lipids Inc, EUA), en relación en masa DPPC/RhB 99:1 o con fluoresceina
de Sodio (NaFi) (SIGMA-ALDRICH, EUA) en agua desionizada. En el caso de RhB, ésta se adicionó
a la mezcla  Agua/Tween-Span/DPPC-Col y se  procedió a agitar y calentar como se mencionó en el
apartado  5.1,  NaFi fue  preparada  en  agua  desionizada a  una  concentración  de  0.2%w/v  y  fue
adicionada a  Tween-Span/DPPC-Col,  obtenida la suspensión, fue purificada de NaFi no encapsulada
mediante Equilibrio Donnan de membrana contra una solución de Dextrosa 3mM (SIGMA-ALDRICH,
EUA)  y  NaCl  3%w/w  (ACS  reagent  J.T.  Baker,  Deventer  Holanda)  en  relación  en  volumen
Suspensión/Solución de Dextrosa-NaCl 1:20, con cambios de solución de Dextrosa-NaCl cada 12 horas
por tres días. La suspensión fluoromarcada, fue observada en un Microscopio de Fluorescencia Zeiss
LSM Pascal  (Jena  Alemania)  en las longitudes de onda de emisión de Rodamina y  NaFi  (560nm y
460nm respectivamente);  mediante este estudio, se pondría de manifiesto la presencia o ausencia de
interior acuoso en las estructuras obtenidas.

5.6 Microscopías MEB y MFA

Las muestras  analizadas mediante  CDB y MCF,  también  fueron estudiadas  mediante microscopía
electrónica de barrido (MEB) y Microscopía de fuerza atómica (MFA).  Las muestras analizadas por
MEB,  fueron  secadas  al  vacío  y  recubiertas  con  Carbono  y  posteriormente  con  Oro (Sputter
deposition), las muestras fueron observadas en un microscopio electrónico JEOL 35CF (Tokio Japón).

En el análisis mediante MFA, las muestras fueron secadas por 8 días en una campana de secado sin
vacío  y  fueron  leídas  en  un  microscopio  multimodo  TMSPM  (Digital  Instruments,  EUA)  en  la
modalidad “tapping” y con un cantilever RTESP (0.01-0.025 Ohm-cm, Veeco, EUA).
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6 
Resultados y discusión



6.1 Concentración micelar crítica.

La  formación  de  estructuras  nanométricas a  partir  de  estructuras  micelares,  requiere  del
conocimiento de la cmc de Tween 20 y Tween 80. Las Figuras 6.1.1 y 6.1.2 muestran la relación de π
vs ln  xtween de los tensoactivos a  partir  de las cuales se determinó  la cmc mediante la isoterma de
adsorción de Gibbs integrada en la periferia de la cmc. Las Figuras 6.1.3 y 6.1.4, muestran la relación
de  π vs  xtween  a partir de las  que se determinó el valor mediante la  ecuación de estado superficial de
Langmuir. Los datos obtenidos se aprecian en la Tabla 4.

Ajuste lineal:
π = π

max
 – Γ

max
RTlnx

cmc
 + Γ

max
RTlnx

Γ
max

RT = 7.78 +/- 0.52

b = π
max

 - Γ
max

RTlnX
cmc

 = 1.46x102 +/- 8.2

r2 = 0.97

Figura 6.1.1 Curva de  π vs ln xtween para Tween 20, se aprecia el ajuste de los datos de la zona 
lineal.

Figura 6.1.2 Curva de  π vs ln xtween para Tween 80, se aprecia el ajuste de los datos de la zona 
lineal.

Ajuste lineal:
π = π

max
 – Γ

max
RTlnx

cmc
 + Γ

max
RTlnx

Γ
max

RT= 10.6 +/- 5.4x10-1

b = π
max

 - Γ
max

RTlnX
cmc

 = 186.2 +/- 8.5

r2 = 0.985
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Tabla 4. Parámetros Superficiales para Tween 20 y Tween 80

Γmax Gibbs 
(mol/m2)

cmcGibbs

(mM)
cmcGibbs 
(%w/w)

Γmax Langmuir

(mol/m2)
cmcLangmuir

(mM)
cmcLangmuir

(%w/w)

Tween 20 3.14x10-6 7.95 9.7x10-3 3.51x10-6 6.16 7.53x10-3

Tween 80 4.3x10-6 3.84 6.014x10-3 4.8x10-6 4.4 6.88x10-3

La Tabla 4 muestra los valores de cmc; el valor de cmc para Tween 80 resultó ser menor que el de
Tween 20, esto se debe a que el primero es un derivado etoxilado del ácido oléico de 18 carbonos, el
cual presenta una insaturación, mientras el  Tween 20  es derivado del ácido Láurico de 12C (Figura
3.1.2.2), la cmc será menor conforme el tensoactivo sea más hidrófobo [Mukherjee & Padhan, 2011],
esto lo confirma el valor de HLB (balance hidrofílico-lipofílico), para  Tween 20  es 16.7 y 15 para
Tween 80 [Kothekar et al., 2007].

Ajuste no lineal:
π = Γ

max
RT ln (1+βx)

Γ
max

RT = 8.7 +/- 0.9

β = 8.99x107 +/- 3.2x107

r2 = 0.97

Figura 6.1.3. Curva de  π vs xtween20  (xTween20
 ≤ 1.2x10-6), se aprecia el ajuste no lineal

Ajuste no lineal:
π = Γ

max
RT ln (1+βx)

Γ
max

RT = 12+/- 1.2

β = 2.33x107 +/- 5.87x106

r2 = 0.98

Figura 6.1.4. Curva de  π vs xtween80  (xTween80
 ≤ 1x10-6), se aprecia el ajuste no lineal.
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6.2 Diagramas binarios de equilibrio.

La temperatura de enturbiamiento,  condición en la que se presentan las micelas más grandes en
tamaño y numero de agregación, se muestra en la Figura 6.2.1 para Tween 20 y Tween 80.

La Figura  6.2.1 muestran  una  linea  de  turbiedad a  temperaturas  más  bajas  para  Tween 20; las
moléculas de agua de solvatación  que rodean a cada monómero de Tween 80,  se organizan de cierta
manera derivado del efécto hidrofóbico entorno a la cadena hidrocarbonda, de este modo las molécula
de agua periféricas, disminuyen tanto su movilidad  que semejan una estructura tipo hielo, por ello
fueron llamadas “icebergs” [Shinoda,  1977],  éstos son más en cantidad  que para Tween  20, quien
presenta una cadena de 12C y  no promueve la formación de tantos “icebergs” como lo hace el otro
tensoactivo, por ello se requiere una mayor temperatura en el caso de Tween 80 para  romper esas
estructuras circundantes a cada monómero y puedan éstos insertarse en las macromicelas presentes en
las  cercanías del  punto  de  enturbiamiento.  La  temperatura  crítica  de  solubilidad  inferior  (TCSI)
determinada para cada tensoactivo se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Temperaturas críticas de solubilidad inferior experimentales.

TCSI (% en masa, °C)

Tween 20 3.2, 35

Tween 80 5, 61.5

6.3 Diagramas pseudo ternarios de Agua/Tween-Span/DPPC-Col y tiempos de estabilidad
coloidal.

La  obtención  de  estructuras  con  posible  uso  en  el  campo  farmacéutico  a  partir  de  estructuras
micelares,  fue  planeada  con diferentes  proporciones  de  componentes,  con auxilio  de  un  diagrama
pseudo ternario  de equilibrio,  elaborado a partir  del  tamaño de partícula  de las  estructuras  que se
presentaban en algún sistema, fue establecida la relación entre el tamaño de partícula y las proporciones
de componentes.  Los diagramas pseudoternarios  fueron elaborados probando las parejas  etoxiladas
Tween 20-Span 20 o Tween 80-Span 80 en relación porcentual entre ellos 100:0, 90:10 y 80:20 y para

Figura 6.2.1. Diagrama binario de equilibrio de Tween 20 y Tween 80, se observan los puntos 
experimentales y una línea de tendencia.
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la pareja DPPC-Col con relación porcentual 100:0,  95:5 y 90:10, tal cual se mencionó en el apartado
5.3; alternadamente, se analizó el tiempo en el que se presentaba floculación de los sistemas obtenidos
y con los datos, se realizó la curva de tiempo de floculación en función de Tween-Span y DPPC-Col; la
estabilidad coloidal correspondió al tiempo en el que la suspensión presentó una fase; sólo se muestran
los diagramas pseudoternarios y las gráficas de estabilidad de aquellos sistemas que muestran al menos
una suspensión estable por 23 días.

6.3.1 Diagramas pseudo ternarios para la mezcla Tween 20-Span 20 y Curva de estabilidad.

La Figura 6.3.1.1 muestra los sistemas de Tween 20-Span 20 80:20 y DPPC-Col 100:0. Todos los
diagramas pseudoternarios, incluyendo los de Tween 80, están acompañado de la curva de estabilidad
respectiva,  los códigos de colores  indican el tamaño de partícula presente o indican el intervalo de
tiempo de estabilidad.

En la Figura anterior se presenta  la única mezcla de Tween 20-Span 20 y DPPC-Col que presentó un
sistema estable por al menos 23 días, sólo fue posible obtener sistemas con estabilidad coloidal de hasta
30  días  para  proporciones  de  Tween  20-Span  20  80:20 de  entre  2-4%w/w  y  menores  al  2% de
DPPC-Col  100:0 (Figura  6.3.1.1 b),  además para estas proporciones se observa  una prevalencia de
partículas de hasta 100nm de diámetro (Figura 6.3.1.1 a), el tamaño recomendable para un sistema de
liberación  de  fármaco  debe  ser  de  a  lo  más  100nm,  debido  a  que  su  inmunogenicidad  se  eleva
considerablemente para tamaños superiores al mencionado  [Chandant et al, 2010]; posiblemente las
estructuras estables obtenidas no son de naturaleza liposomal, pudieran ser emulsiones de fosfolípidos
y/o micelas mixtas [Ishii & Nagasaka, 2004; Jin et al, 2014; Kresheck & Mihelich, 2003].

De 0-50nm
De 50-100nm
De 100-250
Más de 250nm
Sistema Heterogéneo

a

b
Figura 6.3.1.1. Diagrama pseudo ternarios para el sistema Tween  20-Span 20 80:20 y DPPC-Col 100:0 y  
curva de  estabilidad correspondiente,  a) Diagrama pseudo ternario, el código de colores, indica el tamaño de 
partícula presente en algún sistema de los obtenidos, b) Curva de estabilidad de las suspensiones plasmados 
en el diagrama pseudo ternario, el código de colores que la acompaña indica un intervalo de tiempo.

Estructuras tipo emulsiones lipídicas y liposomas 54

Días



6.3.2 Diagramas pseudo ternarios para la mezcla Tween 80-Span 80 y curva de estabilidad.

Las Figuras 6.3.2.1-6.3.2.4 corresponden a  los  sistemas  para  Tween  80-Span 80;  análogo  a  los
sistemas con Tween 20-Span 20, con diferentes proporciones de DPPC-Col.

a

b
Figura 6.3.2.1. Diagrama pseudo ternarios para el sistema Tween  80-Span 80 100:0 y DPPC-Col 100:0 y 
la  curva de  Estabilidad correspondiente,  a) Diagrama pseudo ternario, b) Curva de Estabilidad.

