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1. Bevezetés

Az él6 szervezetek igen komplex rendszerek, melyek miikodése szamos Osszehangolt
¢s harmonikusan miikoddé folyamat Gsszessége. Az egyes szervezOdési szintekben felfelé
haladva egyre nagyobb mértéki a komplexitds, amely megneheziti az ilyen rendszerek
vizsgalatat, tanulmanyozasat. A gydgyszeripar az egyik legjobban fejlédo iparagnak tekinthetd
a vilagon. Ahhoz, hogy egy Uj gyogyszerhordozot, vagy hatéanyagot kifejlessziink, illetve
vizsgaljuk annak lehetdségét, hogy egy adott anyag alkalmazhato-e a gyogyszeriparban,
szamos kutatast kell elvégezniink.

A sejt az ¢él6 szervezet legkisebb szervezddési szintje, és mint ilyen, mar dnmagaban is
egy Osszetettebb rendszer. A sejtben fontos kivalasztasi és szervezési folyamatok zajlanak (pl.
fehérjék szintézise), emellett a sejtmembranon keresztiil lezajlo transzportfolyamatok 1ényeges
szerepet toltenek be az ¢€l0 szervezet miikodésének fenntartasaban (pl. idegmiikodés,
impulzusatvitel, érzékelés). A transzportfolyamatok és a bioldgiai folyamatok jelentOs része
hatérfeliileteken zajlik (pl. tdpanyag felszivodas, enzimatikus lebontas, lizoszomalis lebontas).
A hatarfeliilet mindsége befolyasolja, hogy milyen természetli anyagok képesek kdlcsonhatasba
Iépni, adszorbealddni, athatolni rajta. A sejtmembranon vald athatoldst szamos tényezo
befolyasolja, akar csak azok kisérleti modelljei esetében.

Az egyes anyagok membrannal vald kdlcsonhatasanak vizsgalatara alkalmas modell
rendszert haszndl a Langmuir-technika.l!’ 1 Ebben az esetben a modell membran
karakterisztikdja, a kisérleti paraméterek, mint hdmérséklet, feliileti fesziiltség szabalyozhato,
¢és konnyen valtoztathato. El6ny6s a rendszer egyszeriisége, konnyl alkalmazhatosaga és
ugyanakkor kis anyagigénye. Segitségével jol definialt koriilmények kozott kaphatunk a
molekulak kolcsonhatdsarol informaciot. Kialakithatunk egy vagy két molekularétegbdl allo
lipid filmet szilard hordozon is, és ezek vizsgalataval (AFM, fluoreszcens spektroszkopia, stb.)
tovabbi informaciékhoz juthatunk.®! Ezen indokok alapjin doéntdttem én is a Langmuir-
technika mellett, hiszen a korszer(i kisérleti moédszerek gyakori bonyolultsaga mellett ez egy jol
kezelhet6 rendszer, mégis értékes eredményekkel szolgal ahhoz, hogy kovetkeztethessiink a
rendszerilink viselkedésére.

A Langmuir-technika megjelenése 6ta széles korben hoditott teret az ilyen jellegli
vizsgalatokban. A kutatasok kiinduldépontjat altalaban egyszert és jol jellemezhetd, viszonylag
konnyen modellezhetd rendszer képezi. A vizsgaland6 anyag és a molekulafilm kdlcsonhatasa,
a membran affinitas kvantitative meghatarozhat6. Az ilyen jellegli klcsonhatas szerepet jatszik
a hatdéanyag transzport mellett az antibakterialis hatas, vagy a sejt toxicitas jelenségében is.

Munkdm soran kationos tenzidek membran affinitdsat vizsgaltam viz/levego
hatarfeliileten lipid monoréteggel. A modell rendszer kialakitdsa Langmuir-kadban tortént, és a
kisérleteket is itt végeztem el. A sejtmembran egyszertsitett modelljét egy ikerionos szerkezetii
lipid (dipalmitoil-foszfatidilkolin, DPPC) rendezett, unimolekularis rétege képezte. A
kisérletekhez az alkil-ammoniumsok csaladjaba tartoz6 dodecil-trimetil-ammonium-bromidot
(DTAB) ¢és tetradecil-trimetil-ammonium-bromidot (TTAB), mint feliiletaktiv anyagokat
valasztottam. A membrannal valdé kolcsonhatast tobb koncentracié esetén vizsgaltam
penetracios mérésekkel. Tanulmanyoztam a lipid film tomdorségének hatasat a penetracid
mértékére, és elemeztem a feliiletaktivitds és membran affinitas kapcsolatat.



2. Irodalmi attekintés
2.1 Hatarfeliiletek
2.1.1 A hatarfeliiletek

A heterogén rendszerekben kozos, hogy a jellemzoiket ugyanazok a tulajdonsagok
hatarozzak meg, mint a fazisok jellemzd6i, az Osszetétel, a szerkezet és a hatarfeliileti
kolcsonhatdsok.  Heterogén  rendszer legegyszeriibb  kialakitasanak  moddja, ha
termodinamikailag két inkompatibilis, egymassal nem elegyedd, véges Kkiterjedésii
makroszkopikus fazis érintkezik egymassal. Elegyedés tehat nem jon létre, de a fazisok
érintkezésekor kialakul egy sok esetben kicsiny (legalabb atomi, maximalisan 10 nm)
vastagsagu hatarréteg, melyben a tulajdonsagok az egyik fazis belsejébol a masik fazis belseje
fel¢ hirtelen, de nem ugrésszeriien valtoznak. A kis kiterjedés miatt nevezhetjiik Oket
hatarfeliileteknek is, amelyekben az elébbi okbdl kifolydlag a tulajdonsdgok eltérnek a
tombfazisbeli tulajdonsagoktol.

Tobbféle hatarfeliiletet kiillonboztetiink meg az érintkezd fazisok tipusa alapjan. A
hatarfeliilletek vizsgalata szamos esetben lehetséges modellek segitségével, mint példaul
membranok transzportfolyamatainak tanulmanyozasa, gyogyszerhordozok szabalyozott
hatéanyag leadasa, gyogyszer hatdsmechanizmus vizsgalata, stb. Ebbol kifolyolag nagy
kutatasi jelentdséggel rendelkeznek a természettudomanyok szamos teriiletén is, pl. az
elvalasztastudomanyban, vagy emulzidk eldallitasa, stabilizalasa soran.

2.1.2 Lipid monoréteg kialakulasa levegd/viz hatarfeliileten

A hatarfeliileten térténé unimolekularis film kialakitasara leggyakrabban alkalmazott
anyagok az ugynevezett amfipatikus molekuldk. Ezek jellemz6en rendelkeznek kiilonb6z6
szénatomszamu, apolaris tulajdonsagu, hidrofob lanccal, amely garantalja, hogy a molekula ne
legyen vizoldhato, és egy hidrofil fejcsoporttal, ami biztositja a molekula hatarfeliileten torténd
szétteriilését. Az ilyen tipusi molekuldk feliiletre torténd jutdsanak oka a rendszer
szabadenergia-csokkenése, amelynek kovetkeztében a molekulak feliileten vald adszorpcidja
onként végbemend folyamat. A szabadenergia-csokkenés oka, hogy a vizmolekulak egymas
kozotti intenziv kolcsonhatasa 1ényegesen nagyobb, mint a lanc és a viz kozotti kicsiny, de
pozitiv kohézio. A hatarfeliiletre jutva az alkillancok ko6zott is pozitiv, de gyenge vonzas
figyelhetd meg.[!! Mivel az alkillanchosszanak névekedésével a vizben valé oldékonysag egyre
csokken (pl. zsirsavak, alkoholok), a hosszt alkillanci molekulédk esetében 1j technikara van
sziikség a monoréteg kialakitdsdhoz. Ebben az esetben illékony oldoszerrel (altaldban vizzel
nem elegyedd, szerves oldoszerrel) teritik szét a molekuldkat a hatarfeliileten. Az igy kialakitott
feliileti réteg a viz feliileti fesziiltségét csokkenti és oldalnyomast fejt ki (Agnes Pockles,
1891.).21 Az adott molekula feliileti fesziiltség csokkentd hatasabol kovetkeztethetiink az
adszorpcié mértékére. Mivel a feliileti fesziiltség csokkent, ezért egyértelmil, hogy a molekuldk
felhalmozodtak a feliileten, igy az adszorpcid pozitiv. A molekuldknak a feliileten
felhalmozddott mennyiségét Gibbs nyoman Gibbs-féle adszorpcios tobbletkoncentracionak (I;)
nevezziik, és érteke a feliileti fesziiltség csokkenésébél a kovetkezoképpen szamithato [41:

— Y- yrxding. (2.1.2.1)

RT
ahol y a folyadék feliileti fesziiltsége, a; az i-edik komponens aktivitasa, I; pedig az i-edik
komponens Gibbs-féle adszorpcids tobbletkoncentracidja feliiletegységre vonatkoztatva. Az



egyenlet két komponensi oldatra, amikor az oldoészer feliileti tobbletkoncentracioja 0, €s hig

oldat esetén, amikor az aktivitas kozelithetd a koncentracioval (a = c):
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(2.1.2.2)

2.1.3 A feliileti fesziiltség és annak mérése Wilhelmy-lemez modszerrel

Egy homogén fluid fazis esetében, a felszinen elhelyezkedd folyadékrészecskéknek
feliilr6l nincsenek szomszédjaik, ezért kevesebb kolcsonhatdsban vesznek részt, mint a
tombfazisban 1év6 tarsaik. Ebbol kifolydlag a felszinen 1évo részecskékre hatd erdk nem
egyenlitik ki egymast, tehat a felszinen 1év0 részecskékre a tombfazis irdnydba mutato eredd
eré hat. Az erd kovetkeztében a felszini folyadékrészecskék a tombfazisba szeretnének
behtizodni, emiatt a folyadék feliilete mindig a lehet legkisebb lesz. A folyadék feliiletének
novelésekor az eredd erével szemben, részecskét szeretnénk juttatni a felszinre, amihez munkat
kell végezni. A feliiletnek tehat tulajdonithatunk energiat, és nyilvan ez az energia ardnyos lesz
a feliilet nagysagaval. Az ardnyossagi tényezd pedig a feliileti fesziiltség, amely ebbdl
kifolydlag definidlhat6, mint a feliilet izoterm, reverzibilis koriilmények ko6zott torténd
egységnyi megnoveléséhez sziikséges munka.

A feliileti fesziiltség mérésére szamos modszer ismeretes, ilyen az altalam is
alkalmazott, erémérésen alapuld, Wilhelmy-lemez moddszere. Ezzel a modszerrel mérik a
feliileti fesziiltséget a Langmuir-technika esetén is. A modszer 1ényege, hogy a mérend6 oldatba
egy elektromérlegen filiggd, platinalemezt meritiink allandd sebességgel, koriilbeliil a lemez
kétharmadaig. Ezt kdvetéen a lemezt a bemeritési sebességgel kihuzzuk a folyadékfazisbol,
amig az ki nem szakad a folyadékfelszinbdl. A lemezre hat6 er6kbdl szamithato a folyadékfazis
feliileti fesziltsége:

F = F; — Fg +2(t +w) xy,,ycos0, (2.1.3.1)
ahol Fe a lemez sulyabol, Fg pedig a felhajtoerdbdl szarmazd erd, t a Wilhelmy-lemez
vastagsaga, mig W a szelessége, vy a folyadek feliileti fesziiltsége, 6 pedig a peremszog.
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2.1.3.1 dbra: A folyadékba meriilé Wilhelmy-lemez és fontosabb paraméterei

A lemez kiszakitasakor mérhetd eré a 2(t + w)y,ycosf kifejezésre egyszerlisodik, ami a
nedvesedési fesziiltség és a peremvonal hossz szorzata. A peremszog teljes nedvesedés esetén
nulla, igy a kiszakitaskor mérhetd er6bdl a feliileti fesziiltség adodik. A mérés soran a lemezre



hato er6t érzékeny elektromérleggel mérjiik, a kiértékeléshez szamitogépes program all
rendelkezésiinkre.

