Cwiczenie nr XVIII

WYZNACZANIE IZOTERM &t — 4
MONOWARSTW LANGMUIRA NA GRANICY
FAZ CIECZ-GAZ

|. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie zalezno$ci cisnienia powierzchniowego w funkcji

powierzchni przypadajacej na czasteczke w statej temperaturze (izoterm m — A) dla mono-

warstw Langmuira utworzonych przez wybrane lipidy btonowe na granicy faz woda-
powietrze.
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Cwiczenie nr XVIII — Wyznaczanie izoterm n-A

lll. Czes$¢€ teoretyczna

lll. 1. Membrany biologiczne — Wprowadzenie

Blony biologiczne sg strukturami budujagcymi komoérki wszystkich organizméw: pro-
kariotow, eukariotow, zwierzat i roslin. Pomimo wielkiego zréznicowania organizmow
1 struktur, w ktérych wystepuja, ich funkcje i budowa majg charakter uniwersalny. Membrany
ograniczaja przedzialy komorki i organelli komorkowych, co pozwala na kontrole ich sktadu,
regulujg transport okreslonych czasteczek pomiedzy srodowiskiem wewnatrz i zewnatrzko-
moérkowym oraz miedzy cytoplazmg a przedziatami komoérkowymi odpowiadajac za selek-
tywng przepuszczalno$¢, biorg udziat w przeptywie informacji poprzez zmiany konformacyj-
ne poszczegolnych sktadnikow, tworza optymalne warunki dla dziatania pomp jonowych,
receptoréw i wybranych enzyméw. Wiekszos¢ procesdw biochemicznych przebiega whasnie z
udzialem bton.

W 1972 r. Singer i Nicolson, w celu zobrazowania budowy membrany biologicznej,
zaproponowali model ptynnej mozaiki (Rys. 1), ktory zaktada, ze btong stanowi ptynna mo-
zaika lipidow w postaci bimolekularnej warstwy, w ktérej tkwig bialka integralne
i peryferyczne (powierzchniowe).

Rys. 1. Model ptynnej mozaiki biatkowo — lipidowej wedtug Singera i Nicolsona.

Bardzo istotng cechg btony komorkowej jest jej pltynnos¢ (charakteryzowana przez
odwrotnos$¢ lepkosci) bedaca odzwierciedleniem ruchliwosci lipidow i uporzadkowania tan-
cuchow acylowych kwasow tluszczowych. Zalezy ona od fazy, w jakiej znajduja si¢ lipidy
btonowe, sktadu lipidowego i oddziatywan miedzy komponentami. Ptynno$¢ btony decyduje
0 podatnosci na odksztatcenia, stabilnosci osmotycznej i mechanicznej, dyfuzji tlenu i dziata-
niu receptorow btonowych, a takze determinuje aktywnos$¢ enzymow btonowych.

Gtéwnymi budulcami membran sg lipidy i1 biatka. Rdzen bton biologicznych stanowi
dwuwarstwa lipidowa zbudowana gltownie z fosfolipidow (takich jak fosfatydylocholina (po-
tocznie zwana lecytyng), fosfatydyloseryna, fosfatydyloetanoloamina), glikolipidéw i steroli
(Rys. 2).
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Rys. 2. Struktury lipidowe: cholesterolu, fosfolipidu (R — zasada azotowa: cholina, seryna lub
etanoloamina), sfingolipidu (R — cholina w sfingomielinie), glikolipidu (R — reszta sa-
charydowa: glukoza, galaktoza).

Fosfolipidy budujac btony komérkowe petnia znaczacg funkcje w transporcie miedzy-
komorkowym, w sprawowaniu kontroli nad przeptywem informacji 1 w procesach przeksztal-
cania energii. Udzial poszczegdlnych lipidow zalezy od rodzaju membrany. Dodatkowo obie
monowarstwy nalezace do tej samej blony zawieraja rézne rodzaje lipidow, powstaje wow-
czas tzw. asymetria sktadu lipidowego btony, ktoéra warunkuje jej specyficzne funkcjonowa-
nie.

Lipidy blonowe (fosfo- i glikolipidy) charakteryzuja si¢ wyraznie wyksztatcong cze-
scig hydrofobowa, ktorg stanowig dwa tancuchy weglowodorowe 1 czegscig hydrofilowa (po-
larng gtowa). Pozostale lipidy nie wykazuja zdolnosci do formowania trwatych cieklokrysta-
licznych biwarstw w §rodowisku wodnym i wystepuja jako domieszki lipidéw blonowych.
Biwarstwa uformowana z mieszaniny lipidow posiada zdolno$¢ do lateralnej separacji faz
1 tworzenia domen (tratw) rozumianych jako obszary uporzadkowania czasteczek, w ktorych
dominujg lipidy tylko jednego rodzaju.
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lll. 2. Whasciwosci fizykochemiczne lipidow