De 0-50nm
De 50-100nm
De 100-250
Más de 250nm
Sistema Heterogéneo

De 0-50nm
De 50-100nm
De 100-250
Más de 250nm
Sistema Heterogéneo

a

Figura 6.3.2.2. Diagrama pseudo ternarios para el sistema Tween  80-Span 80 90:10 y DPPC-Col 100:0 y 
la  curva de  Estabilidad correspondiente,  a) Diagrama pseudo ternario, b) Curva de Estabilidad.

b
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La Figura  6.3.2.1  b, muestra  un tiempo de estabilidad de hasta 28 días, al parecer la discrepancia
estructural entre Tween 20 y Tween 80 está induciendo la diferencia en la estabilidad coloidal, el Tween
80 presenta un doble enlace que provoca que la cadena hidrocarbonada cambie de dirección, haciendo
esto que la región hidrofóbica del tensoactivo sea más voluminosa, Figura 3.1.2.2 Las proporciones de
Tween 80 y DPPC que presentaron los tiempos de estabilidad mayores, fueron cercanas a 9%w/w y
6.2%w/w respectivamente para el tiempo más alto de 28 días con partículas de entre 50-100nm (Figura
6.3.2.1 a); para el segundo tiempo más largo de alrededor de 21 días, las proporciones fueron de 15 y
1.5%w/w respectivamente,  en  donde  se  presentan  partículas  de  hasta  50nm;  respecto  a  la  Figura
6.3.2.2, se observa una ligera disminución en el tiempo de estabilidad hasta ser de 24 días, este sistema
contiene un 10% de Span 80 y 0% de Colesterol.

De 0-50nm
De 50-100nm
De 100-250
Más de 250nm
Sistema Heterogéneo

a
b

Figura 6.3.2.3. Diagrama pseudo ternarios para el sistema Tween  80-Span 80 80:20 y DPPC-Col 
100:0 y curva de estabilidad,  a) Diagrama pseudo ternario, b) Curva de Estabilidad.

De 0-50nm
De 50-100nm
De 100-250
Más de 250nm
Sistema Heterogéneo

Figura 6.3.2.4. Diagrama pseudo ternarios para el sistema Tween  80-Span 80 80:20 y DPPC-Col 95:5 y 
curva de estabilidad,  a) Diagrama pseudo ternario, b) Curva de estabilidad coloidal.

a
b
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La  Figura  6.3.2.3 muestra  un  incremento considerable  en  el tiempos  de  estabilidad  para
Tweeen-Span de  entre  2-4%w/w y DPPC-Col de  entre  1.8-2.1%w/w, la  presencia de una cantidad
mayor de Span 80 y sin Col favoreció la obtención de sistemas con 40 días en donde existen partículas
de tamaños entre los 50-250nm (Figura 6.3.2.3 a), de cualquier manera, esta Figura y la 6.3.2.4, han
revelado información importante respecto al tiempo de estabilidad, el cual llegó a ser el máximo para
alrededor de un 3% de Tween 80-Span 80 y de 10% de DPPC-Col,  cuyas partículas son mayores de
250nm (Fig. 6.3.2.4 b).

6.3.3 Determinaciones instrumentales

Para el estudio instrumental de los sistemas obtenidos, se eligió un tiempo de 23 días como límite,
todos los sistemas que presentaron una sola fase en este tiempo, fueron sometidos a estudios de CDB,
MCF,  MFA y  MEB con el fin de elucidar su naturaleza estructural.  Los sistemas  seleccionados se
presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Sistemas sometidos a estudios instrumentales.

Sistema Proporción
 de

Tensoactivos
(% w/w)

Proporción de
DPPC-Col 

(% w/w)

Relación
molar de

DPPC/Col/Tween/Span

Simbolo Figura Tiempo de
estabilidad

Tamaño
promedio

(nm)

Error 
(desviación

estándar en %)

Tween 20-Span
20 80:20

DPPC-Col 100:0

1.9 0.97 1:0:1:1 i 6.3.1.1 29 57.1 75.3

Tween 20-Span
20 80:20

DPPC-Col 100:0

1.95 0.5 2:0:4:3 ii 6.3.1.1 30 37.9 83.7

Tween 80-Span
80 100:0

DPPC-Col 100:0

9.1 6.1 5:0:4:0 iii 6.3.2.1 25 79.7 69.4

Tween 80-Span
80 90:10

DPPC-Col 100:0

0.61 2.1 20:0:3:1 iv 6.3.2.2 23 101 51.5

Tween 80-Span
80 80:20

DPPC-Col 100:0

4.5 2.3 9:0:8:6 v 6.3.2.3 38 266 43.3

Tween 80-Span
80 80:20

DPPC-Col 95:5

3.25 3.2 100:10:48:37 vi 6.3.2.4 48 987.7 54.4

Tween 80-Span
80 80:20

DPPC-Col 95:5

7.9 4.3 20:2:19:15 vii 6.3.2.4 36 201.6 47.8

Tween 80-Span
80 80:20

DPPC-Col 95:5

4.15 7.8 20:2:5:4 viii 6.3.2.4 26 378.1 57

6.3.3.1 Trayectorias termodinámicas de obtención.

En la obtención de sistemas nanométricos mediante la propuesta novedosa del trabajo, es importante
mencionar la concentración inicial de Tween-Span en agua, ésta para cada sistema, corresponde a los
valores  de  la  segunda  columna  de  la  tabla  6,  por  ejemplo  para  el  sistema  (iii),  la  trayectoria  de
obtención parte del punto de  9.1%w/w de Tween 80-Span 80 100:0 en agua, valor encontrado en el
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diagrama binario de equilibrio de Tween 80 de la Figura 6.2.1 y que se ubica también en el eje Tween
80-Span 80 100:0 del pseudoternario de la Figura 6.3.2.1 a); de este modo para obtener el sistema (iii),
es necesario adicionar DPPC-Col 100:0 hasta una proporción 6.2%w/w (tercera columna de la Tabla 6)
y mezclar el sistema a 120rpm por 35 minutos a 69-70°C, temperatura cercana al cp de 9.1% de Tween
en agua (apartado 5.3).  Para el caso de los sistemas con Span como el sistema i,  el procedimiento es
análogo al del ejemplo, la diferencia corresponde a la determinación del cp, pues al estar los diagramas
binarios de equilibrio de la Figura 6.2.1 en función de la  cantidad  de Tween 20 o Tween 80, es
necesario determinar la cantidad sólo de Tween en el medio.

6.4 Calorimetría diferencial de barrido

La calorimetría diferencial de barrido (CDB), registra la respuesta de un sistema a un flujo de calor
mediante una gráfica de capacidad térmica a presión constante  (Cp) en función de la  temperatura
conocida como termograma. Un perfil gráfico como el de la Figura 6.4.1, muestra un pico endotérmico
(hacia arriba) [Martínez, 2016]. El termograma obtenido para la muestra (i) (Tabla 6), muestra los picos
calorimétricos obtenidos en el primero y segundo barrido (negro y rojo respectivamente); el subíndice 1
indica el valor de Tm para el primer pico y el 2 para el segundo pico, en el caso del tercer barrido, sólo
se muestra el valor de  Tm qcuando el valor difiere de las otras dos  Tm que se hayan obtenido. En el
termograma se aprecian dos picos muy cercanos y por ello superpuestos cuyos máximos son de 36.3 y
38°C, temperaturas cercanas a la de 40-42.3°C que muestra el termograma típico del DPPC organizado
en bicapas [Ambrosini et al., 1998; Biltonen & Lichtenberg, 1993; Salinas, 2014; Socaciu et al., 2000;
Zhao et al, 2014], aunque el pico de lo que se conoce como pretransición y que se ubica en 34.5-35.4°C
[Ambrosini et al., 1998; Salina, 2014; Zhao et al., 2007] no se presentó en el termograma. La gráfica
obtenida en el primer barrido es diferente de las otras dos correspondientes a los barridos subsecuentes,
esto  es  indicio  de  que  la  muestra  (i) presentó  cierto  grado  de  termosensibilidad  y  dos  tipos  de
estructuras  que difieren en el arreglo que el DPPC presentó,  por ello los picos  de 36.3 y 38°C. El
sistema (i) presenta partículas de hasta 50nm (Figura 6.3.1.1), tamaño corroborado mediante estudios
de MCF y MFA, el que no se haya presentado un ensanchamiento importante en el o los picos, indica
que el DPPC está estructurando bicapas con cantidades bajas de Tween 20/Span 20, por ello el pico no
se  ensancha  ni  se  corre  demasiado  hacia  la  izquierda  [Kresheck  &  Mihelich,  2003;  Biltonen  &
Lichtenberg, 1993], el sistema (i) fue ligeramente turbio, evidencia del tamaño de partícula.

Figura 6.4.1. Termograma obtenido para el sistema Tween 20-Span 20 80:20 y DPPC-Col 100:0; 
se observan los valores de T

m
.
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La Figura 6.4.2 muestra un pico cercano a los 39.8°C y otro mayor a los 40.4°C, esto es indicio de
que existen al menos dos tipos de estructuras ligeramente diferentes en cuanto a la disposición del
DPPC,  por  eso la  cercanía  de  los  picos,  además  de  que  presentan  termosensibilidad  por  ser  el
termograma del primer barrido diferente a los de las otras dos (gráficas roja y verde). En el termograma
se aprecia el patrón típico observado para liposomas MLV a base de DPPC con cantidades crecientes de
algún componente hidrófobo en la bicapa  sin ser éste mayor que el DPPC [Biltonen & Lichtenberg,
1993;  Kresheck  &  Mihelich,  2003].  La  relación  molar  en  números enteros  del  Tween  20/Span
20/DPPC es 4:3:2,  esto implica que la cantidad de DPPC es la menor de todas,  sugiriendo que  la
partícula del sistema (ii) es similar a la del sistema (i). Es importante mencionar que la apariencia del
sistema fue ligeramente opalescente.

La Figura 6.4.3, muestra el termograma obtenido para la muestra (iii), éste muestra un pico de Tm de
42.1°C, así  mismo, el  pico se ensancha hacia  la  izquierda  y,  a  diferencia  de los dos  termogramas
anteriores,  la  gráfica  no se modifica entre los  barridos  realizados.  La  proporción  molar  de Tween
80/DPPC en el sistema es 4:5, el tamaño de partícula presente en el sistema fue de hasta 50nm (Figura
6.3.2.1);  el  patrón  gráfico  observado es  similar  a  uno  obtenido  para  una  emulsión  a  base  de
DMPC/DPPC y aceite de coco o donde se emplea oleato y palmitato de glicerilo emulsificando un
aceite, de hecho el responsable del engrosamiento asimétrico hacia la izquierda en estos sistemas, es la
cantidad de fase oleosa encapsulada [Carbone  et al., 2014; Peterson & Siekmann, 2001];  al parecer,
tenemos  en el sistema  (iii) una estructura en la que hay un núcleo hidrófobo rodeado por DPPC en
bicapas. Es importante mencionar que la apariencia del sistema fue transparente, por ello la estructura
obtenida debe ser similar a la de la Figura 6.4.2.

Figura 6.4.2. Termograma del sistema (ii) a base de Tween 20-Span 20 80:20 y DPPC-Col 100:0, se 
observan las T

m
 obtenidas en el primer y segundo barrido.
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El termogrma de la muestra (iv), muestra un valor de Tm de 40.3°C, el cual disminuye a 39.75°C para
las siguientes corridas, además de la dismunición del valor de Cp, esto indica un re-arreglo estructural
en la muestra inducido por el primer calentamiento que reduce la estabilidad de la muestra; el tamaño
de las  estructuras  presentes fue  de  entre  50-250nm  (Figura  6.3.2.2),  la  relación en mol de Tween
80/Span 80/DPPC fue 3:1:20, esto implica una elevada cantidad de DPPC, el cual está estructurando
bicapas posiblemente multilaminales, análogas a un liposoma MLV con cantidades de Tween 80-Span
80 intercalado  prácticamente  de cero,  la  simetría  del  pico  observado y la  Tm obtenida  lo  indican,

Figura 6.4.3. Termograma del sistema (iii) a base de Tween 80-Span 80 100:0 y DPPC-Col 
100:0.