2.2 Langmuir-technika
2.2.1 Langmuir-filmek

Az oldhatatlan unimolekularis filmek torténelme egészen az Okorig nyulik vissza.
Plinius az dkori gorog tudos és filozofus mar jegyzett fel megfigyeléseket, miszerint a sz¢€l altal
feltarajosodo vizet a hozzaontott olaj lecsendesiti. A mult szazadban Agnes Pockels és Lord
Rayleigh javasoltak eldszor, hogy az lipid film lehet unimolekularis vastagsagl, és Agnes
Pockels bizonyitotta elészor, hogy a molekuldk a feliiletre merdlegesen helyezkednek el. Az
attorést ezen a teriileten és az unimolekularis filmek tanulmanyozasanak lehetdségét 1917-ben
Langmuir altal bemutatott Uj koncepciok tették Ilehetévé. 1937-ben mar sikeriilt az
unimolekularis filmet szilard hordozéra vinni, szintén Langmuir és Blodgett altal.[?!

A Langmuir-filmek eldallitasanak alapveto felszerelése a Langmuir-kad néven ismertté
valt eszkdz. A Langmuir-kad 6 része a szubfazist (pl. viz) tarto, inert anyagbol (pl. Teflonbol)
késziilt kad, amely nem szennyezi a szubfazist, tisztasaga elengedhetetlen a filmmel vald
munkahoz. A szubfazis feliiletén hozzuk 1étre az unimolekularis filmet, az erre alkalmas anyag
szétteritésével. A kad tovabbi fontos része egy feliileti fesziiltség mérésére alkalmas szenzor,
lehetéségiink van a kialakitott unimolekularis film Osszenyomasara és tanulmanyozasara
kiilonboz6 film oldalnyomasok mellett. Szilard hordozd (pl. liveg, fém, félvezetd lap)
bemeritésével, mikdzben a gattal torténd Osszenyomassal a feliiletet csokkentjiik, a film a
hordozo feliiletére vihetd.

A film létrehozéasakor az unimolekularis film anyagat a megfeleld szerves, illékony
oldoszerben (pl. kloroform) feloldjuk, és az oldatot a szubfazis feliiletén szétoszlatjuk. Az
oldoszer elparolgésat kovetden a molekuldk a szubfézis feliiletén teriilnek szét. A megfeleld
film képzést szdmos tényezd befolyasolja, koztiik a filmet létrehozd molekula természete
(részecske-részecske kolcsonhatasok), a szubfazis tulajdonsagai (pH, ionerdsség, hdmérséklet,
stb.).

Maéra szamos természet- és orvostudomanyi kutatasban alkalmazzak az oldhatatlan
unimolekularis filmek hagyomanyos, valamint tovabbfejlesztett valtozatait (pl. nanorészecskés
filmek), és segitségiikkel 1) felfedezésekre jutnak, melyek eldsegitik a tudomany €s az ipar
fejlodését.

2.2.2 Lipid Langmuir-film

A kiilonboz6, Langmuir-technikaban is alkalmazott modellanyagok, mint a lipidek
jellemzden az apolaris szénlanc hosszanak novekedésével egyre kevésbé oldodnak vizben. Az
unimolekularis film kialakitasa a viz/levegd hatarfeliileten ezen esetekben gyorsan parolgd
oldoészerrel torténik. A terités és az oldaliranya Osszenyomas kovetkeztében keletkezd
unimolekularis film molekuldinak hatérfeliileti orientacidja a kapillaraktiv vagy feliiletaktiv
anyagok viselkedéséhez hasonlé méddon irhatéd le. A hatarfeliileten torténd felhalmozdodasuk
szintén a feliileti fesziiltség csokkenését eredményezi, melynek mértéke a lipid feliileti
felvitt anyag mennyiségének novelésével, illetve a hatarfeliileten orientalodott molekulak
Osszenyomasaval is megvalodsithatd. A Langmuir-technika esetében ez igen egyszeriien, a kadat



teljesen atérd korlat mozgatadsaval torténik. A molekuldk rendelkezésére allo tertilet
csokkentésével az oldalnyomas nd, amelynek szamértéke a feliileti fesziiltség (y) csokkenésével
egyenld.tl Az oldalnyomas novekedése annak koszonhetd, hogy a rendszer szabadenergidja
csokken, mivel a kisebb feliileti fesziiltségli folyadékfelszin igyekszik kiterjedni a nagyobb
feliileti fesziiltségti feliilet rovasara. A molekulak oldaliranyu 6sszezsufoldsa a gaz allapotbdl a
kondenzalt folyadék analog allapoton keresztiil a ,,szilard” filmek kialakuldsdhoz vezethet. Az
Osszenyomads hatasara bekovetkez6 filmrétegben torténd valtozasokra az oldalnyomés-teriilet
(egyetlen molekulara juto feliilet) izotermakbol nyerhetiink informaciot. A lipid filmek ilyen
izotermdja nagymértékben fiigg a lipid tipusatdl (pl. alkillanchossziisaga, semleges vagy
toltéssel rendelkezd csoport). Evekkel ezelétt Stallberg-Stenhagen és Stenhagen kezdte el a
lipid monorétegek ilyen vizsgalatat, majd a késébbiekben szamos kutatd igazolta az
eredményeket az izotermak analizisének segitségével €és egyéb technikakkal (pl. fluoreszcens
mikroszkopia).[!

Az izotermak felvételének modja, barmely kialakitott lipid monoréteg esetében
megegyezik. A lipid megfelel6 oldoszerben, 4altaldban kloroformban, diklérmetanban
elkészitett oldatat szétteritjiik a szubfazis feliiletén és varunk, amig az oldoszer elparolog, majd
osszenyomjuk a filmet a kivant oldalnyomasig a megfelel6 sebességgel, amely elegendéen kicsi
ahhoz, hogy barmilyen kinetikus hatast elkeriiljiink, de ugyanakkor elegendéen gyors ahhoz,
hogy a kisérleti id6 ne befolyasolja a mérést. Az elsd izoterma felvétele Agnes Pockels nevéhez
fliz6dik (1891), aki viztartd kadként egy lapostanyért, mig a feliileti fesziiltség mérésére egy
gombot alkalmazott. Sztearinsav filmet hozott 1étre, és az egyszerii eszkozokkel is sikeriilt
korrekt izotermét felvennie.[®!
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2.2.2.1 abra: A Pockels-féle kisérlet, a filmmérleg elve

2.2.3 DPPC unimolekularis lipid film

A foszfokolinok a sejtmembran legfébb komponensei, igy a kiilonbdzé kémiai anyagok
sejtmembrannal vald kolcsonhatasanak tanulméanyozasara érdemes kémiailag hasonlo, vagy
megegyez0 csoporttal rendelkezd molekuldkkal dolgoznunk. Az ilyen vegyiiletek egyik
tokéletes példaja az altalam is vizsgalt dipalmitoil-foszfatidil-kolin (DPPC), de szamos mas
lehet6ség is adodik, mint példaul a dioleoil-foszfatidil-kolin (DOPC).

A DPPC monomolekularis filmek egy bizonyos oldalnyomas tartomanyban jellegzetes
alakt szigetekbdl (doménekbdl) allnak. Ezek a szigetek lehetnek bab, S-betii, vagy karéj
formajuak, amely formak eloszlasa nagyon érzékeny a molekulasiiriiségre, amib6l arra
kovetkeztethetiink, hogy a lipid monoréteg nem egyensulyi rendszer. Ugyanakkor
megfigyelték, hogy elegendd id6t (12 h) hagyva a lipid filmnek, a DPPC domének kozel
cirkularissa alakulnak, és, hogy az egyes formak uralkodova valasat befolyasolja az
Osszenyomads sebessége. A kisértekbdl kidertilt az is, hogy az oldalnyomasban bekovetkezd
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csokkenés 0sszefiiggésbe hozhatd azzal, hogy mennyi idot hagyunk a DPPC lipidrétegnek a
relaxaciora.!

A DPPC 23°C-on meghatarozott oldalnyomas-teriilet izotermajat szemlélteti a 2.2.3.1
abra.

LC - LE _«_ « Ré_ ;-z;’lseogj;tate

e~ | Solid-like state

3

= |

£ ’

o ' Li%uid condensed state
3 (LC)

@

£ M Liquid expanded state
o (LE)

&)

o

2

@

Mean molecular area (A-mol)

2.2.3.1 dbra: Egy unimolekuldris lipid film tipikus z-4 izotermdja 1

Az izoterman megfigyelhetoek a jellegzetes szakaszok. A kezdeti tartomanyban, kis
feliileti strliség esetén, a film gaz analog modon viselkedik, a feliileten elhelyezkedd lipid
molekulak kozott nincs kolesonhatas. A teriilet csokkenésével fokozatosan kialakul a lipid
molekuldk orientacidja, és a hidrofob kolesonhatasnak kdszonhetd kisebb molekulatarsulasok,
,,szigetek” képzddnek. Ekkor az egy molekulara esé teriilet csokkentésével (az oldalnyomas
novelésével), a lipid molekulak az LE (expandalt folyadék) fazisba keriilnek. Ebben a fazisban
nem figyelheté meg rontgen diffrakcids jel, feltételezhetéen a molekulak fejcsoportja még
rendezetlen, és az egyes lancok konformacios kiilonbségeket mutatnak. A tovabbi
Osszenyomasra figyelheté meg az LE-LC atmenet, amelyet az izoterman egy plato jelol. Ez a
platé nem minden esetben teljesen vizszintes, amelyet kiilonb6z6 okokra vezetnek vissza, mint
példaul a kisméretli aggregatumok jelenlétére. A két fazis kozotti atmenettel jard
entropiavaltozas a kdvetkezd képlettel fejezhetd ki:

AS = Zepn (2.2.3.1)
dT

ahol . (T) az atmenet oldalnyomasa. A lipid film molekulainak az LC (kondenzalt folyadék)
fazisba valo kertilésével egyre kevésbé lesz 0sszenyomhato a kialakitott film, az oldalnyomas
meredeken novekszik. A filmet a lipid molekulédk tomor illeszkedése és rendezettsége jellemzi.
A tovabbi Osszenyomas eredménye a kollapszus, amikor a monorétegnek 3 dimenzids
tulajdonsagai jelennek meg, mert a molekulak a feliilet f61¢ torlodnak, és a kis tdvolsag miatt
fellép a taszitd kolcsonhatds. A molekularis feliiletigény az izoterma ,,szilard” monorétegre
jellemzé szakaszabol hatarozhaté meg extrapolacioval.[’)



2.3 Penetracio Langmuir-filmeken

2.3.1 Penetracio

A biologiai membranok igen komplex rendszerek, amelynek f6 alkotdi a foszfolipidek és a
fehérjék. A membran tulajdonsagok, strukturdk és folyamatok tanulmanyozasara az utdbbi
évtizedekben szamos modell sziiletett. A legtdbbet tanulmanyozott modellek a biomimetikus
lipid monorétegek, vezikulumok és lipid kettOsrétegek. A kiilonb6z6 rendszerek egyarant
rendelkeznek elényokkel és hatranyokkal, de ezek allnak a legkdzelebb a biologiai
membranokhoz. A lipid monoréteg elonyds tulajdonséagai a tobbi rendszerrel 6sszehasonlitva,
hogy a paraméterck tobbsége, mint a kémiai felépitésiik, a molekuldk elhelyezkedése, a
szubfazis tulajdonsagai (pH, ionerdsség) €s a hdmérséklet valtoztathato €s jol szabalyozhat6 a
vizsgalatok soran. Ebbdl kifolydlag igen hasznosnak bizonyultak gyogyszerhatoanyagok,
gyogyszerhordozok, kiillonbozo természetes és szintetikus anyagok, mint feliiletaktiv anyagok
lipiddel valé kolcsonhatdsdnak leirdsara. A kolcsonhatds jellemzése a fentebb emlitett
oldalnyomas-teriilet izotermék &sszehasonlitdsa alapjan torténik.