Figura 6.4.4. Termograma obtenido para el sistema (iv) a base de Tween 80-Span 80 90:10 y 
DPPC-Col 100:0.
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además de un tamaño de partícula superior al de los sistemas (i)-(iii); además de que la apariencia del
sistema fue opalescente. Es importante indicar que las estructuras obtenidas con Tween 80-Span 80 han
sido termodinámicamente más estables que las de Tween 20-Span 20, el valor de Cp y desde luego el
ΔH, lo indican. Los sistemas (i) y (ii) no sobrepasaron los 0.01Cal/°C, mientras los sistemas (iii) y (iv)
sí, segúramente la presencia de una insaturación en la estructura del Tween 80 y Span 80 provoca que
las estructuras favorezcan que el DPPC presente un mejor empaquetamiento en la bicapa y por ello se
requiere mayor energía para promover la transición de fases [Biltonen & Lichtenberg, 1993; Heerklotz
& Epand, 2001],  quizá esto es consecuencia de un entrecruzamiento de las regiones hidrófobas del
Tween 80 y Span 80  en el núcleo de la partícula.

La Figura 6.4.5 corresponde al termograma de un punto de la misma trayectoria de la muestra (iv)
con una  proporción  de  DPPC-Col  de  1%w/w,  es  decir,  un  punto  anterior  al  sistema (iv),  el  cual
llamaremos  iva  y cuyo tiempo de estabilidad es de alrededor de 8 días. El termograma muestra dos
picos superpuestos, ambos cercanos a la  TT del DPPC cuando forma bicapas, los picos de la muestra
(iva) están ligeramente corridos hacia la derecha además de ser  anchos; esto sugiere que hay dos tipos
de ordenamientos del DPPC en las partículas, es decir, dos tipos de estructuras cuyas diferencias deben
ser en la cantidad de bicapas que el DPPC presenta y/o en la presencia de Tween 80 en esas capas. La
proporción de Tween 80/Span 80/DPPC en el sistema fue 6:2:21, una cantidad elevada de DPPC, por
esto quizá no haya Tween intercalado en la bicapa, sin embargo y a diferencia del sistema  (iv), el
tiempo de estabilidad disminuyó al igual que el del Cp y ΔH; este sistema (iva), que no aparece en la
Tabla 6, muestra la relación que hay entre un tiempo de estabilidad bajo con valores de Cp y/o  ΔH
igualmente bajos (se omitieron los valores de Tm), por ello el sistema no fue estable por mucho tiempo.

Respecto a la muestra v (Fig. 6.4.6), se aprecia un sólo pico que prácticamente fue del mismo valor
para las tres corridas, sin embargo el valor de Cp disminuyó visiblemente de la primera a la tercera
corrida, indicando la termosensibilidad, vista ya para algunos sistemas previos, las proporciones en mol
de Tween 80/Span 80/DPPC en el sistema fueron 8:6:9 y el tamaño de partícula de 100-250nm (Figura
6.3.2.3).  El desplazamiento del pico calorimétrico sugiere que en el sistema el DPPC  también está
estructurando bicapas que circundan un núcleo hidrófobo, aunque la bicapa de DPPC llega a presentar
en muy baja proporción tensoactivos,  por ello  la  Tm se aleja de los 40-42°C  correspondientes a una
bicapa de DPPC.

Figura 6.4.5. Termograma obtenido para el sistema (iv
a
) a base de Tween 80-Span 80 

90:10 y DPPC-Col 100:0, las proporciones respectivas fueron 0.56%w/w y 1%w/w.
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La Figura 6.4.7, muestra el termograma obtenido para la muestra (vi).

El termograma anterior  correspondiente  al sistema (vi),  muestra claramente el  pico  de transición
calorimétrica típico para un sistema a base de DPPC que estructura bicapas unilaminales [Chen et al,
2013; Chi-Feng et al., 2007], la Tm obtenida fue de 40.4°C, la adición al sistema de Col por ejemplo,
provoca un corrimiento del pico hacia la izquierda [Chen et al, 2013; Chi-Feng et al., 2007; Ishii &
Nagasaka, 2004; Ishii & Nii, 2005],  el sistema  (vi) presentó una relación en mol de Tween 80/Span
80/DPPC/Col de  48:37:100:10 y un tamaño de partícula de al menos 250nm,  al parecer el sistema
consta de DPPC estructurando bicapas con Col intercalado.

Figura 6.4.6. Termograma del sistema (v) a base de Tween 80-Span 80 80:20 y DPPC-Col 100:0.

Figura 6.4.7. Termograma obtenido para el sistema vi a base de Tween  80-Span 80 80:20 y 
DPPC-Col 95:5.
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La Figura 6.4.8, correspondiente al sistema (vii), muestra una Tm de 35 °C en el primer barrido que
diminuye a los 33.9 °C en los siguientes, fenómeno presentado por todos los sistemas excepto el (iii), la
proporción en mol de Tween 80/Span 80/DPPC/Col fue de 19:15:20:2 y el tamaño de partícula fue de
al menos 250 nm; en comparación con el sistema (vi), se observó que un incremento en la cantidad de
Tween-Span, provocó que el sistema  sea menos estable, determinado por tiempo de estabilidad y/o
Cp/ΔH; una vez más el  termograma muestra  que el  DPPC está  estructurando una bicapa con Col
intercalado, tal cual lo han mostrado todas las estructuras anteriores.

La Figura  6.4.9, muestra  un patrón similar al  de la muestra  (vi); la proporción molar de Tween
80/Span 80/DPPC/Col en el  sistema fue de  5:4:20:2 y presentó partículas de la menos 250 nm, al
parecer tenemos de nueva cuenta una estructura con el DPPC estructurando bicapas que rodean un
núcleo que, dados los componentes del sistema, sería rico en Tween-Span y eventualmente alojaría al
Col (de confirmarse esto,  este arreglo sería  común para los ocho  sistemas), por  ello  la Tm  fue de
40.1 °C, prácticamente la Tm de una bicapa constituida sólo por DPPC.

En general, todos los termogramas han mostrado el patrón calorimétrico típico de una bicapa a base
de DPPC, éste muestra una temperatura de pretransición de alrededor de 34.5-35.4 °C que corresponde
al tránsito hacia la fase de gel ondulatorio (Pβ'). Existe otra transición, la principal, Tm y corresponde al
paso de la fase Pβ' hacia la fase de líquido cristalino,  Lα, ésta se presenta en los 40-43.3 °C [Pentak,
2014;  Socaciu  et  al.,  2000;  Zhao  et  al.,  2007].  Todos  los  Lipomic  obtenidos,  no  presentaron
pretransición y la principal fue cercana a la que muestran bicapas de DPPC; es importante mencionar
que  emulsiones  lipídicas,  hechas  como medios  de  transporte  de  fármacos  y  a  base  de  dimiristoil
fosfatidil colina, DMPC, DPPC, aceite de coco y clometiazol, prsentan tambien la Tm, desde luego que
en  este  caso  corresponde  a  la  temperatura  de  transición  principal  de  la  mezcla  DMPC/DPPC y,
conforme existe en el sistema clometiazol, la Tm se corre hacia la izquierda, esto señala que la inserción
del clometiazol en la capa de lípidos está sucediendo, por ello se pierde ordenamiento y el pico se
presenta a temperaturas más bajas que para una capa de DMPC/DPPC [Nordén  et al.,  2001], este
fenómeno  es  común  a  sistemas  liposomales  cuando  el  Colesterol  y/o  cualquier  otro  compuesto

Figura 6.4.8. Termograma obtenido para el sistema (vii) a base 
de Tween  80-Span 80 80:20 y DPPC-Col 95:5.
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hidrófobo se  ancla  en  la  bicapa,  cuanto  mayor  sea  la  cantidad  de  estos,  mayor  es  el  corrimiento
[Carbone et al, 2014; Malcolmson et al., 1997; Zhao, 2007]. Las estructuras obtenidas mediante esta
propuesta experimental, presentan muy bajas cantidades de Tween 20 y 80, según sea el caso, por ello
la transición principal no fue muy diferente a la de bicapas de DPPC puro. Micelas mixtas a base de
DMPC y óxide de dodecil  dimetil  fosfina,  APO12, muestran que el  pico calorimétrico desaparece
cuando  el  fosfolípido  no  está  formando  una  bicapa,  fenómeno  que  sucede  en  una  micela  mixta
[Kresheck  & Mihelich,  2003].  La información anterior señala que el  DPPC de  las estructuras está
organizado en bicapas que pueden ser más de una, asi mismo, no se tienen micelas mixtas.

6.5 Estudios de Microscopía de Fluorescencia

La Figura  6.5.1  muestra  la imagen MCF del sistema  (i); ésta muestra un campo con  estructuras
puntuales  rojas que deben ser de escasos nanómetros, al parecer el  sistema  (i) presenta estructuras
completamente hidrófobas, por ello el fosfolípido fluoromarcado  está presente en toda la estructura.
Los estudios CDB han mostrado que el DPPC está organizado en bicapas, con lo que es posible inferir
que la partícula presente en el  sistema  (i) debe ser un núcleo micelar mixto como el de la Figura
4.1.3.1, donde la cantidad de DPPC es baja, circundando esta estructura, se encuentra al menos una
bicapa de DPPC. La Figura 6.5.2 muestra un esquema de esta partícula, nueva en identidad estructural
y en ruta de obtención que llamaremos Lipomic.

En la microscopía confocal de fluorescencia de la muestra (ii), Figura 6.5.3 (se aprecian partículas
pequeñas, con diámetro promedio de hasta 50nm, similar al sistema (i). Al parecer todas las estructuras
son completamente hidrófobas, por ello el DPPC debe estar en bicapas rodeando un núcleo micelar
mixto  rico  en  Tween  20/Span 20  y  desde  luego  que  la  bicapa  de  DPPC presenta  al  menos  dos
proporciones de Tween 20/Span 20 ligeramente diferentes, por ello los  dos picos de  Tm cercanos, el
sistma (i) y el (ii), presentan una estructura como la de la Figura 6.5.2.

Figura 6.4.9. Termograma obtenido para el sistema (viii) a base 
de Tween  80-Span 80 80:20 y DPPC-Col 95:5.
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La Figura 6.5.4, corresponde a la micrografía MCF del sistema (iii), ésta es semejante a las obtenidas
para  los  sistemas  (i) y  (ii).  Posiblemente el  sistema iii también  está  compuesto  por  partículas  de
emulsificación de no más de 100 nm;  como lo mostró el tamaño, la partícula debe ser  similar a la de la
Figura 6.5.2, sólo que el núcleo presenta una cantidad mayor de Tween-Span y una bicapa de DPPC
con menos presencia de estos tensoactivos, por ello la Tm del termograma, prácticamente la Tm de una
bicapa de DPPC.

Figura 6.5.1. Micrografía por MCF del sistema (i) a base de Tween  20-Span 20 80:20 y 
DPPC-Col 100:0.

Núcleo micelar mixto

Bicapa de DPPC

Tensoactivo

Fosfolípido

Figura 6.5.2. Representación de la partícula que se ha denominado como Lipomic, 
un núcleo rico en Tween/Span y escasas moléculas de DPPC, es estabilizado por al 
menos una bicapa de DPPC que lo rodea.
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La Figura 6.5.5, muestra que el sistema iv presenta estructuras completamente hidrófobas, tal como
se ha mostrado para los tres sistemas previos, el estudio CDB sugiere que el DPPC está dispuesto en
más de una bicapa,  análogo a un liposoma MLV con cantidades de Tween 80-Span 80 intercalado

Figura 6.5.3. Micrografía por MCF de la muestra (ii), se aprecia la coloración típica del 
DMPC-RhB puntual en prácticamente todo el campo, similar al sistema (i).