Penetracios mérések végzése soran kiilonbozd, az alsd fazisban oldott molekulak
membrannal valé kolcsonhatasat tanulmanyozzuk. Ehhez a Langmuir-kadban Iétrehozott
oldhatatlan monoréteg ald injektaljuk a vizsgaland6 anyagok megfeleld oldoszerben elkészitett
oldatat. Az injektalast kovetden, a kolcsOnhatds erdsségének mértékétol fiiggben az
oldalnyomas () névekedését tapasztaljuk, ahogy a 2.3.1.1 abra mutatja. Minél nagyobb az
oldalnyomésban tapasztalt valtozads (4x), annal nagyobb a penetracié hatékonysaga.
Meghatarozva a kiillonb6z6 kezdeti oldalnyomasu lipid filmbe val6 penetracié mértékét, és ezt
a kezdeti oldalnyomas fiiggvényében abrazolva, Az =0-ra extrapolalva megkaphatjuk, az un.
penetracios kiiszob (we) értéket. Ez annak a filmnek az oldalnyomasa, amibe még képes
penetralni az adott anyag.
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2.3.1.1 abra: Modellanyagok penetrdcicja, sematikus dbra és kisérleti gorbe )



2.3.2 Penetracios modell anyagok: feliiletaktiv anyagok

A lipid monorétegeknek szamos vegyiilettel vizsgaltak a kdlcsonhatasat a Langmuir-
technika megsziiletése o6ta. Az amfipatikus tulajdonsagu anyagok penetracios modellanyagként
vald hasznalata széles korben elterjedt, hiszen az apoléris alkillinc jo eséllyel biztositja a
membran kettds foszfolipid rétegén vald atjutast, mig a fejcsoport lehetdséget nyujt a vizes
fazisban valo tartozkodasra, aminek abbdl a szempontbol van jelentdsége, hogy az emberi test
nagy szazalékban tartalmaz vizet és az intracellularis térben is viz talalhatdé. De fontos
megjegyezni, hogy az amfipatikus tulajdonsag mellett egyéb feltételek is adodnak, amiket
érdemes figyelembe venni, mint kémiai egyszeriiség, feliileti aktivitas, aggregacios
tulajdonsagok, biologiai aktivitas, alacsony toxicitas és nagymértékii biodegradabilitas.

A feliilletaktiv anyagok négy nagy csalddba sorolhatdéak jellemzéen a fejcsoport
tulajdonsaga alapjan: nemionos, kationos, anionos, amfoter. Ezen tipusok koziil els6ként a
nemionos feliiletaktiv anyagok, mint pl. a Triton X-100 kolcsonhatasat vizsgaltdk kettds- és
monorétegekkel egyarant. A tapasztaltak szerint ez a feliiletaktiv anyag rendelkezik penetracios
hatékonysaggal. A monoréteggel valo kdlcsonhatasa a penetraciondl leirt hatassal jelentkezik,
vagyis noveli az oldalnyomast [, mig kettdsréteggel valé kolcsonhatasakor a kélesonhatas
harom szakaszra bonthat6 (az egyes szakaszok a koncentracio tartomanyokat jelolik). Az els6é
szakaszban a penetraldo anyag asszocialodott a kettsréteggel, de eltavolithato volt pufferrel
torténé mosas hatasara, épségben hagyva a kettosréteget. A masodik szakaszban mar kotodott
a kettOsréteghez, és egy hatarértéket elérve az adszorpcidé megdllt, és a lipid kettds réteg eltlint,
feltehet6en szolubilizalodott. A hatas a koncentracié novelésével gyorsabb volt. A harmadik
szakaszban a lipidréteg azonnal eltlint, és helyette a feliiletaktiv fedéréteg alakult ki, amely mar
pufferrel sem volt teljes mértékben eltavolithato. 1

A kationos feliiletaktiv anyagok csaladjabol is szdmos példa talalhatd, mint példaul
kiilonboz6 alkil-ammonium-sok, ezen beliil az altalam is vizsgalt DTAB dodecil-trimetil-
ammonium-bromid és ennek kisebb, ill. nagyobb szénatomszamu tarsai TTAB, OTAB, CTAB,
stb., és az arginin alapt kationos feliiletaktiv anyagok. Szamos bioldgiai vizsgalat mutatja azt
is, hogy a kationos feliiletaktiv anyagok fertdtlenitd, antibakterialis hatdsat a nagymeértekdi,
membranroncsol6 tulajdonsagukkal van 6sszefliggésbe. Ugyanakkor lipid monoréteggel valo
kolesonhatas kisérleti talumanyozasa alig talalhat6 az irodalomban. Az arginin alapa kationos
feliiletaktiv anyagok esetében megfigyelték, hogy anionos lipid monorétegbe koénnyebben
jutnak be, mint ikerionos szerkezetiiekbe.*%

Ahogy arrél tobb kézleményben beszamolnak 114 a penetralo anyagok, fiiggéen az
alkillanchosszatol, a fejcsoport toltésétél, a molekula szerkezetétdl, konformaciojatol, eltérd
modon befolyasoljadk a membran tulajdonségokat (fluiditas, diffuzio, stb.), és hatolnak be a
membranba, alakitjak az unimolekularis lipidfilm szerkezetét. Penetraciojuk mértéke ugyanugy
eltérd egymashoz képest, és egy adott anyag esetén a kiilonboz6 koncentracioknal. gy minden
Ujabb anyag vizsgalataval kapott eredmény 1) lehetdséget is hordoz magaban.

2.3.3 A penetracio hatasara bekovetkezo valtozas a lipid film oldalnyomasaban

A lipid filmben a penetracié hatasara bekovetkezé oldalnyomas valtozas értelmezésére
kidolgozott modellek alapja az, hogy a penetralé anyag molekuldinak hatarfeliileten vald
adszorpcioja a kiilonboz6é adszorpcids izotermakkal leirhatd. A két adszorpcids izoterma,
amelyet leggyakrabban alkalmaznak a Langmuir- és a Frumkin-izoterma [*>%¢]. Az adszorpci6
hajtoereje a modellek esetében a mar ismertetett hidrofob kdlcsonhatas. A Langmuir izotermas
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modellek esetében a hajtoerdt konstansnak, mig a Frumkin izoterma modellek esetében a feliilet
boritottsagaval linedrisan novekvonek tekintik. A Langmuir izoterméds modell elhanyagol
minden kolcsOnhatdst a penetrald molekuldk ¢és a hatarfeliileti rétegben adszorbealddott
molekulak kozott, igy a penetracio hatékonysagat a feliilet boritottsaganak mértéke szabja meg.
A Frumkin modell figyelembe veszi az esetlegesen fellépd parkolcsonhatasokat a rendszerben,
amelyek rendre a lipid-lipid, tenzid-tenzid, lipid-tenzid molekulak ko6zott 1éphetnek fel.
Ugyanakkor vizsgalja azt, hogy a penetracié hatékonysagat ezen kdlcsonhatasok koziil melyik
befolyasolja legnagyobb mértékben, és milyen hatassal van a penetraciés modellrendszerre.

A Gibbs-féle adszorpcios egyenlet kétkomponensii rendszer esetén:

—dy =dr = Ldy, + I,du, (2.3.3.1)
ahol y (Nm™) a hatarfeliileti fesziiltség, m (Nm™) az oldalnyomas, I;(mol/m?) az i-edik
komponens feliileti koncentracioja, y;az i-edik komponens kémiai potencialja.

A monoréteg parcialis molekularis teriiletigénye a kovetkezo egyenlettel adhatdo meg:

A, = (%)Am = 4 (2.3.3.2)

ahol A] a tiszta monoréteg hatarfeliileti molekularis teriiletigénye 7 oldalnyomas mellett. A
pedig a hatarfeliilet teljes teriilete, n; (mol) a monoréteg molekuldinak anyagmennyisége a
hatarfeliileten. A 2.3.3.1 és a 2.3.3.2 egyenletek kombinalasaval megadhat6 a penetrald
molekulak feliileti koncentracioja:
1\ (A—A% ar

= () () i), RER
A Gibbs-adszorpcios egyenlet (2.3.3.1) modositasaval, megadhato a 2-s komponens,
penetracios anyag kémiai potencialjanak teljes differencidlja:

d (u1 + rl) = yd (ri) - %duz (2.3.3.4)
du, = (Z—’Z)T’P dc, (2.3.3.5)

A 2.3.3.4 ¢s 2.3.3.5 egyenletek felhaszndldsaval a penetracid fundamentalis egyenletéhez
jutunk:

do = d (u1 + V) = Q(%)TP dC, + yd (rl) (2.3.3.6)

n r, \dc,
A penetraciés anyag ¢és a monoréteg molekuldinak egyarant van maximalis feliileti
koncentraciodja I, és I7+, tovabba az egyes komponensek hatarfeliiletbdl elfoglalt frakcigja:
x; =1; [ Ty (2.3.3.7)
Az adszorpcio fluxusa:

Ja = BCas[1— (x1 + x3)] (2.3.3.8)
ahol C,s a penetraciés anyag diffiizios alrétegben 1évé koncentracidja, [ az adszorpcid
kinetikus konstansa. A deszorpcio fluxusa:

Ja = ax, (2.3.3.9)
ahol a a deszorpcid kinetikus konstansa. Egyenstlyban az adszorpcié és a deszorpciod
kiegyenliti egymast. A kinetikus konstansok Arrhenius-egyenlet jellegii alakja:

B = Boela/RT (2.3.3.10)

a = ayefa/RT (2.3.3.11)
ahol E,, E; az adszorpcio €s a deszorpcio kinetikus energidja. Ha a kinetikus energiak
fliggetlenek a két speciesz feliileti koncentracidjatol, akkor az adszorpcié a Langmuir
adszorpcios izoterma egyenlettel irhat6 le:
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Y2 - K (2.3.3.12)
1-x4 k+1

ahol k a koncentracioval aranyos mennyiség.