Figura 6.5.4. Micrografía por MCF del sistema (iii) a base de Tween 80-Span 80 100:0 DPPC-Col 
100:0.
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prácticamente de cero, la simetría del pico y la Tm, además del tamaño de partícula mayor que el de los
sistemas (i)-(iii); la mezcla de tensoactivos estaría en el nucleo micelar mixto.

Las  micrografía del sistema  (v),  muestra,  al  igual  que  todos  los  sistemas previos,  partículas
emulsificadas, donde el DPPC se encuentra estructurando bicapas, las cuales deben estar presentando
sobre todo Tween 80 intercalado, a bajas proporciones, por ello el patrón calorimétrico (Figura 6.5.2),
estaría representando la estructura obtenida en este sistema.

Figura 6.5.5. Micrografías por MCF del sistema (iv) a base de Tween 80-Span 90:10 
DPPC-Col 100:0.

A                                                                               B

Figura 6.5.6. Micrografías por MCF del sistema (v) a base de Tween 80-Span 80:20 
DPPC-Col 100:0.
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La Figura 6.5.7, muestra dos micrografia MCF del sistema (vi); se observan dos tipos de estructuras,
unas  muy  semejantes  a  estructuras  liposomales (Figura  6.5.7  vi-RhB),  resultados  similares  a  los
reportados en un trabajo previo [Subgonkot et al., 2013]. La otra estructura es de una partícula similar a
la que se observó en los sistemas previos, totalmente hidrófoba pero de diámetro promedio mayor. EL
empleo  de  un  fluoróforo  hidrofílico  en  el  mismo sistema,  puso  de  manifiesto  que  en  efecto  hay
estructuras con un interior acuoso circundado por una bicapa de fosfolípidos (Figura 6.5.7 vi-NaFi), es
decir, liposomas. el sistema vi presenta tanto Lipomic (Figura 6.5.2) como liposomas.

Una micrografía adicional del sistema (vi), se muestra en la Figura 6.5.8, se observa un campo más
amplio  que  los  de  la  Figura  6.5.7,  sigue  siendo  constante la  presencia de  estructuras  totalmente
hidrófobas y de liposomas.

vi-RhB                                                            vi-NaFi

Figura 6.5.7. Micrografías por MCF del sistema (vi), ambas imagenes 
corresponden al mismo sistema, vi-RhB se obtuvo por marcado de la 
suspensión con RhB y vi-NaFi por mrcado con NaFi, se observa la 
morfología de las estructuras hidrófobas y del interior acuoso de las 
liposomales.
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A continuación, se muestra la micrografía MCF de sistema (vii).

Las  micrografía de  la  Figura  6.5.9,  muestra la  presencia  en  el  sistema  de  partículas  de
emulsificación,  la  mayoría  de  tamaños  pequeños,  ya  los  estudios  de  tamaño  mostraron  que  en  el
sistema hay partículas mayores a 250 nm.

Figura 6.5.8. Micrografía MCF compementaria del sistema 
(vi).

Figura 6.5.9. Se aprecian las estructuras hidrófobas del sistema (vii).

69Facultad de Química, 2016.

Capítulo 6



A continuación, se muestran tres micrografías MCF obtenidas de un punto de la misma trayectoria
del sistema (vii) con menor proporción de DPPC (Figura 6.5.10). La composición del medio fue Tween
80-Span 80  80:20  y  DPPC-Col  95:5  en  porcentajes  respectivos  de  3.29%w/w y  2.25%w/w,  o  en
relación molar de 28:7:40:4 de Tween 80/Span 80/DPPC/Col, el tiempo de estabilidad aproximado fue
de  13 días y el tamaño promedio de las partículas fue 250nm. Se observan en las tres imagenes a-c,
partículas  de  emulsificación  de  morfologías  diversas  y  algunos  liposomas,  uno  de  los  campos
observados muestra al parecer un proceso de fusión (Figura 6.5.10 c),  posibemente la diferencia de
tamaños y naturaleza estructural de las partículas,  favorezca su fusión y por ello este sistema que
llamaremos (viia), no supera los 13 días como suspensión estable.

La Figura 6.5.11, muestra la micrografía correspondiente al sistema (viii).

a)                                                       b)                                                         c)  

Figura 6.5.10. Micrografías por MCF del sistema (vii
a
), las imagenes corresponden al mismo 

sistema pero diferentes campos.

Figura 6.5.11. Imagen por MCF del sistema (viii). Se observan partículas totalmente 
hidrófobas.
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Las micrografía del último sistema estable muestra a la partícula que hemos denominado Lipomic,
por ello la emisión de fluorescencia en toda la estructura. Los estudios CDB ya habían mostrado que el
ordenamiento del DPPC en todos los sistemas era similar, las micrografías MCF sólo han confirmado
que la partícula obtenida mediante la nueva propuesta experimental es estructuralmente nueva.

Todas las imagenes MCF, han revelado que la partícula denominada como Lipomic, alojó al RhB en
toda su estructura, si el  DPPC forma bicapas, según los estudios calorimétricos,  esto apoya que la
nueva estructura consta de un nucleo micelar mixto rodeado por al menos una bicapa de DPPC, Figura
6.5.2.

6.6 Estudios de Microscopía electrónica y de fuerza atómica

A continuación, se muestran los resultados de las micrografías obtenidas por microscopía electrónica
de barrido (MEB) y  Microscopía de fuerza atómica (MFA),  sólamente  para el  sistema  (vi) fueron
obtenidas micrografías de las dos técnicas (vi-MEB y  vi-MFA). La Figura 6.6.1 corresponde a los
sistemas (i) y (ii), la 6.6.2 a los sistemas (iii) y (iv), la Figura 6.6.3 muestra los sistemas (v)  y la imagen
vi-MEB, la 6.6.4 muestra la imagen vi-MFA y el sistema (vii), finalmente la Figura 6.6.5 muestra el
sistema (viii).

La  Figura 6.6.1 muestra la  morfología esférica  de las estructuras  (i) y  (ii); el tamaño promedio de
éstas coincide con los datos obtenidos por DDL, en ambos sistemas las estructuras no fueron mayores a
los 100 nm (Tabla 3).

i                                                                          ii

Figura 6.6.1, micrografía MEB del sistema (i) y micrografí MFA del sistema (ii).
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En la Figura 6.6.2 se aprecian las estructuras esféricas de los sistemas  (iii) y (iv).  El tamaño de
partícula  coincide  con el  tamaño  medido  mediante DDL,  tal  cual  se  observó en  los  dos  sistemas
previos.

La Figura 6.6.3, muestra las estructuras del sistema (v) por MFA; se observa la morfología esférica y
su tamaño, mayor que para las estructuras de los sistemas previos y alrededor de 1/4 de micra; respecto
al sistema  (vi),  se observan dos tipos de estructuras, unas esféricas y otras alargadas, coincide este
patrón  con  la  imagen  obtenida  por  MCF (Figura  6.5.7),  asi  mismo,  hay correspondencia  entre  el
tamaño estimado por MEB y los datos de DDL y MCF.

(iii)                                                                       (iv)

Figura 6.6.2, Micrografias MEB de los sistemas (iii) y (iv). Las 
flechas señalan algunas estructuras.

(v)                                                                            vi-MEB

Figura 6.6.3, Micrografia MFA del sistema (v) y micrografía MEB del sistema 
(vi).
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La Figura 6.6.4 muestra un patrón de MFA típico para un liposoma, esto confirma la presencia de
estas  estructuras  en  el  sistema  (vi).  La  micrografia  MEB del  sistema  (vii),  muestra  una  de  las
estructuras presentes  con morfología poco esférica  igual a la que se observa en la imagen  de MCF,
coincide el tamaño mayor a los 200 nm (Tabla 3).

La micrografia MEB del sistema (viii) muestra estructuras esferoides de más de 300 nm. Todas las
microscopias MEB o MFA sirvieron para mostrar la morfología de las partículas de los ocho sistemas
estables, además para verificar el tamaño que se estimó con DLS.

vi-MFA                                                                (vii)

Figura 6.6.4, Micrografia MFA del sistema (vi) y micrografía MEB del sistema 
(vii). La flecha señala una estructura liposomal apenas visible.

Figura 6.6.5, micrografia MEB del sistema (viii).
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6.7 Resumen de análisis de resultados

La distribución que presenta el  DPPC en las  estructuras  obtenidas (Lipomic) es en una bicapa,
similar al de las estructuras liposomales. Los termogramas de las Figuras 6.4.1-6.4.10 muestran el pico
calorimétrico de  la  transición de la  fase conocida como  Pβ' a  la  fase  Lα [Pentak,  2014],  pero  no
presentan la pretransición que todo termograma de una bicapa a base de DPPC muestra; esto implica
que  las  bicapas  de  los  Lipomic  llegan  a  presentar  algunos  monómeros  de  tensoactivo
intercaladoprovocando que haya zonas asimétricas en la bicapa, se sabe que éstas dan la apariencia a la
zona de ondulaciones, de hecho, el colesterol promueve tambien "dominios" mucho más ordenados en
la bicapa y esto afecta la pretransición [Cevc et al, 1991; Malcolmson et al., 1997; Nordén et al., 2001;
Pentak, 2014].  Todos los termogramas, excepto el del sistema (iii), mostraron un cambio en el perfil
calorimétrico en  el  segundo y tercer barrido,  aunque el  tercero fue prácticamente el  mismo que el
segundo, esto sugiere que el calor promueve un reacomodo de la bicapa, asi mismo, el ancho del pico
calorimétrico (función de la cantidad de bicapas, entre menor número de éstas el pico es más ancho),
corresponde a multicapas [Belsito et al., 2005; Kresheck & Mihelich, 2003; Panicker, 2007], el sistema
(iv) debe  ser  el  de  mayor  número  de  bicapas  de  DPPC. La  emisión  de  fluorescencia  en  toda  la
estructura de la partícula, implica que el fosfolípido fluoromarcado, está formando una micela mixta al
interior  de  la  estructura,  lugar  apto  para  construirse  a  partir  de  monómeros  cónicos  como  el
Tween-Span (curvatura positiva) [Heerklotz & Epand, 2001; Jespersen et al., 2012; Lähdesmäki et al,
2010]; rodeando este núcleo, se encuntra al menos una bicapa de DPPC, entorno con menor curvatura
favorecido por monómeros cilíndricos. El colesterol  posiblemente es alojado en la bicapa, pues esta
zona es espacialmente más apta que el centro micelar mixto; quizá por ello nunca se vio una relación
directa entre la cantidad de Tween-Span y colesterol. Los valores de  Tm de todos los termogramas
mostraron diferencias con respecto a la  Tm de una bicapa de DPPC puro, por ello éstas en el sistema
desarrollado no están constituidas sólo por fosfolípido, eventualmente alojan cantidades mínimas de
Colesterol y Tween; el Span debido a su hidrofobicidad, posiblemente no lo esté pues  la bicapa le
favorece  un efecto  hidrófobo constante, mientras el  núcleo micelar  mixto  no. El  sistema (vi),  con
presencia de dos estructuras, mostró sólo un pico en su termograma, esto es indicio de que ambas
partículas, una con un núcleo hidrófobo y la otra con uno acuoso,  presentan prácticamente la misma
composición en su bicapa de DPPC, de lo contrario, se habría visto más de un pico en el termograma,
este dato apoya el hecho de que el núcleo se constituye preferentemente de Tween-Span y la bicapa
sólo  llega  a  alojar  algunos  monómeros. Los  sistemas  con  partículas  menores  a  100 nm  podrían
presentar  propiedades  farmacéuticas  interesantes  debido a  que la  inmunogenicidad en  torno a  una
estructura de transporte de fármacos, se incrementa con el tamaño [Chandan et al., 2010].
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7  
Conclusiones



1. Mediante estudios de equilibrio de fases, fue posible diseñar trayectorias
que  permitieron  la obtención  de  una  nueva  generación  de  estructuras
nanométricas  con  posible  uso  en  el  campo  farmacéutico.  Dipalmitoil
fosfatidilcolina y  Colesterol fueron empleados en  la  obtención de  la
estructura denominada Lipomic mediante un método reproducible a partir de
estados  de  equilibrio  de  baja  aleatoriedad  correspondientes  a  sistemas
micelares cercanos al punto de enturbiamiento.

2.  Se obtuvo una estructura nueva, constituida por un núcleo micelar
mixto  a  base  de  Tween-Span,  rodeado  por  al  menos  una  bicapa  de
Dipalmitoil  fosfatidilcolina;  esta  estructura  podría  ser  un  vehículo  de
transporte  de  fármacos  de  naturaleza  hidrofóbica;  dependiendo  de  la
composición del sistema, es posible obtener  pequeñas partículas coloidales
similares a las de una microemulsión (sistemas  i-iii) o partículas mayores,
incluyendo liposomas  (sistema vi). 

3.  En este trabajo fue posible obtener  estructuras nanométricas sin  el
empleo  de  disolventes orgánicos (una  meta  de  la  química  verde) y  sin
métodos mecánicos como la extrusión o cualquier otro proceso semejante. La
obtención de liposomas o emulsiones, sistemas semejantes a los obtenidos, se
dan mediante el empleo de disolventes orgánicos y métodos mecánicos para
dotarlos, en promedio, del mismo tamaño de partícula.
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Abstract Keywords 

In the present work, we show that we obtained nanometric structures made of water, 
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DPPC), cholesterol (Chal ), and a mixture of 
ethoxylated and non-ethoxylated sorbitan fatty acid esters (Tween 20, Span 20, Tween 80, and 
Span 80) by mixing all of them near the cloud point temperature (cp) of the ethoxylated 
surfactant. The influence that the constituents had on the size of the particle was determined 
by a pseudo-ternary phase diagram of waterITween-Span/ OPPC-Chol; the colloidal particles 
obtained were studied by differential scanning ca lorimetry, confocal f1uorescence microscopy, 
scanning electro n microscopy, and atomic force microscopy. These studies were made for all 
the systems with at least 23 d of colloidal stability. The most stable system was obtained with 
the Tween 80-Span 80 pair, behaving as a typical suspension for 48 d; this system was made of 
water, Tween 80-Span 80 (80:20), OPPC-Chol (95:5) in a corresponding molar ratio of 
48:37:100:10. The colloidal particles obtained were a kind of emulsion and liposome structures. 
The second stable system was obtained with the same mixture, but in a molar ratio of 8:6:9:0, its 
structure was also a kind of emulsion particles. In both systems and in other less stable ones, 
the "emulsion particle" was completely new, it structurally corresponds to a nucleus of mixed 
micelles surrounded by at least one bilayer of OPPC. 

Cloud point, drug carrier, phase diagram, 
Tween 20, Tween 80 
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Introduction 

One of the goals of current pharmaceulical research is the 
development of sorne vehicles or structures with drug­
carrying capacity, by increasing the amount of these drug 
carriers, we cou ld probably improve many medical treatments 
for diseases like AIDS or Caneer (Carbone et al. , 2014; Chen 
el al., 2013; Kandadi el al., 2011; Murgia el al. , 2010; 
Torehi li n, 2005). Liposomes are probably the most elaborate 
drug carriers; since they are made of biocompatible com­
pounds as phospholipids and eholesterol (Chol). and sinee 
they have a closed structure in a spherical geometry with a 
central aqueous core, thi s site can lransporl hydrophilic 
eompounds (Pentak, 2014; Pippa el al., 2012; Ruozi et al. , 
2005). The assembly of phospholipids in the Iipid bilayer of 
Iiposomal membrane can be explained by the only spatial 
distribulion of phospholipids possible: geomelrieally lhey are 
eylinders, as shown by lheir effeelive paeking parameler (epp) 
(Murgia et al., 20 10; Otten et al., 1995; Rupp et al., 2010); but 
there is another possible arrangement of these cylinders in a 
non-closed geometry which is simply known as lamellar 
struelure (Alia & Givli , 2012; Siminovileh et al., 1987). In 
sorne works, phospholipids have been used as inlerfacial 
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stabilizers in lipid pharmaceutical emulsions (Carbone et al., 
2014; Jing et al. , 2014; Li et al., 2013) or in the produetion of 
mixed micelles in which the phospholipid/surfactant ratio 
leads lo the formarion of non-liposomal structures (Kresheck 
& Mihelieh, 2003; Liang el al. , 2011; Rupp el al. , 2010). The 
use of compounds as phospholipids or surfactants in the 
formation of nanometric structures with a potential use as 
drug carriers, requires the knowledge and control of the critic 
paramelers of the manufacturing process such as Ihe tem­
perature and the amount of constituenls in the syslem, 
because the kind of nanometric structure obtained is their 
funetion (Sagar et al. , 2007). Phase diagrams are the best tools 
for the control and reprodueibility of any melhod for 
obtaining drug carriers in which surfaclants and phospho­
lipids are used. Ethoxylated sorbitan fatty acid esters can 
bui ld different kind of nanometric structures depending on 
their concentration and temperature, their binary phase 
diagram shows Ihat most surfactants al amounts smaller 
than 20%w/w, present spherical structures called micelles 
(M ukherjee et al. , 20 11 ; Tadros, 2005), an inerease in 
temperature promotes the insertion of more surfactant mono­
mers into the micelles; because the hydrogen bonds between 
the oxygen of the ether group of the ethylene oxide chain of a 
surfactant and the hydrogen of the water molecules of 
hydration break, as a con sequen ce, the aggregation number 
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of micelles in creases, these structures grow, and the medium 
beco mes turbid at a particular te mperature known as c10ud 
point temperature (ep). The minimum value of ep is known as 
lower critical solution temperature (LCSn, if the increase in 
temperature is constant, the system will separate into two 
phases: a surfactant-rich phase and a surfactant-poor phase 
(Inoue & Misono, 2008). In the area near the cp , at a 
temperature below the ep, the water-micelle interfacial 
tension is very low and there are big micelles with capacity 
for containing, under the speci fic thermodynamic conditions 
of the cp , substances like phospholipids and Chol for 
promoting the assembly of non-micellar structures with 
different morphology, size, stability and pharmaceutical 
properties. For sorne works surfactant solutions are used at 
a ep ternperature or even higher in order to rernove organic 
solules from waler (Melo el al., 20 14; Mukherjee el al. , 201 1), 
thi s confirms the irnportance of micellar solutions of 
ethoxylated surfactants near the ep for capturing or attracting 
the hydrophobic compounds. A similar phenomenon of 
separation of phases, can be produced by addition of 
inorganic or organic salts to nonionic surfaclants in aqueous 
media, this alternative is important for removing organic 
thermolabile molecules from water (A lvarez et al. , 2012). 

In this work, we show that we obtained a new kind of 
nanometric structure with possible use as a drug carrier and 
liposomes, they are made of DPPC, Chol, they are compounds 
used in Iiposome manufacturing and Tween 20- Span 20 or 
Tween 80-Span 80, they are nonionic surfactants used in 
pharmaceutical industry due lo their low cost, biodegradabil­
ity and biocompatibility (Alverez et al., 2015). We found the 
controlled conditions for obtaining the nanometric structures 
by using binary phase diagrams of ethoxylated surfactants and 
pseudo-ternary phase diagrams of all substances. 

Materials and methods 

Materials 

For the experi ments we used 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphatitylcholine (DPPC, Sigma, 99% purity, SI. Louis, 
MO), Chol (Aldrich, 98% purity, Milwaukee, WI), sorbitan 
monolaurate (Span 20, Fluka Chemika, Steinheim, Germany), 
sorbitan monooleate (S pan 80, Sigma, SI. Louis, MO), 
polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween® 20, Sigma, 
Taufkirchen, Germany), and polyoxyethylene sorbitan mono­
oleate (Tween® 80, suilable for cell culture, Sigma-Aldrich, 
De isenhofen, Germany). For the instrumental analys is we used 
fluorescein sodium salt (NaFi, fluorescent tracer, Sigma­
Aldrich, SI. Louis, MO), dextrose (anhydrous, Sigma­
Aldrich, St. Louis, MO), 1,2-dimyristoyl-sll-glycero-3-phos­
phoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) (ammo­
nium salt) (RhB , purity>99%, Avanti Polar Lipids Inc" 
Alabaster, AL), and NaCl (ACS reagent, J,T, Baker, 
Deventer, The Netherlands), 

Methods 

General method 

We used pairs of DPPC-Chol and Tween 20- Span 20 or 
Tween 80--Span 80 and water; all of them were mi xed by a 
rotary evaporator (Buchi r-3, Switzerland) at a cp temperature 

J Liposome Res. Early Online: 1- 12 

Water m ass fract ion 

Figure l. Pseudolernary phases diagram coupled lO binary phase 
diagram. Some amount of ethoxylated surfactant in water (Cw , in the 
example, it cou ld be the corresponding LeS1) is on Tween-Span/water 
ax is of ternary diagram and al lhe same lime is lhe basis x-axis on binary 
diagram of surfaclanl, the addition of DPPC-Chol to Tween- Span/water 
system, lakes lo Ihe inside of lernary diagram (blue arrow) , Ihe addilion 
is al room lemperalure, after. lhe system is mixed al Ihe lemperature 
corresponding lO lhe cp of Lhe amount of surfaclanl in Lhe case of Tween 
20 or at a temperature o f 1 or 2 oC below the cp in lhe case of Tween 80. 
The particles obtained after process are shown as function of size in 
different colors in Ihe pseudolernary phase diagram. 

corresponding to the amount of Tween 20 used or at a 
temperature near the ep of lhe amount of Tween 80 
used, without taking into consideration the amount of 
Span (Figure 1). The mixture was st irred 35 min at 120 rpm 
at a normal atmospheric pressure. after that, the system was 
cooled, a sample was obtained, and the size of the particle and 
the colloidal stability time (maximum system time as a 
collo idal suspension without flocculation) were determined at 
room temperature. A pseudo-ternary phase diagram of the 
system of work, can show different zones corresponding to 
the size of the particle obtained and a plot of the amounts of 
DPPC- Chol and Tween-Span versus time of colloidal 
stability can show the most stable systems. The instrumenta l 
analysis was made for all systems with at least 23 d of 
colloidal stability for elucidating the kind of particles that 
were obtained by this new method. 

Critical mieelle coneentration o/ Tween 20 and Tween 80 

Tween 20 or Tween 80 solutions were made in deioni zed 
(S implicity® Millipore, Darmstadt , Germany) and filtered 
water (PVDF membrane 0.2 ¡tm of pore size, Pall Gelman, 
Port Washington , NY) and the surface tension for each one of 
them was determined by the equipment which was designed 
and described in a previous work (Pardo-Cervantes et al. , 
20 11 ), the critical micelle concentration (eme) values were 
obtained by the Gibbs adsorption isotherm integrated near the 
eme (Eguation 1; Novelo-Torres & Gracia-Fadrigue, 2005). 

( I ) 

Where 1r = (0'0 - 0') is the surface pressure, 0'0 is the 
surface tension of pure water at 20 oC, O' is the surface tension 
of the solution of surfactant , 'Trlllax is the maxi mum surface 
pressure, rmax is the two-dimensional maximum surfactant 
surface concentration , R is the gas constant , T is the absolute 
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temperature, Xcmc is the mol fraction of eme and X is the mol 
fraction of surfactant ; Equation ( 1) predicls a linear behavior 
between 7r and In X data, only near the cme (where r ---+ r "'llX' 
X ---+ X CI/IC and 7r ---+ 7r",ax ) , its intercept is 7rll/ax - r'lI/axRTInXcmc 
and the slope is r maxRT. 