Ellenkez6 esetben, amikor a kinetikus energidk fliggnek a két speciesz feliileti
koncentraciojatol, vagyis a feliiletaktiv penetracios anyag taszitdé vagy vonzo kdlcsonhatasban

van a monoréteg molekulaival, a kinetikus energia az atlagos kinetikus energiaval adhaté meg:

Eqa = Eqq+XYi—12Vaali (2.3.3.13)
Az adszorpciot pedig a mddositott Frumkin izoterma egyenlet irja le:
X2 k
x. . kreKin (2.3.3.14)
ahol K a parkolcsonhatasi paraméter:
K. = M (2.3.3.15)
i — 3.3.

Az i megfeleld komponensek jelolésével lehet 1-2 ill. 2-2. Az 1-2 jel6lés a monoréteg
molekulai és a feliiletaktiv penetrdlé anyag kozotti kolcsonhatast jeloli, mig a 2-2 jeldlés a
tenzidmolekuldk egymassal valo kolcsonhatasara vonatkozik. A vonzo kolesonhatas esetében
K;<0, tasztitd kolcsonhatas esetében K;>0. Ha a Langmuir adszorpcios izoterma modell teljesiil,
akkor K;=0.

A Langmuir izoterma modell esetében az oldalnyomas-valtozas:

AT = —RTTpln [1 - 22| (2.3.3.16)
1—X1
A Frumkin izoterma modell esetében az oldalnyomas valtozas 1-2 parkolcsonhatasnal:
X
A = —RTT,,In [(1 - 1_11) - lelxz][lo] (2.3.3.17)

Mindezek alapjan, a penetracio soran bekovetkez6 oldalnyomas ndvekedés koncentracioval és
a monoréteg komprimaltsagaval bekovetkezd valtozasanak tendencidja alapjan megéllapithato
a feliiletaktiv anyag penetracios viselkedése az alkalmazott lipid monoréteg jelenlétében.

2.3.3.1 dbra: A penetricio soran kialakulo adszorpciés-deszorpciés egyensily )
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3. Célkituzések

A szakdolgozat célja a Dbiologiai szempontbol fontos membran affinitas
tanulmanyozasa, illetve modellezése volt fluid hatarfeliileten. Ehhez penetracios méréseket
végeztem kationos, €s ezen beliil az alkil-ammonium-bromidok csaladjaba tartozo tenzidekkel,
lipid oldhatatlan unimolekularis filmen. A kisérleteimhez az intuiciot egy 2012-ben publikalt
cikk adta (41,

Mivel az egyes anyagok membran affinitasa tobb paramétertdl fligg (alkillanchossz,
fejcsoport toltése, alkalmazott koncentracid, oldhatosag, stb.) az ilyen vizsgalatokat tobb
aspektusbol is meg lehet kozeliteni. A modellmembran jellegétdl (alkillanchossz, fejcsoport
toltése, lanckonformacio, stb.) fliggben a penetracids anyag és a mono- vagy kettOsréteg
molekulai kozott felléphet példaul a toltéssel rendelkezd fejesoportok miatt elektrosztatikus
kolesonhatds, vagy a hatarfeliileten 1év6 lipid molekuldkkal torténhet aggregatumképzés,
emellett a tenzid akér ki is szorithatja a lipid molekulakat a hatarfeliileti rétegbdl, ezzel egy 1j
fedoréteget alakitva ki.

Az idézett munkaban antibakterialis hatast mutatd, kationos polielektrolitok membran
affinitasat vizsgaltak. A kiilonb6zo hidrofobicitasti molekula sorozatot ugy hoztak 1étre, hogy
a polielektrolitra (polictilénimin, PEI) tovabbi, pozitiv toltéssel rendelkez6 csoportokat
(kvaterner-ammoniumsok), eltéré hosszusagu alkillancokat (Cg-Cie), valamint az oldhatosag
elésegitése érdekében polietilén-oxid lancokat (PEO) kapcsoltak. Az eredmények azt mutattak,
hogy az amfitpatikus polieletrolitok rendkiviil nagy penetracios képességgel rendelkeznek, igy
felmeriilt a kérdés, hogy ezért a molekulak mely részei a felelések. Ennek vizsgalatahoz
érdemesnek latszott a kis molekulas, kationos feliiletaktiv anyagok membran affinitasaval vald
Osszehasonlitds. Tovabbi, érdekes tapasztalat volt, hogy az adott sorozatban a ndvekvd
hidrofobicitassal a molekula feliiletaktivitsa, illetve membran affinitasa egyarant csokkent.!4!

Az én célkitlizésem az volt, hogy a hidrofobicitas valtozasa miatt bekovetkezd feliilet-
és membranaktivitas valtozast vizsgaljam, egy egyszeriibb molekula esetében. Ehhez az alkil-
ammonium-bromidok csaladjaba tartozo tenzideket valasztottam. A penetracids anyagként
gyakran alkalmazott ilyen tipusu tenzidek a kovetkezéek: OTAB (Cg), DeTAB (C10), DTAB
(C12), TTAB (C14), HTAB (C16). Mivel a rendelkezésemre allo id6 nem lett volna elegendé az
5 tenzid tobb koncentracioban valo vizsgalatara, ezért kivalasztottam koziilikk egyet ahhoz,
hogy tanulmanyozzam, ezen tenzidek milyen membran affinitassal rendelkeznek, illetve, hogy
a membran affinitas valtozasabol kovetkeztetéseket vonhassak le arra, hogy a koncentraciod
novekedésével csokken vagy né a penetracios hatékonysag. Ez az anyag célszertien a DTAB
volt, a szénatomszam medianjaként, bizva abban, hogy a penetracios hatékonysaga elegendden
intenziv, ¢és a mérések reprezentativ eredményeket adnak. Ehhez ezen anyag ot
penetracios méréseket.

A hidrofobicitas novelésével bekdvetkezd valtozasokat is szerettem volna megmutatni.
Ehhez a DTAB kozvetlen szomszédjat valasztottam, a nagyobb szénatomszamu TTAB-t. Az
elvarasaim a két anyag egymashoz viszonyitott viselkedésére az volt, hogy a hosszabb
alkillanccal, a hidrofobicitas novelésével, ugyanolyan mérési kortilmények kozott, a TTAB
feliilet- ¢s membranaktivitasa a DTAB-¢hoz képest nagyobb lesz. Ehhez a DTAB-dal végzett

crer

oldataival is elvégeztem a penetracidos méréseket.
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4, Kisérleti anyagok és modszerek
4.1 Kisérleti anyagok
4.1.1 Lipid-kationos tenzid kolcsonhatasanak vizsgalata

Kationos tenzidek egyszerii unimolekularis lipid modell membrannal valé kolcsonhatasanak
vizsgalata soran, és a kolcsonhatas alkillanchossztol valo fliggésének reprezentdlasdhoz az
alabbi anyagokat hasznaltam.

A lipid film kialakitasahoz:
dipalmitoil-foszfatidil-kolin: (DPPC, M=734,04 g/mol), >99 % tisztasagu lipid (Sigma Aldrich
Kft., Magyarorszag).

o) CHs
P§ I ‘N-CH
CH3(CH2)130H2 O/\g/\o—ﬁ’—o/\véH 9
CH3(0H2)130H2\H/O O 3
O

4.1.1.1 abra: DPPC molekula, Sigma Aldrich Kft.

Penetracios modellanyag:

kationos tenzid: dodecil-trimetil-ammonium-bromid (DTAB, M=308,34 g/mol), >98 %
tisztasagu tenzid (Sigma Aldrich Kft., Magyarorszag). Kritikus micellaképzddési koncentracio
(cmc): 4,6 g dm-3,

(|:H3 Br
CH3(CH2)10CH2—|>|+—CH3
CHa

4.1.1.2 dbra: DTAB molekula, Sigma Aldrich Kft.

kationos tenzid: tetradecil-trimetil-ammonium-bromid (TTAB, M=336,39 g/mol), >98 %
tisztasagu tenzid (Sigma Aldrich Kft., Magyarorszag). Kritikus micellaképzddési koncentracio
(cmc): 1,09 g dm-3,

(;;HS Br
CH3(CH2)12CH2_N+_CH3
CHs

4.1.1.3 abra: TTAB molekula, Sigma Aldrich Kift.

A tenzideket tisztitas nélkil alkalmaztam.
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A vizsgalt koncentraciokat a 4.1.1.1 tablazat foglalja 6ssze.

Koncentracio
Penetraciés modell anyag
(g dm™) (cmc)
0,046 0,01
0,092 0,02
0,92 0,2
DTAB 1,84 0,4
3,68 0,8
4,6 1
0,0218 0,02
TTAB 0,218 0,2
1,09 1

4.1.1.1 tablazat: A vizsgilt DTAB és TTAB oldatok koncentracioja g dm-ben, illetve az

kifejezve.

.« g

A kisérlet soran felhasznalt oldoszerek, tisztitdszerek fontosabb adatait a 4.1.1.2 tablazat

tartalmazza.

Molaris
. o . tomeg | Forraspont | Siiriiség | Tisztasag .
Név Osszegképlet M / T/oC 1/ gem? % Gyarto
g/mol

Kloroform |  CHCl; | 11938 | 61,2 1,48 99, | Fischer
Chemicals

Sigma-

Metanol CH3OH 32,04 64,7 0,792 99,9 Aldrich

Kft.

o1 , Spektrum-

Diklormetan CH.ClI» 84,93 40 1,33 99,9 3D Kft.

4.1.1.2 tablazat: Az alkalmazott oldoszerek fontosabb adatai

Az oldatok elkészitéséhez ¢s a Langmuir-kad tisztitdsahoz kétszer desztillalt vizet hasznaltam.
Ennek vezetdképessége <5 uS, feliileti fesziiltsége 23,040,5 °C-on >72,0 mN m™,
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4.2 Kisérleti modszerek
4.2.1 Langmuir-mérleges mérések

A lipid - kationos tenzid kolcsonhatas vizsgalatahoz az oldhatatlan lipid unimolekularis
filmet Langmuir-mérlegben allitottam el6. A mérleg részei a teflon kad (25x6x0.3cm), a feliileti
fesziiltség mérésére szolgald bal- ill. jobb oldali elektromérleg és a hozzajuk kapcsolddo bal-
ill. jobb oldali Wilhelmy-lemezek, valamint a teflon kadon elhelyezkedé mozgathatd gat
(4.2.1.1 abra).

A Langmuir-mérleg két erdméro6 egysége Nima gyartmanyu (Coventry, Anglia), melyek
érzékenysége: SOUN/m.