Billary pllase diagram of surfaelants in water 

Different Tween 20 or Tween 80 solut ions were made on 
de ionized and fi llered waler, all of lhem were healed and lhe 
ep was obtained through visual determination, the plot of cp 
versus surfactant (%w/w) was made with the data. The Tween 
20 Solulions were smaller than 10%w/w and lhe Tween 80 
ones were less than 18%w/w. 

Pseudo-ternary pIJase diagram of watermveen-Spall/ 
DPPC- Chol alld colloidal slability time 

The amounts of surfactants that we worked wilh were bigger 
than the previously evaluated cmc. Using the binary phase 
di agram of the ethoxylated surfactants as a template (wi thout 
taking into eonsideration the amount of Span), many 
trajectories were made for mixing all eonstituenls at the 
temperature corresponding to the cp of the amount of 
surfactant in the case of Twee n 20 or at a temperature of 1 
or 2 oC below the cp in the case of Tween 80. The slart ing 
mi xlure was water, DPPC- Chol (in three mass ratio of 100:0, 
95:5, and 90: 10 respecti vely) and Tween 20-Span 20 or 
Tween 80-Span 80 (in both cases, in three mass respective 
rat io of 100:0, 95:5, and 90: 10), the constituents were mixed 
in a rotary evaporator for 10 mio al less than 30 rpm al room 
temperature, then they were heated (as previously mentioned) 
by 35 mi n at 120 rpm under normal pressure; the suspension 
obtained was cooled at room temperature and the size of the 
parl icle of the sample taken was measured by dynamic light 
scatlering (DLS) (Nicomp 380 ZLS , software ZPW388 
version 1.89 supplied by lhe manufaclurer, San Diego, CA) 
al 25 oC (±0.2 oC, Peltier lhermoeleclric e lement of Nicomp 
380ZLS), at 0.8902 cp of dynamic viscosity and a 1.333 
refrac ti ve index, they are parameters of water al 25 oC 
(Weissberger, 1987), the average size was determined by a 
Gaussian analysis (plot by volume), di fferenl colored areas 
were drawn with the data regarding the size of lhe particle, all 
of them based 0 0 a particular size range, io the respective 
pseudo-lernary phase diagram. Stabi lity time studies were 
made for all the obtained systems; this parameler corresponds 
10 lhe time when the suspension is not separated ioto two 
phases, with the data a 3D stability lime plot was made based 
on the mass percentage of Tween- Span and DPPC-Chol. 

Differential scanning calorimetry 

Calorimetrie studies were made to analyze the kind of spatial 
arrangement of the DPPC in the obtained slructures. The 
scanning ealorimetric experiments were performed using a 
Microcal VP-DSC (Northampton, MA); prior lo lhe scans, all 
Solulions were degassed while stirred under vacuum, then an 
excess pressure of 3 atm was applied 10 each sample cell 
during the scans, these were performed from lOto 80 OC with 
sean rate of l K mjn - l . Water versus water seans were 
performed prior to the seans of t.he di ffe rent aqueous solutions 
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of the samples reported in this work. Sample seans were 
routinely exeeuted three times in order to confirm the 
repeatability and thermosensitivity of the samples; between 
each sean the samples were left standing for 15 min at 10 °C 
in order 10 assure thermal equilibrium. The heat eapacity 
profiles were analyzed after the subtrae tion of water versus 
water sean. The pre- and post-transit ion baseli nes were 
establi shed from indepeodent linear least squares adjustments 
to the data points of the pre- and post-transition regions, then 
a sigmoid baselines under the transition peak was bui lt laking 
into aeeount lhe profil e of the transition peak and the 
experime ntal pre- and post-transition basel ines; the data 
manipulation was done using the software supplied by the 
manufacturer. The thermograms obtained show the Cp value 
in Cal/OC because the eomposilion of lhe ana]yzed systems 
did not match with the pure compounds. 

Confocal fluo rescellee microscopy 

Fluorescence sludies were made lo determine ex istence of 
aqueous central cores and the DPPC spatial arrangement in 
the obtained struetures; the studies were made using RhB or 
NaFi , The firsl compound was put into the hydrophobic 
mixture in a mass ralio of DPPClRhB 99: 1; NaFi was 
prepared in deionized waler al 0.2%w/v and final pH = 7.25 
(±O.OO I , Orion 920A +, Thermo Electron Corporalion, 
Waltham, WA) and il was added into the hydrophobic 
mixture, the non-eneapsulated NaFi was extracted by Donnan 
membrane equil ibrium (MWCO: 3500 Spectra/Por with a 
29 mm diameter, SpectrumLabs, Los Angeles, CA) using a 
Solulion of Dexlrose 3 mM and NaCI 3%w/w in a volume ratio 
of NaFi-suspension/dexlrose- NaCI 1:20 with changes of 
solution every 12 h for 3 d. RhB-suspension or aFi­
suspeosion was analyzed under a lOa x plan apochromalic 
oi l-immersion objeclive wilh a Zeiss LSM 5 Pascal con focal 
syste m (Zeiss, l ena, Germany), using a 560 nm excitation 
wavelength for RhB or a 460 nm for NaFi. 

Scal1ll illg electron microscopy alld atomic force microscopy 

The morphology and size of the obtai ned struetures were 
confirmed by the scanning electron microscopy (SEM) or 
atomic force microscopy (AFM) studies; a drop of the 
suspension was put onto the stub of the samples analyzer, it 
was air dried, then it was eovered with earbon and gold, and 
after that, it was examined by using a JEOL 35CF scanning 
electron microscopy (Tokyo, Japan). The samples studied by 
the AFM were air dried (7- 8 d) and then examined by using a 
TMSPM mul ti mode atomic force microscopy (Digital 
Instruments, Lrvine, CA) at room te mperature (only in sunny 
days), operating in lapping mode with a RTESP canti lever 
(0.01-0.025 Ohm-<:m phosphorus (n) doped Si L 11 5-135 ¡¡m 
w 30-40 ~lmf227-3 1 6 KHz, from Veeco, Plainview, NY). The 
average size ofthe particle was analyzed from the SEM or AFM 
images in order to compare it with the results obtajned by DLS 
and con focal f luorescence microscopy (CFM). 

Results 

Critical micelle concentration 

The determined eme of the two ethoxylated surfactants is 
shown in Table l . The surfaetant amounts in th.is work were 
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Table l. Critica l mice ll e concentralion of ethoxylated 
surfactants. 

Tween 20 
Tween 80 

eme (mM) 

7.95 
3.84 

eme (%w/w) 

9.7 X 10- 3 

6.01 X 10- 3 

Binary phase diagram of Tween 20 and Tween 80 
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Figure 2. Binary phase diagram of ethoxylated surfactant , the plol shows 
an empiric fit line o f experimental data. 

bigger than the eme determined. Tween 80 is more hydro­
phobic than Tween 20, their corresponding HLB values are 15 
and 16.7 (Tadros, 2005), Tween 80 has shown the lowest CIIlC, 

in faet, the Tween 20 is a deri vative of a 12 Carbon ([2C) 
fatty acid, it is more hydrophilic than the other surfactant 
deri vati ve of an unsaturated fatty aeid of 18 Carbons (18C). 

Binary phase diagram 

The binary phase diagrams obtained for the two surfactants 
are shown in Figure 2. The diagram shows a cp at higher 
temperatures for Tween 80; the Tween 20 has a 12C 
hydrophobie tale, while the Tween 80 has an 18C one and 
it presents an unsaturation, probably the Tween 20 micelles 
present a more positive curvature than those of Tween 80 
because the packing of its monomers geometrically similar to 
a cone is better in the micellar structures than the packing of 
Tween 80, which does not have the shape of a cone due to its 
unsaturation (Atia & Givli , 20 12; Jespersen et al. , 20 12); 
probably due to this, the Tween 20 micellar structures are 
smaller than those of Tween 80 and they eannot uptake 
surfactant monomers at lower temperatures compared to 
Tween 80; another possible explanation is related to the 
solvation water molecules that surround every surfactant; the 
molecules of water that surround every monomer of Tween 
80, show an organization called " iceberg", this arrangement 
is due to the important cleavage of hydrogen bonds between 
water molecules and surfactant monomers (Shinoda, 1977), 
lhis mean s that the arrangement of the water molecules 
surrounding the hydrocarbon chain, due to the hydrophobic 
effect, is similar to the arrangement of ice since the movement 
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Table 2. Lower critical so lution temperature 
(LCSn of ethoxylated surfactants. 

Tween 20 
Twee n 80 

LCST (% w/w, oC) 

3.2,35 
5, 6 1.5 

of the water molecules decreases; the 12C chain does not 
affeel lhe hydrogen bonds or lhe molecular movement of 
water as the 18C chain does, due to this reason, the Tween 
80-water system needs more energy to increase the mobility 
of the hydroearbon ehain firsl and lhen lhe breakdown of lhe 
"icebergs" surrounding the hydrocarbon chain, these phe­
nomenon promotes the insertion of more surfactant mono­
mers in growi ng micelles at higher temperatures for Tween 80 
compared to Tween 20, as a consequence, the cp of Tween 20 
is smaller lhan lhe cp of Tween 80. The LCST of lhe 
ethoxylated surfactants is shown in Table 2. 

Pseudo-ternary phase diagram and colloid stability 
time 

As a result of the experiments, eight stable colloidal 
suspensions were obtained from all the elaborate systems ; 
they are shown on Table 3. In Figures 3-5, we only presenl 
the systems whkh produced the most stable suspensions, but 
there are other two systems, their charts are not shown and 
they are analogous to the charts shown in Figures 3-5. Every 
stable suspension obtained from the five systems (the ones in 
Figures 3-5 and the ones which are not shown there) is shown 
on Table 3. As a matter of fact, 18 systems were made: nine 
by using the pair Tween 20-Span 20 and the rest by using the 
pair Tween 80-Span 80. As previously mentioned, only eight 
stable suspensions were obtained from 5 of the 18 elaborate 
systems. Figure 3 corresponds to the system of Tween 80-
Span 80 80:20, DPPC-Chol 95:5 ; lhree suspensions were 
obtained from this system (Table 3, rows 2-4). One of them 
was the most stable suspension obtained by lhis new method. 
Figure 4 eorresponds to the system of Tween 80-Span 80 
80:20, DPPC-Chol 100:0 and Figure 5 eorresponds lo lhe 
syslem af Tween 20-Span 20 80:20 and DPPC-Chol 100:0; 
all figures show a pseudo-ternary phase diagram with its 
corresponding stability plot, the color code corresponds to the 
size range of the particle, including a color for the hetero­
geneous zones whkh refer lo the suspensions with small 
white floating particles at the end of process, a fe w minutes 
later, the suspensions separated into two phases. 

In Figure 3(a), suspension that was slable for 48 d is shown 
along wilh lwo suspensions lhal are less slable (36 and 26 d, 
see Table 3), lhe size of lheir particles is of 250 nm al Ieast, 
probably the Chol eould only improve the eolloidal stabilily in 
systems with Tween 80-Span 80 80:20 beeause in the rest of 
systems, an increase of the heterogeneous zones in the phase 
diagram was observed as a function of the amount of ChoL In 
Figure 4(a), maximum eolloidal slabilily of 38 d for 
suspensions with particles with a size near to 250 nm is 
shown, all of them without Chol. In Figure 5, the results 
shown are interesting because it is possible to obtain 
suspensions with small particles by using this new method 
wilh lhe Tween 20-Span 20 pair wilhoUI Chol and a colloidal 
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Table 3. Systems analyzed by DSC, CFM, SEM, and AFM. 