A kad tervezése és kivitelezése a ELTE Hatarfeliileti- és Nanoszerkezetek Laboratériuma €s az
MTA MFA egyiittmiikodésében tortént.

| elektromérleg | elektromérleg

Wilhelmy-lemez

teflon kad

4.2.1.1 abra: Langmuir-mérleg sematikus abraja

Az egyszer hasznalatos Wilhelmy-lemez a mérések soran elézetesen kétszer desztillalt
vizben kiaztatott, majd levegdn szdritott, kromatografids sziirépapir (Whatman Chrl) volt,
ugyanis a mérés igen érzékeny a szennyezésekre, emellett a Wilhelmy-lemezként altalaban
alkalmazott platina lemez folytonos tisztitasa nehézséget jelentett volna. A két elektromérlegre
kozel azonos (Ccsak mg-ban eltérd) tomegi, sziirépapir lapka keriilt. A felhelyezést kovetéen
koriilbeliil 5 perc varakozasi 1d6t hagytam, hogy a lapok a kapillaris hatas révén telitddjenek a
kétszer desztillalt vizzel.

A mérések eldtt a kadat alapos tisztitdsnak vetettem ald, amely magaba foglal legalabb
négy olddszeres mosast, a kad esetében diklormetanos, a gat esetében metanolos tisztitast. Az
oldoszeres mosasokat kovetden a kadat kétszer desztillalt vizzel toltottem fel. Két mosas kozott
negyedoranként cseréltem a vizet a kadban. A kétszer desztillalt viz pH-ja normal laboratériumi
koriilmények kozott pH= 5,6-5,8 értékre all be. A kad tisztasagat a mérések elott a viz feliileti
fesziiltségének mérésével ellendriztem, a mérések hémérsékletén, 23+0,5°C-on. A mérés
homérsékletét nem termosztattal, hanem a laboratorium légkondicionalasaval biztositottam, és
higanyos hémérdvel ellendriztem. Az adatok rogzitése szamitdgépes szoftver segitségével
tortént (LBS projectl).

Az igy elokészitett Langmuir-mérlegen a kovetkezd méréseket végeztem el:
1. DPPC unimolekularis filmek oldalnyomas-teriilet izotermainak felvétele
2. DPPC unimolekularis film stabilitasanak vizsgalata
3. DPPC kolcsonhatédsa katinos tenzidekkel: penetracié mérés
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4.2.1.1 Unimolekularis DPPC lipid film izotermajanak felvétele

A DPPC unimolekularis lipid film kialakitasahoz a kétszer desztillalt viz, mint szubfazis
elkészitésekor a tomeget 10 g pontossaggal, analitikai mérlegen mértem be, kdzvetleniil a
kupakos folyadékedénybe. Az oldészer kloroform és metanol elegye volt, amelynek
térfogatszazalékos Osszetétele: 95% kloroform és 5% metanol. A hozzaadas sorrendje 5%
metanol, majd 95% kloroform. Az oldészerek bemérését Hamilton fecskendével végeztem. Az
igy elkészitett oldatot legalabb fél oraig allni hagytam, allas kozben néha-néha dsszeraztam.

A mérések kezdetén bedllitottam a referencia feliileti fesziiltség értékeket, és a
homérsékletet. A lipid oldatot kloroformmal atmosott Hamilton fecskendével cseppenként
juttattam a szubfazis feliiletére. A teljes teritett mennyiség 65 ul volt. Ezt kdvetéen az olddszer
elparolgasara 15 percet hagytam, majd a szoftver paramétereinek beallitisa utan a gat lassu,
konstans sebességgel torténd mozgatasdval felvettem a lipid film oldalnyomas-teriilet
izotermajat. Egy-egy felvett izoterma ciklusa, egy kompresszids és expanzids szakaszbol all.
Minden mérés esetén két izotermat vettem fel. A gat mozgatasi sebessége: 33,9 mm/perc (0,005
A? | (molekula*perc)) volt. Az izotermakat a 0-25 mNm™ oldalnyomas tartomanyban vettem
fel.

4.2.1.2 Unimolekularis DPPC lipid film stabilitasanak vizsgalata

Az elébbiekben leirtakkal megegyez6 modon tisztitottam meg a kddat a méréshez, és
készitettem el az alkalmazott DPPC 0,2 mg/ml-es oldatat. A szubfazisra vald szétterités soran
is azonos modon jartam el. A gat mozgatasi sebessége: 33,9 mm/perc (0,005 A2 / (db*perc))
volt. Az izotermak felvételét kovetden, a szoftver paramétereit stabilitds mérésére allitottam at.

A stabilitds vizsgalatokra azon oldalnyomasokon keriilt sor, amelyen a penetraciokat
terveztem végezni. Ennek megfelelden, a stabilitds vizsgalat soran felvettem a lipid film
kompresszids izotermajat a korabban is alkalmazott sebességgel, majd a kivant oldalnyomas,
10, 15, 20, illetve 25mNm* elérésekor megallitottam a gatat, és a gat konstans pozicidja mellett,
70 percen keresztiil kovettem az oldalnyomasban bekdvetkezd valtozasokat.

4.2.1.3 Penetracio

Az eldbbiekben leirtakkal megegyezd modon tisztitottam meg a kaddat a méréshez, és
készitettem el az alkalmazott DPPC 0,2 mg/ml-es oldatat. A lipid szubfazisra vald teritését
kdvetden megvartam az olddszer elparolgéasat, majd két izotermat vettem fel. A gat mozgatési
sebessége: 33,9 mm/perc (0,005 A2 / (db*perc)) volt. Az izotermak felvételét kovetden, a
szoftver paramétereit penetracié mérésére allitottam at.

A penetraciohoz, vagyis a lipid film és a kationos tenzid kozotti kdlcsonhatas
vizsgalatdhoz a tenzideket analitikai mérlegen mérten be, a kivant koncentracionak
megfeleléen, majd mérélombikban kétszer desztillalt vizben oldottam fel. Az oldatokat
legalabb egy napos allas utan hasznaltam fel. A penetracios méréseket 10, 15, 20, illetve 25
mNm™ oldalnyomassal jellemzett lipid filmmel végeztem.

Els6 1épésként felvettem a kompresszios izotermat. A kompresszids izoterma felvétele
utan a program inditotta el a penetracios mérést. Az elsé 10 percben a DPPC oldat stabilitasat
vizsgaltam, vagyis azt, hogy az adott gatpozicié mellett mennyit csokken az oldalnyomas. Ha
a 10 perc alatt a DPPC elég stabilnak bizonyult, akkor a 10 perc leteltekor a kad oldalan 1&vo
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lyukon keresztiil, mtianyagfecskend6 (2,5 ml-es) segitségével a szubfazisba injektaltam a tenzid
percig detektaltam az oldalnyomasban bekdvetkezd valtozast az erdmérd segitségével.

A kadat minden mérés kezdetén 93 ml kétszer desztillalt vizzel toltdttem fel, amelybdl
kb. 5 ml mennyiségét a feliilet tisztitdsakor leszivtam. Ez tobb, mint a kad teljes térfogata (45
ml), mivel a méréseket dombora vizfelszin mellett végeztem. A szubfézisra teritett DPPC pl-
es mennyisége az olddszer elparologtatasat kovetden, nem okoz a mérés szempontjabdl olyan
mértékli térfogatvaltozast, amit figyelembe kellene venni az eredmények értékelésekor.
Hasonldéan a penetracios anyag injektalt mennyisége is elhanyagolhatdé emelkedést okoz a
vizszintben, amely a kad adatai (25x6x0,3 cm) alapjan kiszdmolva minddssze 0,016 cm.

Mivel a Langmuir-technika nagyon érzékeny méréstechnika, ezért a penetracios
koriilményekben barmely kismértéki valtozas is eltérést okoz az eredményekben. A kapott
eredmények alatdmasztasara parallel méréseket végeztem. A parallel mérési eredmények
alapjan megadhat6, hogy egy adott koncentracid esetében a kiilon mérésekbdl szdrmazo
eredmények mennyire térnek el, ez az érték atlagosan a Am-re nézve: ~0,50.

TR

7S

Ax mN/m
y'
D)
|

57

10
t

Injection Penctration
| | | |
5 10 15 20

Time (min)

4.2.1.3.1 abra: Lipid filmbe penetrdalo molekulak: sematikus dbra és penetrdcios
gorbe 171

4.2.2 Feliileti fesziiltség meghatarozasa Wilhelmy-lemezzel modszerrel

mérleges mérésektdl fiiggetleniil hatdroztam meg. A méréshez a tenzideket analitikai mérlegen
mértem be, és mérélombikban kétszer desztillalt vizben oldottam fel. Az oldatokat legalabb egy
napos allas utan hasznaltam fel. A feliileti fesziiltségeket tenziometrikusan hataroztam meg. Az
érzékelé egy elektromérleghez kapcsolt, platinabdol késziilt Wilhelmy-lemez volt, a
folyadéktarto edény motorral mozgatott asztalkdn helyzekedett el. A lemez paraméterei:
szélessége: 20,5 mm, vastagsaga: 0,2 mm, a bemerités sebessége 1,19 cm/perc volt. A lemezt
a folyadékfelszin ald meritettem be, majd a lap kiszakadasaig huztam ki. A lemez
kiszakitasdhoz sziikséges erdbdl szamitottam a feliileti fesziiltséget. Az erdémérdt a mérés eldtt
ismert tomegi lemezekkel kalibraltam. A mérés soran minden oldattal valé munka eldtt kétszer
desztillalt viz feliileti fesziiltségét mértem meg, az edény és a mérdlap tisztasaganak ellendzése
érdekében. A vizsgalt oldatok mennyisége minden esetben 50 ml volt. A kétszer desztillalt viz
mérését kdvetden, a mérdedényben kicseréltem a vizet a mérendd oldatra, és a Wilhelmy-
lemezzel 10 és 20 kozotti parhuzamos mérést végeztem minden oldat esetében. A feliileti
fesziiltség értékek szorasa <0,2 mNm™ volt.

18



A mérés koriilményeit a 4.2.2.1 tdblazatban foglaltam Gssze.

Hémérséklet T / °C 23
Bemeritési sebesség v/ cm/min 1,19
Adatgyiijtési frekvencia f / 1/sec. 20
. szélesség / mm 20,5
Platina lemez ,
vastagsag / mm 0,2

4.2.2.1 tablazat: Wilhelmy-lemezzel végzett feliileti fesziiltség mérés paraméterei

A feliileti fesziiltségeket, tobb esetben megmértem a gytirtikiszakitasos modszerrel (Du

Noliy) is, és jo egyezést kaptam a két modszerrel meghatarozott értékek kozott.
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5 Eredmények és értékelésiik

5.1 Kationos tenzid vizes oldatainak feliileti fesziiltsége és a leveg6/viz hatarfeliileten
torténé adszorpcioja

Az alkalmazott tenzidek feliiletaktivitdsarol, azaz az oldat/levegd hatérfeliileten vald
megkotddeésiikrdl, vizes oldataik feliileti fesziiltségének értékébdl nyerhetlink informéciot.
oldatainak feliilleti fesziiltségét hatdroztam meg. A mérések elvégzése a penetracio
hémérsékeletén 23+0,5 °C-on tortént, tisztitott platina lemezzel, amelyet a mérendd folyadék
tokéletesen nedvesitett, vagyis a peremszdg értéke nullanak tekintheto.

A tenzid oldatok feliileti fesziiltség értékeit az 5.1.1 tablazatban foglaltam Gssze.

Kationos tenzid koncentracioja Az oldat feliileti
A vizsgalt oldat fesziiltsége
c/gdm3 ¢/ mol m3 c/cme v/ mNm
Kétszer
desztillalt viz 0 0 0 [
0,046 0,15 0,01 70,4
0,092 0,3 0,02 69,2
0,92 3 0,2 57,9
DTAB 1,84 6 0,4 44,3
2,76 9 0,6 43,4
3,68 12 0,8 39,4
4,6 15 1 38,0
0,022 0,065 0,02 65,1
TTAB 0,22 0,65 0,2 60,8
1,09 3,24 1 38,6

5.1.1 tabléazat: A kationos tenzidek koncentracidinak ¢€s feliileti fesziiltségeinek
Osszefoglal6 tdblazata

Az 5.1.1 dbra a DTAB kationos tenzid feliileti fesziiltségének koncentracio fiiggését mutatja,
a sajat és irodalmi adatok egyiittes abrazolasaval [81:
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DTAB mért adatok

o ]
'c 0,055 * nert ¢
=z | Irodalmi értékek

@] o

c/molm

5.1.1 abra: A DTAB feliileti fesziiltsége a koncentrdcio fiiggvényében dsszehasonlitva
irodalmi értékekkel 1!

crer

csokken.
Az adszorpcid jellemzéséhez a Gibbs-féle adszorpciods tobbletkoncentracid értékét hatdroztam

meg. A szamitast a kovetkezd egyenlet alapjan végeztem:
_t ., oy _ _ Cpras dy
2RT a[ln CDTAB] 2RT

(5.1.1)

I =
braB dlcpraBl

ahol ¢ a koncentracio (mol/m®), T a hémérséklet (K), R az egyetemes gazallando (8,314
J*K/mol), y a feliileti fesziiltség (N/m). Az egy molekulara esé teriiletet (A /A% / molekula) a
kovetkezd egyenlettel szadmoltam:

(5.1.2)

ahol I'a feliileti koncentracio (mol/m?), N, az Avogadro allandé (6,022-10% db).

A Gibbs egyenlet alapjan szamolt értékeket az 5.1.2 tablazat mutatja.

C c/ l/c/ fel. fesz. r/ Al
fcmc | molm-3 | m®*mol* | y/Nm?* | molm? | A?molekula®
0 0 0 0,0721 0 0
0,01 0,15 6,667 0,0692 2,44*107 681,4
0,02 0,3 3,345 0,0662 | 1,011*10° 164,2
0,2 3 0,335 0,0525 2,117*10° 78,4
0,4 6 0,167 0,0443 | 2,156*10° 76,9
0,8 12 0,084 0,0374 | 2,206*10° 75,3

5.1.2 tablazat: A DTAB feliiletaktivitasanak jellemzéséhez szamolt adatok
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A Langmuir adszorpcids izoterma egyenlet alapjan meghatdrozhaté a feliiletre vihetd
maximalis koncentraci6 és a hozza tartozo, egy molekulara esé teriilet, az 1/ I" vs. 1/c fliggvény
tengelymetszetébol:

[,=2,32*10°mol/m> A =71,57 A%/ molekula, (5.1.3)

A szamitott Gibbs-féle adszorpcios tobbletkoncentraciok értéke pozitiv, vagyis az oldott anyag
felhalmozodott a hatarfeliileti rétegben, ami 6sszhangban van a feliileti fesziiltség értékeknél
tapasztalt csokkenéssel a koncentracio fiiggvényében.

5.2 A DPPC lipid monoréteg izotermai

A lipid film oldalnyomas teriilet izotermak fontos informaciokat hordoznak az egyes
feliileti koncentraciok esetén a lipid film tulajdonsagaira, vagyis a Langmuir-film
kohezivitasara, komprimalhatosdgara. Az apolaris lancok kozotti kdlcsonhatas befolyasolhatja
a penetracio hatékonysagat.!> 1%l A DPPC lipid film 25 N/m oldalnyomasig felvett izotermajat
az 5.2.1 dbra mutatja.

4 DPPC film 23 °C
= |
£ 304 .
E 25 mN m
Q = P1[mN/m]
= P2 [mN/m]
- — LI
50 60 70 80 90 100 110 120
A IAZmolekula™t

5.2.1 abra: DPPC lipid film oldalnyomas-teriilet izotermaja

Langmuir-filmek esetében megkiilonboztetiink nem-koheziv vagy gyengén koheziv és koheziv
filmeket. Nem-koheziv filmekben az oldalnyomas teljes mértékben a részecskék kozotti taszitd
kolesonhatasoknak tulajdonithato, mig koheziv filmekben a komprimalas soran tobbletenergiat
kell biztositani.

Az izotermék jellemzd paramétere a kollapszus nyomas, amely oldalnyomésnal a film
elveszti unimolekulds jellegét, a rétegek egymasra csusznak. Vizsgélataink soran, melyek a 0-
25 mNm-es tartoményra terjedtek ki, nem értiik el a DPPC kollapszus nyomasat. Az izoterma
legmeredekebb szakaszahoz illesztett egyenes teriilet tengellyel vett metszéspontja adja a tomor
filmben egy molekulara esé teriilet nagysagat, vagyis a molekula teriiletigényét. Az izotermak
alakjanak vizsgalataval, ill. annak irodalmi izotermakkal valé Osszehasonlitasaval
kovetkeztethetlink a kompresszié soran bekovetkezd fazisatalakulasokra.
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Az altalam felvett izotermak esetében az irodalmi attekintésben bemutatott
fazisatalakuldsok jol megfigyelhetdek. A kompresszid hatasara a lipid molekulak kozott egyre
erds6dd Van der Waals kolcsonhatas révén egyre kompaktabb film jon létre. Az izotermakon
lathat6 a plato szakasz is, amely a jellegzetes LE-LC atmenetnek felel meg.

5.3 A DPPC lipid monoréteg stabilitiasa

A lipid film stabilitasanak vizsgalata azt jelentette, hogy a kivant oldalnyomas értékre
komprimalt lipid film oldalnyomasanak idébeli valtozasat detektaltam rogzitett gat pozicional.
A stabilitas vizsgalatokat minden penetracidhoz véalasztott oldalnyomésu film esetében
tobbszor elvégeztem. Az egyes mérések ideje legalabb 70 perc volt, hogy magaba foglalja a
penetraciot megel6zo 10 perces varakozasi idot és az egy oras penetracids folyamatot is. A
mérési abrakat az 5.3.1 abra mutatja.

DPPCEMmIIE T
e

. Py + e

mimim
H
mimim ™

Stabilitds 15 mN/m

e R ERT oImS IET onm Ba S : m R R OIWE I3 EE 3N 4mD
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Stabilitds 20 mN/m
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5.3.1 dbra: ADPPC lipid film stabilitdsi gorbéi 10, 15, 20 és 25 mNm™ oldalnyomdsok mellett

A stabilitds vizsgalatokbol azt allapitottam meg, hogy a kompressziot kovetden, a gatat
megallitva az oldalnyomas bizonyos mértékii csokkenést mutat. A DPPC lipid film
oldalnyomés nagyobb mértékben csokken. A tovabbi szakaszban a csokkenés mérteke
jelentésen mérséklodik.

A stabilitds vizsgalatok és az izoterma felvételek egyik jellegzetessége, hogy a bal oldali
eréméronek a lipiddel boritott és a jobb oldali erdmérdnek a tiszta viz feliileten szimultan
regisztralt adatait is lathatjuk a kiértékelési gorbéken. Ezen gorbéken (5.3.1 abra) jol latszik,
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hogy a kompresszios és relaxacios mérések soran a DPPC lipid film molekulai nem jutnak at a
gat alatt, igy az egyes mérések soran nem kell szamolnunk ezzel a hibalehetoséggel.

A stabilitas vizsgalatok soran tapasztalt A (oldalnyomas-csokkenés) értékeket az 5.3.1 tablazat
mutatja. Eszerint az egy ora utan mérhetd oldalnyomas csokkenés dsSzefiiggést mutat a kezdeti
oldalnyomaéssal. Minél erdsebben komprimalt a film, annal nagyobb az oldalnyomas csdkkenés,
vagyis a relaxacio.

A lipid film kezdeti Az oldalnyomas-csokkenés
oldalnyomasa (60 perc)
n/ mNm? An / mNm'!
10 1,5
15 3
20 4,5
25 5

5.3.1 tablazat: A stabilitas vizsgalat soran, 60 perc alatt bekdvetkezd oldalnyomas csdkkenés

A stabilitasvizsgéalatok egy oras eredményét a tenzid penetracios hatékonysaganak,
vagyis az oldalnyomasban bekovetkezett ndvekedés megallapitdsdra hasznaltam fel. A
penetraci6 miatti oldalnyomas-ndvekedés értékét, a penetrdcios mérés egy oras eredménye €s a
stabilitas vizsgalat egy 6ras eredménye kozotti kiilonbségként kaptam meg.

A lipid film stabilitasanak megismerése ¢és jellemzése segitséget jelentett a penetracios
mérések elvégzéséhez. A stabilitasi gorbék alapjan valasztottam a 10 perces kiiszobértéket a
penetracié kezdetének, €s a penetraciés mérések sordn ezen 10 perc alatt bekodvetkezett
oldalnyomas csokkenést figyeltem.

5.4 Penetracio

A penetracios mérések végrehajtisa szempontjabol az elsd 10 percet tekintettem
meghatarozo6 idének. A penetraciot azon esetekben végeztem el, amely mérések soran a lipid
film oldalnyomés-valtozasa Osszhangban volt az egyodras stabilitdsi vizsgdlatokkal. Ez a
szelekcid hozzajarult a mérések reprodukalhatosagahoz.

A DTAB oldatokkal végzett penetracios mérések eredményét az 5.4.1 tdblazatban foglaltam
0ssze.
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Kationos tenzid koncentraciéja A mérés kezdeti | Az oldalnyomas

Penetral6 anyag 3 oldalnyomasa novekedés
¢/ mol/m c/cmc 7 | mNmL At/ mNm-L

10 2,25

15 2,0

0,15 0,01 20 22

25 2,4

10 2,2

15 2,0

0,3 0,02 20 20

25 13

10 4,1

15 3,8

DTAB 3 0,2 20 31

25 3,3

10 7,6

15 6,5

6 0.4 20 4,9

25 3,8

10 9,0

15 7,3

12 0,8 20 8.0

25 44

5.4.1 tablazat: A DTAB oldatokkal végzett penetraciés mérések eredményének dsszefoglald
tablazata

5.4.1 A penetracio soran bekovetkezo oldalnyomas valtozas és annak értelmezése

A penetracios mérések soran az oldhatatlan unimolekularis lipid filmbe hatolnak be a
kationos tenzidek molekulai. Ez a folyamat az oldalnyomas megndvekedését eredményezi.
Abban az esetben, ha ismerjiik az adszorpcids izotermat, amely leirja a kationos
tenzidmolekulak megoszlasat a hatarfeliilet és a tombfazis kozott, akkor a penetracid soran
bekovetkezd oldalnyomas ndvekedést (Am), a Gibbs féle adszorpcids egyenlet felhasznalasaval
szarmaztathatjuk. Az Osszefiiggés barmelyik adszorpcids izoterma esetén érvényesiil. A Am
értelmezésére két modellt allitottak fel. [ Az egyik a Langmuir izotermas modell, amely
szerint a hatarfeliileten 1év6 lipid film jelenléte csokkenti a penetrald anyag adszorpciodjat, mig
a masik a Frumkin izotermds modell, amely figyelembe veszi az esetlegesen fellépd
kolcsonhatasokat a lipid és a tenzid, valamint a tenzid molekulak kozott.