System 

Tween 80-Span 80 80:20 DPPC-Chol 95:5 
Tween 80-Span 80 80:20 DPPC-Chol 95:5 
Tween 80-Span 80 80:20 DPPC- Chol 95:5 
Tween 80-Span 80 80:20 DPPC-Chol 100:0 
Tween 20-Span 20 80:20 DPPC-Chol 100:0 
Tween 20-Span 20 80:20 DPPC-Chol 100:0 
Tween 80-Span 80 100:0 DPPC-Chol 100:0 
Tween 80-Span 80 90: I O DPPC-Chol 100:0 

Surfactant 
amount 
(% w/w) 

3.25 
7.9 
4.15 
4.5 
1.95 
1.9 
9.1 
0.61 

DPPC-Chol 
amount 

(% w/w) 

3.2 
4.3 
7.8 
2.3 
0.5 
0.97 
6.1 
2.1 

DPPC/Choll 
Tween/ 

Span molar ratio 

100: 10:48:37 
20:2: 19:1 5 

20:2:5:4 
9:0:8:6 
2:0:4:3 
1 :0: 1. 1 
5:0:4:0 

20:0:3: 1 

Heterolleneus system 

~ 
~ o 

0,1 ~ 

<S>'" 

'" ~ Q)~. 
O,3 ¡t--_--~-_--+-_= .... ">-,O.O O 

0,7 0,8 0,9 1 ,0 

Water mass ratio 

Figure Stability 
number Symbol time (days) 

3 v; 48 
3 vii 36 
3 viii 26 
4 v 38 
5 ii 30 
5 29 

iii 25 
;v 22 

Error 
Mean diameter 

diameter (standard 
(nm) 

987.7 
201.6 
378.1 
266 

37.9 
57.1 
79.7 

101 

deviation in %) 

0.0 
5.3 
10.6 
16 

21.3 
26.6 

32 

37.3 
42.6 
48 

54.4 
47.8 
57 
43.3 
83 .7 
75 .3 
69.4 
51.5 

-g 
-g Figure 3. Pseudoternary phase diagram ofTween 80-Span 80 80:20, DPPC--ChoI95:5 and water and the corresponding stability plol. The most stable 
U suspension was obtained with this system. 
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Figure 4. PseudOlernary phase diagram ofTween 80-Span 80 80:20, DPPC-Chol 100:0 and water and Lhe corresponding sLability plot. The most stable 
suspension obtained was a homogenous system by 38 d. 

stability time of 29-30 d, a good drug carrier musl be small , 
with diameters smaller than 100 nm. The other stable 
suspensions (Table 3, rows 8 and 9), were also obtained 

with the Tween 80-Span 80 pair, their respective suspensions 
were stable for 25 and 23 d. In general, lhe less slable syslems 
were found in the Tween 20-Span 20 pair, in fact, it was only 
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Water mass ratio 

Figure 5. Pseudaternary phase diagram of Tween 20-Span 20 80:20, DPPC-Chal 100:0 and water and the carresponding stability plaL The mast stable 
\O suspension was a homogenous system by 30 d and ils particles were small , with di amelers smaller than 100 nm. 
O 
N 

possible to inerease the eolloidal stability up to 30 d when its 
respective mass ratio was 80:20 and wilhout Chol, replacing 
the Tween 20 by Tween 80 inereases the stability, the 
chemical strueture of ethoxylated surfactant has inf]uence on 
the stability and on the capacity of the nanometric structure 
for the absorption of Chol, the different spatial distribution of 
the surfactants implies that the packing of all substances 
improves wilh Tween 80. The systems shown in Table 3 were 
analyzed by differential seanning ealorimetry (DSC), CFM, 
SEM, and AFM. 

Instrumental analysis 

Differelll ial scamúng calorimetry 

In Figure 6, the thermograms of the eight systems of Table 3 
with the same identification eode are shown, eaeh thermo­
gram shows the three scans made in different colors and the 
corresponding majn transition temperature (T nH black for the 
first sean, red for the second and green for the third), 
regarding the Tm of the third sean, it was only shown when the 
Tm measured was different to the T m of the second sean (red 
ehart); the thermogram of the system i was the only one that 
showed two peaks (Too 1 and T 002). 

In general , the thermograms of Figure 6 have shown the 
typical ealorimetric pattern of DPpe when it is organized as a 
bilayer; this arrangement exhibits two phase transi tions: a pre­
transition (Tp) at approx. 34.5-35.4 oC (whieh separates the 
tilted gel phase, Lfi , from the ripple gel phase, Pfi -} and the 
main transition (Too) at 40-42.3 °C (Penlak, 2014; Soeaeiu 
et al., 2000; Zhao et al., 2007); lhe Iipids are in a rigid and 
well-ordered arrangement under the T m (ripple gel phase, 
Pfi ·), and in a liquid-erystalline phase over the Too Oamellar 
Iiquid-erystalline phase, La) (Ceve, 1990; Panieker, 2008), 
our nanometrie struetures do not show a pre-transition peak 
and their main transition is similar to the main transition of 
pure DOpe, similar to the liposomal structures made with this 
phospholipid (Pentak, 2014). Previous works about lipid 
emulsions and mixed micelles produeed for rransporting 
drugs have shown lhe thermogram obtained for these 
struetures (Jing et al. , 2014; Liang et al. , 2011 ); regarding 

the lipid emulsion made of dimyristoylphosphatidy1choline 
(DMPC), DPPC, eoeonut oil , and c1omethiazole (Nordén 
el aL , 2001), the thermograms show the main transition of a 
lipid mixture that stabilizes the emulsion ; when clomethiazole 
is added the ealorimetrie peak becomes wider; this is an 
evidenee of the drug insertion in the lipid layer that surrounds 
lhe oil drop; Chol and olher hydrophobie eompounds do lhe 
same in lipid bilayers of liposomes and other lipid emulsions 
(Carbone et al. , 2014; Ma1colmson et al., 1997; Zhao et al., 
2007); regarding the phospholipids-surfaetant mixtures, for 
example, DMPC and dodeeyldimethylphosphine oxide 
(APOI2) in whieh lhe amount of phospholipids is smaller 
than the surfactant, the mixed mieelles are the favored 
struetures, thi s is verified with calorimetrie studies, the 
respecti ve work showed how the calorimetric peak corres­
ponding to phospholipids in a liposomal bilayer is lost at 
molar ratios of DMPC/APOl2 of 1:0.95, lhis is due to the faet 
that the particle in the system does not have many moleeules 
of DMPC for building a bilayer and the only possible 
strueture that the eompounds can build is a mixed micelle 
(Kresheek & Mihelieh, 2003). The previously mentioned 
works and the thermograms of Figure 6 allow us lo know that 
the nanometrie strueture made with this new method is not a 
typical mixed miceJle and that the DPPC is organized as a 
bilayer as it is in liposomes or in layers as in the case of lipid 
emulsions; regarding the thermo-sensiti vi ty of the nanometric 
struetures obtained, only the system ih showed the same 
thermogram in their three ose seans; this implies that the rest 
of the suspensions experienced a spatial reconfiguration of 
their eonstituents due lo the heat, and after the third scan, the 
final strueture is lhermodynamically less slable than lhe first 
strueture eorresponding to firsl sean. 

Confocal fl uorescence microscopy 

The images obtained by fluorescence sludies of nanometric 
struetures of Table 3 ean be seen in Figure 7. The 
identification code of lhe systems is the same as the one 
shown in Table 3, only the system vi was marked with NaFi or 
RhB (vi-NaFi or vi-RhB images) because it presented 
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Figure 6. Thermograms of the eigth systems of Table 3 with lhe same identification codeo In general, the second and lhird sean (red and green chans) 
were differenl to the first sean (black chart), in Ihe case of thermogram j, T mi and T",2 and the corresponding black charts, were obtained by the firsl 
sean, red T m and eharts eorrespond to seeond sean, as we have mentioned for the other systems. 

structures that are similar to liposomes and other totally 
hydrophobic structures; NaFi could confirm the presence of a 
central hydrophilic core in the Iiposomal structures of the 
system vi; RhB can only show the distribution of the 
hydrophobie pan in the rest of struetures of all the systems; 
every micrograph shows a scale bar. As previously mentioned, 
the presence of liposomes and a kind of "emulsion partic1e" 
were only found in system vi; this "emulsion particle" is very 
sim.il ar to the hydrophobic partic1es in the rest of the systems, 
due to this reason, the RhB emits f1uorescence in all the 
structure, except in the liposomal struclure of the system vi, 
where its nuc1eus do nol emits f1uorescence (dark nuc1eus) as 
shown in previous works (Subongkot et al., 2013); the use of 
NaFi, a hydrophilie fluoreseent marker, eonfirmed that the 
liposomal nuc1eus is an aqueous compartment (Figure 7, 
vi-NaFi image), nol all the struclures of the system vi have 
that hydrophilic core, systems vi-RhB and vi-NaFi were made 
with the same DPPC-Chol and Tween 80-Span 80 propor­
tions The new kind of " emulsion partic1e" (that we named 
" Iipomie") is only differenl in size and morphology. The 
DPPC arrangement should be the same for all the structures, 
as it has been shown in the OSC thermograms. It is important 
to mention that the size of the partic1e of the systems i-iii was 
smaller than the size of the partic1es of the system iv-viii, as it 
had been shown in the DLS sludies (Table 3, eighth eolumn) 
and lhe CFM mierographs, 

Scanning electro" microscopy and atomic fo rce microscopy 

The mierographs obtained by the SEM or AFM made for all 
the stable systems of Table 3 can be seen in Figure 8. For a 
particular system, we only show a SEM micrograph or an 
AFM micrograph; but for the system vi we show both 
micrographs. The morphology and the average size of the 
nanometric structure obtained can be seen in the micro­
pgraphs, only in system vi the presenee of two kinds of big 
particJes was found; a group of them were more " translu­
cent" than the rest of partic1es and nol all of them were 
spherical, as it was previously shown in the CFM micro­
graphs. The vi-AFM image showed two particies with a kind 
of a central region similar to the ones seen in the liposomal 
struetures by AFM studies (Ruozi et al., 2005). In general, the 
structures of the systems i- jii were smaller than the rest of the 
structures, as it was shown in the CFM micrographs. Finally, 
the average sizes of all the particJes observed in the SEM­
AFM studies, were similar to the ones observed in the OLS 
sludies (Table 3). 

Discussion 

In general, the spatial distribution of the OPPC in all the 
lipomic obtained by this new method, is in a bilayer, similar 
to a liposomal membrane. AH the obtained thermograms 
correspond to the transition from p p . phase to Lo. phase 
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Figure 7. Micrographs CFM of the systems of Ihe Table 3. In general, all systems show Ihe existence of a lotally hydrophobic particle, excepl in the 
system vi, where is possible lo see hydrophobic partic\es and liposomes. 