A kisérleti penetracidés adatok Osszehasonlitasahoz a modellekbdl szamitott értékekkel
sziikséges a lipid film tomorségét feliileti boritottsdgként kifejezni.
Ez a penetraciok jellemzéséhez szamolt boritottsag érték:

x, = A= (5.4.1.1)

Ag
ahol A; az egyes film oldalnyomasok mellett a DPPC egy molekulara es6 teriilet igénye, mig
A 2 DPPC egy molekulara es6 minimalis teriilet igénye a legtomdorebb (szilard analog)
filmben.
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Az Xy értékek meghatarozasdhoz az 5.2.1 abran feltiintetett DPPC izoterméat hasznaltuk.

Az 5.4.1.1 tablazat ezen adatokat foglalja dssze.

A ?(Zzp(; t1’-ii|m Teriiletigény
oldalnyomasa A2 Al X1
m/ mNm* molekula
10 57,76 0.57
10 5458 0,92
20 52,29 0,96
o5 50,32 L

5.4.1.1 tablazat: A penetracio kiértékeléshez szamitott X1 értékek az egyes kezdeti
oldalnyomasoknal

Az 5.4.1.1 tablazat adataibol latszik, hogy a lipid film komprimaltsdgaval x,; értéke nd.

5.4.1.1 Langmuir izotermas kozelités

A Langmuir izotermas modell esetében az adszorpcidt, vagyis a penetrald molekulak
hatarfeliilet és tombfazis kozotti megoszlasat, a Langmuir adszorpcids izoterma egyenlet irja
le. Amikor ezt a modellt hasznaljuk, a lipid molekuldk ¢és a tenzid molekulak kozott
elhanyagolunk minden lehetséges kolcsonhatast, és feltételezziik, hogy a tenzid molekuldk
adszorpcioja a hatarfeliileten 1év szabad helyek szamatoél fiigg, amit pedig a hatarfeliileten 1évo
lipid film tomorsége szab meg. Vagyis a modell szerint a lipid monoréteg csokkenti a tenzid
hatarfeliileti adszorpciojat.
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5.4.1.1.1 dbra: A penetracio hatasdra bekovetkezé oldalnyomas valtozds a Langmuir
izoterma modell szerint szdamitva *°!

A szamitott Osszefiiggést az oldalnyomasban bekdvetkezé valtozés és a penetrdld anyag

crer

aranyos mennyiség (k=C2/a, ahol c2 a penetralé anyag koncentracidja, a pedig az adszorpcios
szam). Az Osszefiiggés jellemzoje, hogy a penetracidé mértéke csak a penetrald anyag oldatbeli
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koncentraciojatol fiigg, €s erre nincs hatassal a feliiletnek a nem oldodé kompones altali
kiilonb6z6 mértékii boritottsaga.

5.4.1.2 A FrumKkin izotermas kozelités

A Frumkin izotermés kozelités esetében az adszorpciés folyamat soran fellépd
kolcsonhatdsokat is fegyelembe vessziikk. A kolcsonhatdsok, amelyekkel esetlegesen
szamolhatunk, a lipid- és tenzidmolekulak kozott, az elektrosztatikus vonzas ill. taszitas, €s a
tenzidmolekuldk ©nmagukkal valdé kolcsonhatdsa. A hatarfeliilleten lezajlé adszorpcid
szempontjabol meghatarozd tényezé ezek koziil a lipid-tenzid kolcsonhatas, amely az én
esetemben az ikerionos szerkezetli DPPC ¢és a kationos DTAB molekulak kdzott alakulhat ki.
Az elektrosztatikus kolesonhatés kétféle médon nyilvanulhat meg, taszitasban, ill. vonzéasban.
A Frumkin izotermdas modell esetében adszorpciot a Frumkin adszorpcids izoterma irja le.

A) Lipid — tenzid molekulak k6z6tt vonzo kolesonhatas érvényesiil (1-2)

Ha a lipid és tenzid molekulak k6zott vonzo kolesonhatast feltételeziink, akkor a hatarfeliileti
rétegben adszorbealodott lipid molekulak két folyamatban vesznek részt: a lipid film
komprimaltsagnak mértékétdl fiiggden csokkentik a hatarfeliileti rétegbe juttathato
tenzidmolekulak mennyiségét, és a tenzidmolekuldkkal kohézids kdlcsonhatasban eldsegitik az
adszorpcidt. Az eredmény a megnovekedett penetracioé a Langmuir-modellhez képest.

A kohézi6é esetében kaphatd elméleti gérbét az oldalnyomdasban bekdvetkezd valtozas
koncentraci6 fiiggésére az 5.4.1.2.1 abra mutatja.

[ Ki=-20(1-2 Cohaslon}
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A 5.4.1.2.1 dbra megmutatja, hogy a Am, az oldalnyomés-ndvekmény értéke a penetracios

crcr

ha a kezdeti oldalnyomas () n6. Eszerint kisebb lipiddel vald boritottsag esetén kisebb mértéki
penetracio kovetkezik be azonos penetrald anyag koncentracio esetén.
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B) Lipid — tenzid molekulak kozott taszitd kdlcsonhatas érvényesiil

Ha a lipid- és tenzidmolekulak kozott taszitd kolcsonhatast feltételeziink, akkor a hatarfeliileti
rétegben adszorbealodott lipid molekulak szintén két folyamatban vesznek részt: a lipid film
komprimaltsdganak mértékétdl fliggden csokkentik a hatarfeliileti rétegbe juttathatod
tenzidmolekuldk mennyiségét a szabad hatérfeliilethez képest, és a tenzidmolekulakkal taszito
kolcsonhatasban eldsegitik a deszorpciot.

A taszitds esetében kaphatd elméleti gorbét az oldalnyomasban bekdvetkezd valtozas
koncentraci6 fliggésére az 5.4.1.2.2 abra mutatja:

K1 = 2.0 (1-2 Repulsion) &
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5.4.1.2.2 abra: A penetracio hatasara bekévetkezo oldalnyomds-valtozas szamitott

«rer

esetén 1]

A 5.4.1.2.2 abra megmutatja, hogy a Am, az oldalnyomas-névekmény értéke a penetracios
esetében, és A csokken adott koncentracid esetén, ha a kezdeti oldalnyomas (1) né. Vagyis a
nem old6do komponens nagyobb feliileti koncentracidja gatolja a penetraciot.

A kisérleti eredmények, amelyekkel a fenti elméleti Osszefliggéseket egybevetették,
inzulinnal végzett mérésekbdl szarmaznak, amelynek sordn az inzulin kiilonb6z6
monorétegekbe valé behatolasat vizsgaltik 1 Az alkalmazott monorétegek: sztearinsav,
sztearin alkohol, lecitin és koleszterin. A mérési adatok kiértékelésébdl mind a négy monoréteg
esetében feltételezhetd volt a Frumkin izoterma modell 1-2 taszit6 kdlcsonhatdsa, mely eredete
a Langmuir-réteg molekulai kozotti 1-1 kohézid, valamint az inzulin negativ toltése miatt a
penetrald anyag molekulai kozotti 2-2 taszitd kdlcsonhatas.

5.4.2 A DTAB penetracidjanak jellemzése az izoterma modellek alapjan

Az 5.4.2.1 abra az egyes oldalnyomasok mellett tapasztalt A értékeket mutatja a DTAB
koncentraci6 fliggvényében. Jol lathatéan a Am értéke monoton nd a koncentracidval, konstans
kezdeti oldalnyomas, vagyis boritottsag mellett.

28



10 -

5.4.2.1 dbra: A penetracio hatasara bekévetkezo oldalnyomas novekedés a DTAB
koncentrdacio fiiggvényében

Az 5421, ¢és az 54.1.1.1,5.4.1.2.1, 5.4.1.2.2 4dbrak 6sszehasonlitdsaval jutunk el az
eredményhez. Az 5.4.1.1.1 gorbét vizsgalva azt tapasztaljuk, hogy a koncentracioé novelése egy
adott kiindulasi oldalnyomas mellett monoton ndvekedést eredményez a Am értékében is.
Lényegében ez az, amit a Langmuir izotermas modell jelent, vagyis, hogy aktudlis kezdeti
oldalnyomasig val6é kompresszioval kialakitott lipid filmbe a molekulak ugy hatolnak be, hogy
kitoltik a lipid molekulak kozotti iires helyeket, és nem 1épnek kdlcsonhatasba azokkal.

Az altalam elvégzett penetracids mérések eredménye is mutatja ezt a tendenciat, mely
szerint az egyes kezdeti oldalnyomasok mellett a koncentracioval né az oldalnyomas
novekmeény értéke. Ugyanakkor a kiilonb6z6 kezdeti oldalnyomasok mellett, az egyre nagyobb
kompresszidval, adott koncentracio esetében a DTAB kisebb mértékili penetracidja figyelhetd
meg. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a rendszerben valamilyen parkdlcsonhatas neheziti a
penetraciot.

A mérési eredmények €s azok abrazoldsa alapjan egyértelmiien megéllapithatd, hogy a
kisérleti eredményeim nem irhatéak le a Langmuir izotermas modellel, mivel szignifikdns
kiilonbség mutatkozik a penetracié mértékében a boritottsag valtozasaval. Ez arra utal, hogy az
altalunk vizsgalt DTAB-DPPC rendszerre nem hanyagolhato el a lipid-tenzid kdlcsonhatas.