(Pentak, 2014), the pre-transi tion di sappeared beeause all 
systems have a few non-DPPC molecules in the bilayer; as a 
consequenee, the order of the bilayer is deereased beeause the 
non-DPPC moleeules must be promoting the nonsymmetrieal 
lamellar areas, whieh fosters the emergenee of waves on the 
surfaee of the bilayer (Ceve, 1990; Malcolmson et aL, 1997), 
In faet, the Chol distribution in the bilayer is not homoge­
neous, lhe areas near lo the Chol-rieh phases are more 
organized and the areas near the Chol-poor phases are less 
organized (Jespersen et aL, 2012; Pinto et al. , 2013), this 
probably increased the eolloidal stability in the systems vi­
viii, the only ones with Chol (Table 3). All systems, exeept 
system iii, exhibited a ehange in the calorimetrie pattern 
between the first and seeond sean, the third sean was almost 
the same as the seeond sean whieh suggests that heat 
promoted a spatial reeonfiguration of the constituents in the 
bilayer. The system i , shows two ealorimetrie peaks, thi s 
demonstrates that in the system there are two kinds of 

nanometrie struetures in whieh the distribution of DPPC is 
very si milar andJor sorne arnounts of Tween 20 are in the 
bilayer in two different ratios, for this reason, the Tm values 
were different at I.r c in the first sean (blaek plot and blaek 
T m of thermogram i of Figure 6); this was practieally the same 
value for the seeond and third scans, where the heat must have 
promoted a spatial reeonfiguration in the bilayer; the eorres­
ponding CFM mierograph showed a totally hydrophobie 
strueture. The RhB , a lipid f1uoreseent traeer, was inserted in 
the bilayer and in the central eDre (the structures look like red 
points), this suggests that the nucleus must be a mixed mieelle 
formed, in a bigger proportion, by Tween 20 and Span 20 and, 
in a smaller proportion by DPPC (and RhB when it is used) 
beeause the majority of the lipids are in the bil ayer; some 
previous works have shown the influence the number of lipid 
bilayers have on the liposomes on the calorimetric pattern 
obtained, the broad peaks eorrespond to a low number of 
bilayers and narrow peaks correspond to a high number of 
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Figure 8. Micrographs SEM or AFM of lhe systems o f the Table 3. Only for the system vi were made SEM and AFM studies; the whiLe arrows poinr 
out sorne particles. 

T Surfsctsnf 

8 DPPC 

Figure 9. Lipomic , the new kind of particle. The structure was obtained 
by mi xing of DPPC-Cholrrween-Span/water in the proxirnity of cp, il 
has a mixed micelle in iLs nucleus, the DPPC molecules are forming a 
bilayer thal surround it. 

bilayers (Belsito et al., 2005 ; Kresheck & Mihelich, 2003; 
Panicker, 2008), probably in lhe slruelure of lhe syslem ; there 
is at least one bilayer of DPPC, the Figure 9 shows a model 
ofthi s new kind of nano me trie strueture withspherieal 

morphology (as shown in micrograph ;-SEM of Figure 8). 
In general, the T m showed different values al 4 or 2 oC to the 
Tm of a bilayer formed only by OPPC; many previous works 
have shown that thi s phenomenon happens when there are 
OPPC and other hydrophobic compounds in the bilayer 
(Bel si to et al., 2005; Zhao et al., 2007), due to thi s reason, the 
T m decreases as a function of the amounls and the kind of the 
olher hydrophobic compounds inserted in the bilayer, this 
suggests that there are sorne molecules of Tween 20 in the 
OPPC bilayer, probably there are not any moleeules of Span 
because this surfactant is more hydrophobic than Tween and it 
could prefer lhe central coreo Regarding the size of the 
particle, the amount of Tween 20-Span 20 used (Table 3, 
eighth column) corresponds to the amounts of micellar 
solutions with small particles (binary phase diagram of Tween 
20, where the surfactant is less than 2%w/w in water); due to 
this reason, lhe average size of the nanometric structures was 
smal!. The results of the calorimetric and the CFM studies for 
the systems ii and iii were very similar (fluorescent small 
points); in these systems there are small Iipomic similar to the 
colloidal particles in thesystem i, but in the system ii 
apparently there are two kinds of structures, one of them is 
a mieell ar mi xed surrounded by a DPPC bilayer with many 
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moleeules of Tween 20, in faet in the syslem ii, there are more 
amounts of Tween 20 compared to system i (Table 3, fourth 
column), due to this reason it is possible to see a small peak 
near to 33.4 oC, the other particle must have less monomers of 
Tween in the bilayer beeause the corresponding peak is bigger 
and shows a Tm near lo Tm of lhe bilayer of pure DPPC (black 
plot and black T m of thermogram ii of Figure 6). Regarding 
the system iii, its calorimetric pattern and the CFM miero­
graph are suggesting the presence of a mixed micellar nucleus 
surrounded by a DPPC bilayer wilh a few monomers of 
Tween 80, analogous to the particles of systems i and ii, as 
shown in Figure 9. The molar ratio of DPPC{fween 80--Span 
80 of system iv has shown the biggest amounts of DPPC 
(Table 3, fourth column), it shows a calorimetric peak very 
similar to the peak eorresponding to the DPPC multilayers in 
MLV liposomes (Belsilo et al. , 2005). Probably lhe majorily 
of the Tween 80--Span 80 form s the central mixed mieelle of 
the Iipomic obtained, where the rest of DPPC form s more than 
one bilayer around the nucleus of the particle (it is si milar to 
the particle of Figure 9 wilh more lhan one bilayer); because 
of lhis, lhe Cp was the highest of the Cp's obtained, lhe 
multil ayer of DPPC implies more hydrophobic interactions 
between Iipids, in addition to this, the average size of the 
particles was bigger than the average size of the particles in 
syslems i-iii, as is il can be observed in the CFM and SEM 
micrographs (images iv of Figures 7 and 8). The particles of 
system v must be similar to the particles of systems i-iv, this 
is supported by the ealorimetrie pattern and the CFM 
mierograph. The bi layer of DPPC should have sorne amounts 
of monomers of Tween 80 and lhere musl be at least one 
bilayer surrounding the central mixed micelle made of Tween 
80--Span 80. The morphology of the struetures is spherical as 
shown in the CFM and AFM studies (mierographs v of 
Figures 7 and 8). 

Regarding the system vi, thi s was the only system that 
showed the presence of liposomes and Iipomic. The thermo­
gram only showed one peak with T m near to the T m of the 
Iiposomes of DPPC (blaek plot and blaek Tm of thermogram 
vi of Figure 6), probably there are not many moleeules of 
Chol andlor Tween 80 inserled into lhe bilayer, due to thi s 
reason the T m did not decrease much ; this was the case of the 
systems i and v. In addition to this, the Chol must be inside 
the bilayer because there is not a 101 of space in the packing of 
the constituents in lhe central mixed micelle, compared lo lhe 
DPPC bilayer, for accepling lhe Chol or because the curvature 
of the mi xed mieelle would change a lot if the Chol were 
inserted in that place, inereasing the risk of destabilization 
(Atia & Givli, 2012 ; Vamparys et al. , 2013), due lo this reason 
a direct relation belween the amounts of Tween-Span and lhe 
amounts of integrated Chol was never observed. The system 
vi has confirmed two points: (1) the spatial arrangement of 
DPPC in all Iipomie eorresponds to a tipie bilayer whieh is 
only differenl in the number of bilayers andlor in the kind and 
amounl of the non-lipid compounds inserted; due to thi s 
reason, the liposomal structures and the hydrophobic struc­
tures of system vi, only different in their kind of nucleus (as 
observed in vi-NaFi and vi-RhB micrographs of Figure 7) 
have shown one calorimetric peak; (2) the nucleus is formed 
by Tween-Span and, of course, by sorne amounts of DPPC, 
depending on the system, the lipid bilayer can ¡nsert some 
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monomers of Tween, but the majority of lhem form lhe mixed 
micelle; only in the system vi, all the compounds found the 
thermodynamic conditions for building two kind of structures; 
one of them is a Iiposomal structure and the composition of its 
DPPC bilayers was practically the same as the bilayers of the 
lipomic, due lo lhis reason, lhe eorresponding thermogram 
on ly shows one calorimetric peak; thi s confirms that surfac­
tants were not inserted in the liposomal structures. The only 
region with capacity to capture them is the bilayer (under the 
cp conditions of the system vi). In the other structures with a 
mixed micelle in its core a similar phenomenon must be 
happening; this suggests that a temperature near to the cp, 
does not allow the insertion of Tween nor Span because the 
bi layer is subjeet to a strong hydrophobic effect compared to 
the central eore, in addition to this, the packing of the nuc1eus 
of lhe particle, struclure with a curvature that is more positive 
than the bilayer, requires monomers with a conic geometry 
and the bilayer requires monomers with cylindrical geometry 
(Heerklotz & Epand, 2001; Vamparys et al., 2013). Finally, 
the average size of parlicles corresponds to big structures, as 
shown in lhe results of lhe CFM, SEM, and AFM studies 
(micrographs vi of Figures 7 and 8). Many structures were 
spherical and the rest were like a wire. The systems vii and 
viii, showed thermograms and CFM mierographs that are 
similar lo the rest of the systems, their structures musl be 
similar to the particle of Figure 9. The structure of system viii 
has more DPPC bilayers than the particles of system vii 
because the calorimetric pattern of system viii (Figure 6) is 
narrower than the other, in fact the average size of the 
particles of system vii is smaller than lhe one of the particles 
of the system viii (eighth column of Table 3 and micrographs 
vii and viii of Figures 7 and 8). In addition to this, the 
morphology of systems vii and viii was less spherical than the 
rest of the particles. 

Finally, it was possible to obtain a new generation of 
structures named lipomic due to the conditions of the cp 
which promote the growing of the mixed micelles of the 
Tween-Span pair that eventually contains sorne DPPC 
monomers and the rest of the DPPC are attracted lo the 
surface of lhe mixed micelle due lo lhe high hydrophobic 
effeet for building the bilayer (Heerklotz & Epand, 200 1), 
eventually, sorne molecules of Tween andlor Chol are 
anchored to the bi 1 ayer. A recent work has shown the 
influence of an organic salt in aqueous systems of Tween 20 
or Tween 80 (Alvarez el al., 2015); choline chloride can 
trigger phase segregation when the ternperature is increased, 
the Tween 80 is more easily "salted out" than the Tween 20; 
there is a possibility that the choline group of DPPC 
could have promoted a similar effecl and it could have 
helped in the building of the lipomic because the DPPC could 
be increasing the arrival of monomers of Tween to the central 
mixed micelle, because it is a different phase than the aqueous 
phase that surround the particle, it is Iike a " phase 
segregation" . 

Conclusions 

We obtained structures with DPPC organized in a bil ayer as 
they do in liposomes; lhe model of the Iipomic (Figure 9), as 
we have called to lhe parlicle, can explain all thermograms 
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oblained and lhe CFM micrographs of syslems 4-8 (SEM and 
AFM lOO), bul concerning lo lhe syslems wilh small parlicles 
(syslems 1-3), lheir f1uorescent micrographs showed red pinls 
(Figure 6), due lo lhe resolulion of lhe microscope and lhe 
s ize of the s tructures, probably the re are not particles with an 

aqueous central care, they would be s imilar to lhe particles of 

the systems 4-8; the Iipomic is a mixed micelle nucleus made 

of Tween- Span and sorne DPPC monomers , surrounded by at 

leasl one bilayer of DPPC, this struclure could be another 
option for carrying hydrophobic compounds, lhi s is the case 
of skin drugs (Li el al. , 2013; Subongkol el al. , 2013). 
Depending on the constituents of the systems, it is poss ible to 

obtai n small colloida l pa rticJes, s imilar to the particles of 

microemulsions (systems i- iii) or big particles, including a 
system with Iiposomes and a kind of lip id e muls ion particles 

(systems iv-viii). Depe nding o n the adminis lration s ite, a 

syslem could be bener than the other and probably, lhe drug 
capturing efficiency of the Iipomic could be bener for the 
hydrophobic compounds. 

The production of liposom es or lipid emuls ions, systems 

wh ich are very s imilar to the hydrophobic particle obtained in 

thi s work, involves the use of arganic solvents and mechanical 

methods in arder to g ive to the particJes the same average size 

(extrusion, sonication, etc.) (J ing el a l. , 20 14; Kandadi et al., 
20 11 ; Pippa el al., 2012; Socaciu el al. , 2000; Zhao el al. , 
2007). Through lhis experimenlal proposal, il was possible to 
obtai n nanometric structures without organic solvents (a green 

chemistry goa l) and w ithout methods like extrus ion , which 

involve lhe use of hazardous solvents and an addilional 
experimental process, respec ti vely. It was possible to get 

nanome tric s lructures in a conlrolled way and based on 

equilibrium phase studies, thi s way, the reproducib ility of the 

method is guaranteed. 
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