A lipid film kompaktsagara jellemzé kezdeti oldalnyomas fiiggvényében az oldalnyomas
novekedést az egyes DTAB koncentraciok esetén az 5.4.2.2 abra mutatja. A kezdeti
oldalnyomas (1) névelésével, ami egyre jobban komprimalt lipid filmet jelent, egy adott DTAB
koncentracio esetében a Amr értéke monoton csdkken, vagy nem valtozik. Ilyen viselkedés a
tenzid és a lipid kozotti kolcsonhatas esetében varhatd. Ez felel meg a Frumkin izotermas
modell azon esetének, amikor a lipid és tenzid molekulak kozott taszitdé kolcsonhatast
feltételeznek (5.4.1.2.2 4bra).
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5.4.2.2 abra: A mért oldalnyomds-néovekedés a DPPC film komprimaltsaganak fiiggvényében
DTAB penetracidja sordan

Az egyes elméleti modellek és a kisérleti eredményeim 0sszehasonlitasabol leirhato a
DTAB/DPPC modell rendszer viselkedése, ill. a DTAB penetracios viselkedése. A hatarfeliileti
rétegben adszorbedlt lipid molekuldk kozott a penetracids anyag nélkiil is van kdlcsonhatas,
még pedig a szénlancok kozott haté van der Waals kdlcsonhatéas, amely a szénldncok kozotti
kohézidban nyilvanul meg. A lipid film kompresszidjaval ez a kdlcsonhatas egyre er0sodik, igy
alakul ki egyre kompaktabb lipid film. A DPPC molekulak ikerionos szerkezettel rendelkeznek,
de a kolin fejcsoport pozitiv toltést hordoz. A penetracidos anyag, DTAB pozitiv toltésii
fejcsoporttal rendelkezik. A két toltés jellegébdl adodik, hogy a penetracio soran a fejcsoportok
kozott tasztitas 1éphet fel, amihez a DPPC lipid molekulak szénlancai k6z6tti van der Waals
kolcsonhatés jarul, hiszen az erés van der Waals kolcsonhatds miatt nem preferalt mas alkillanc
behatolésa a lipid monorétegbe. Ez megmutatkozik a mérési eredményekben is, ugyanis ennek
tulajdonithatd, hogy a nagyobb kezdeti oldalnyomas (m) értékek mellett, konstans DTAB
koncentracional egyre csokken a Am értéke (5.4.2.2 4bra). Vagyis a DTAB egyre kevésbé
penetral a DPPC lipid monorétegbe. Abban az esetben, ha a fejcsoportok kozotti tasztitas
meghataroz6 lenne az adszorpcid-deszorpcid szempontjabol, akkor a tenzidkoncentracio
novelésével konstans koncentracio mellett a Am értéke a lipid film komprimaltsdgaval
csokkenne. A mérési adatok 5.4.2.1 abra szerinti abrazolasabol jol lathatd, hogy a tasztitd
kolcsonhatds a fejcsoportok kozott feltételezhetd. Mivel ez a taszitds mérések alapjan nem
feltétleniil kimutathato, ezért az oldalnyomas novekedést inkabb az 1-1 jellegii lipid molekulak
alkillancai k6zott uralkodo van der Waals kolcsonhatas komprimaltsaggal vald erdsodésének
tulajdonitjak.!% Mindezek alapjan megéllapithatd, hogy a DTAB penetracidja a DPPC
monorétegbe nem kedvezményezett folyamat, az esetleges taszitd kolcsonhatés és az erés Van
der Waals kolcsonhatds miatt a hatarfeliileten 1év0 szabad helyek kihasznalasa nem lesz
maximalis és a deszorpcid is felgyorsul az adszorpcids folyamathoz képest.
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5.4.3 A DTAB és TTAB penetraciojanak osszehasonlitasa

A hidroféb alkillanchossz novekedés hatasanak megfigyeléséhez két koncentracid esetében a
TTAB kationos tenziddel is elvégeztem a penetracios méréseket, azonos kisérleti kortilmények
kozott. A mérési eredményeket a 5.4.3.1 dbra szemlélteti:

o 6 —o— 0,02 cM DTAB
——0,02cM TTAB
' 5 0,2 cM DTAB
z - e —v—0,2cMTTAB
Z ] R
=47 -
a 5] —

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
p/ mN/m

5.4.3.1 dbra: Az oldalnyomds-valtozas az egyes DTAB és TTAB oldatok esetében a kezdeti
oldalnyomas fiiggvényében

Az oldalnyomads valtozasanak mértéke minden kezdeti lipid film tdmdrségnél joval nagyobb a
TTAB oldat hatasara, mint a DTAB esetén. A penetracios adatokat az 5.4 3.1 tablazat foglalja
0ssze.

Ao ﬁ;{ﬁ;ﬁﬁ‘“ 0,02cmc DTAB | 0.2cmcDTAB | 002cmc TTAB | 0.2 cmec TTAB
1 Amr / mNm™ Arr [ mNm? Arr [ mNm? Arr / mNm?
T/ mNm
10 225 41 43 6.9
15 2 38 44 8.2
20 2 31 34 9.2
25 07 33 26 8.4

5.4.3.1 tablazat: DTAB és TTAB penetracios mérési eredmények

A mérési adatokbol jol lathato, hogy a TTAB penetracioja sokkal hatékonyabb a lipid
monorétegbe. A TTAB esetében a DTAB penetracidos modelljéhez hasonléan, a Frumkin
izotermdas modellben leirtak szerint a lipid-tenzid molekuldk kozotti taszitds nem segiti el a
Ugyanakkor a penetracio mértéke joval nagyobb, mint a DTAB esetében.

A mérési adatok alapjan a hidrofobicitas novekedése noveli a penetracids hatékonysagot, amely
abban mutatkozik meg, hogy a TTAB esetében nagyobb valtozas kovetkezik be az
oldalnyomésban azonos koncentraciok esetén. Az 5.4.3.2 4bra a penetracios hatékonysagbeli
kiilonbséget szemlélteti, ugyanazon koncentracioban, 25 mNm™ kiindulasi oldalnyomasnal.
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5.4.3.2 dbra: A DTAB és TTAB egy-eqy penetrdciés gérbéje 25 mNm™ kezdeti
oldalnyomasnal és azonos koncentrdcional

Ezek a koncentraciok azonban a cmc-értékekhez viszonyitott relativ koncentraciok, amit azért
valasztottunk, hogy az asszocidcios allapotok 0sszehasonlithatoak legyenek a két tenzidnél. Az
abszolut koncentraciok értékét az 5.1.2 tablazat tartalmazza, amibdl azt lathatjuk, hogy pl. a
0,65 mM-os TTAB oldat nagyobb penetracio képességet mutat, mint a 3 mM-0s DTAB.

Ez az eredmény megfelel a varakozasnak, ami az alkillanchosszal novekvo hidrofobitast illeti.
A lipid filmmel valé kolcsonhatasban, hasonléan a feliiletaktivitashoz, tehat meghatarozo
szerepet jatszik az amfifil jelleg.

Ez a tapasztalat ugyanakkor ellentmondasban van a kiindulopontként hasznalt publikacidban
[101 k5z61t, hidrofobizalt polielektrolitok penetracids képességére kapott eredménnyel. Ennek
magyarazata a polimer jellegb6l adodik. Abban az esetben a hidrofobicitds novekedése
unimolekularis micellak képzodéséhez vezetett, amelynek soran a molekula polaris részei
,elrejtik” az apolaris csoportokat, (hasonldan, mint a globularis fehérjék) a vizes kornyezettel
kedvez6bb kolcsonhatast kialakitva. Az én esetemben ez a hatas nem tud érvényesiilni, mivel a
molekula meghataroz6 részét az apolaris lancok teszik ki, igy a hidrofobicitas, vagyis az
alkillanc hosszanak novelése a hidrofob hajtoéerdt ndveli, amely a nagyobb mértékben apolaris
TTAB nagyobb mértékii penetracids hatékonysagat idézi eld a polaris vizes tombfazisbol az
apolaris hatarfeliileti rétegbe.
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Szakdolgozat 6sszefoglald

Kationos tenzidek membran affinitasanak jellemzése
lipid monoréteg modell segitségével

Kelemen Orsolya, kémia alapszakos hallgatd
ELTE TTK Kémiai Intézet, Fizikai Kémiai Tanszék

Témavezetd: Dr. Kiss Eva egyetemi tanar
Fizikai Kémiai Tanszék

A szakdolgozatom célja az volt, hogy a viz/levegd hatarfeliileten kialakitott lipid
Langmuir filmmérleges moddszerrel terveztem megvaldsitani. Lipid modellanyagként
dipalmitoil-foszfatidil-kolint alkalmaztam, amely a bioldgiai sejtmembran egyik legfébb
alkotoja. A penetracids hatékonysag hidrofobicitassal vald valtozasanak tanulmanyozasahoz
Osszehasonlito méréseket végeztem TTAB kationos tenziddel, szintén Langmuir filmmérleges
modszerrel.

A DTAB kationos tenzid feliiletaktivitisanak ¢s adszorpcids viselkedésének
tanulmanyozasara feliileti fesziiltség méréseket végeztem lemezkiszakitdsos modszerrel. Az
altalam mért adatokat irodalmi értékékekkel vetettem 0ssze, majd elvégeztem a mért adatokkal
a kiértékelést, meghatdroztam az egyes koncentraciok esetében a feliileti koncentraciod
értékeket, és az egyes koncentraciok esetében az egy molekulara esé teriiletigényt.

A DTAB kationos tenziddel végzett méréseimmel megallapitottam, hogy a DTAB mar
igen kis koncentracio tartomanyban is mérhet6 és szamottevé valtozast eredményez a lipid film
oldalnyomésaban, vagyis rendelkezik penetraciés képességgel. A méréseimmel azt is
igazoltam, hogy a DTAB penetracigja soran kolcsonhatasba 1ép a lipid molekuldkkal. Ez a
kolcsonhatds a penetracidra negativ hatdssal van, csokkenti a lipid monorétegbe juttathatd
kationos tenzidmolekulak szaméat. A kdlcsonhatas feltételezhetden taszitadsban nyilvanul meg,
amit a DPPC lipidmolkeulak kozotti er6s van der Waals kolcsonhatas indukal. Emellett
megallapitottam, hogy a penetracios hatékonysag csokken a lipid film komprimaltsagaval.
elvégeztem, amely az alkil-ammonium-bromidok k6zott az alkillanc hossza szerinti sorrendben
a DTAB utdn kovetkezik, 14 szénatomot tartalmazé alkillanccal. Ezzel vizsgaltam a
hidrofobicitds novekedésének hatasat a penetracid hatékonysagara. A Langmuir filmmérleggel
végzett méréseim szerint a TTAB joval nagyobb mértékben penetralt, mint a DTAB. A nagyobb
film oldalnyomas novekedés a hidrofob hajtéeré novekedésnek volt koszonhetd, amely

A méréseim alapjan jellemezhetd volt a DTAB lipid filmbe valdé penetracioja,
ugyanakkor érdemes tovabbi vizsgalatokat végezni annak tanulmanyozasara hogyan
befolyasolja pl. a hdmérséklet, a hidrofobitas, a pH, az ionerésség a penetracio folyamatat.
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The aim of the present work was to investigate the penetrational efficiency of cationic surfactant
using lipid unimolecular film created at the air/water interface.

The interaction of DTAB cationic surfactant with DPPC lipid monolayer was studied by using
a Langmuir film balance technique. The efficiency of the penetration was determined with various
DTAB concentrations at multiple monolayer densities. The effect of increased hidrophobicity on the
membrane affinity was studied by comparing the penetration of two cationic surfactants with different
alkyl chain lengths, DTAB and TTAB.

The surface activity and adsorption behaviour of DT AB surfactant were studied by equilibrium
surface tension measurements using the Wilhelmy plate method. The results were compared to the data
found in literature. From these measurements the surface excess concentration and the surface area per
molecule were determined for DTAB in the studied concentration range.

It was found that DTAB possesses great penetrational ability since even at low concentrations,
it induced significant changes in the surface pressure of lipid films. The penetration measurements also
verify that DTAB interacts with the lipid molecules. Furthermore it was observed that the efficiency of
penetration decreases with increased lipid monolayer density.

The interfacial behaviour of DTAB cationic surfactant was compared to that of TTAB cationic
surfactant in two concentrations using penetration and surface tension measurements. The TTAB has an
increased alkyl chain lenght leading to increased hydrophobicity. Based on the Langmuir balance
measurements TTAB exhibited greater membrane affinity. This increased penetration is due to the
increased hydrophobic interactions between the alkyl chains of the surfactants and the lipid.

The penetration of DTAB into a DPPC lipid monolayer could be characterized from these
measurements, but it is well worth studying how other parameters, like the pH, temperature, and the
ionic strength influence the membrane affinity of these cationic surfactants.
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