Lipidy naleza do zwigzkow biochemicznych, ktore sg trudno rozpuszczalne lub nieroz-
puszczalne w wodzie, co wynika z obecnos$ci duzej liczby grup >CH2 w ich czasteczkach.
Jednakze posiadaja rowniez grupy polarne lub jonowe (czasteczki amfifilowe). Dzigki amfifi-
lowosci lipidy, zwtaszcza fosfolipidy, sg zwigzkami powierzchniowo czynnymi, ktore adsor-
bujac si¢ na powierzchni wody, zmniejszaja jej napigcie powierzchniowe. Ze wzgledu na od-
dziatywania z woda wyr6znia si¢ lipidy niepolarne i polarne. Lipidy niepolarne nie rozpusz-
czajg si¢ w wodzie nawet w minimalnym stopniu, a naniesione na jej powierzchni¢ tworza
soczewki — nie rozptywaja si¢, np. woski. W grupie lipidow polarnych wyrdznia si¢ trzy kla-
sy:

— lipidy nierozpuszczalne i nie peczniejagce w wodzie, tworzg warstwy monomolekular-
ne na powierzchni wody, np. thuszcze, dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe, alkohole,
aminy, cholesterol;

— lipidy nierozpuszczalne, ale peczniejace w wodzie (wbudowujace pewne ilosci wody
w struktury ciekltokrystaliczne), rozptywaja si¢ na powierzchni wody tworzac warstwy
monomolekularne, a w roztworach objetosciowych formujg krysztaly ciekle przyjmu-
jace struktury lamelarne lub heksagonalne, np. lecytyny (fosfatydylocholiny), gléwne
sktadniki membran;

— lipidy rozpuszczalne w wodzie, przy niewielkich st¢zeniach tworza roztwory mono-
merow, a po przekroczeniu pewnego stgzenia — roztwory micelarne, np. mydta, lizole-
cytyna, detergenty.

W roztworach wodnych lipidy wykazuja zdolno$¢ do tworzenia ré6znorodnych struktur
agregacyjnych (tzw. polimorfizm lipidéw) zaleznych od rodzaju czasteczek, st¢zenia, stopnia
uwodnienia oraz temperatury, pH i sity jonowej srodowiska zewngtrznego (Rys. 3).

Podazajac za koncepcja ksztattu molekularnego, wedtug ktorej czgsteczkom lipidowym
mozna przyporzadkowa¢ rdzne ksztalty na podstawie stosunku powierzchni przekroju po-
przecznego polarnej gtowy, do przekroju hydrofobowych tancuchow weglowodorowych, fos-
fatydylocholina (PC) przyjmuje ksztalt cylindra, a jej preferowang formg agregacyjng jest
ptaska biwarstwa. Natomiast lizofosfolipidy (LPC) o strukturze odwroconego stozka organi-
zuja sie micele, za$ fosfatydyloetanoloamina (PE) o czgsteczkach w ksztalcie stozka tworzy
micele odwrocone (Rys. 3).

Duzy wptyw na wilasciwosci fizykochemiczne biwarstw lipidowych wywiera tempera-
tura. Wiekszo$¢ lipidow posiada zdolnos¢ do wystepowania w fazie zelowej lub ciektokrysta-
licznej (Rys. 3). Uwaza sie, ze blony biologiczne wystepuja w fazie ciektokrystalicznej
w temperaturach fizjologicznych dla danego rodzaju komorek.
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Rys. 3. Wplyw ksztattu czgsteczek lipidéw oraz temperatury na strukture membrany.

W niektorych lipidach (fosfatydylocholinie) dodatkowo w wyniku topnienia fancuchow
acylowych pojawia si¢ jedno przejscie fazowe (faza pofatdowana), w przypadku fosfatydylo-
choliny dwupalmitynowej (DPPC) w temperaturze ok. 41°C. Na Rysunku 4 zestawiono tem-
peratury przejscia zel-Ciekty krysztat dla wybranych fosfatydylocholin wraz ze wzorami
strukturalnymi zwigzkow.



Cwiczenie nr XVIII — Wyznaczanie izoterm n-A

o 0
1
0o

i i
/\/\/\/\/\/\/\g/c @XC.522°C)

o 0

1]

WN,( DPPC

I (2xC,¢; 41°C)

I ]

(€16 Crpsi =5°C)

ol 0
1
/\/\/\/\/\/\/\/\W‘M( SOPC
NSNS NSNS 4 1> (85 Clgie3 6°C)
lo)
o 0

/\/\/\/\ﬁ\/\/\/\n/d OTC\/\T\ (2 x Clljx(:)ll:)(—:ZOOC)

Rys. 4. Wzory strukturalne oraz temperatury topnienia zel-ciekty krysztat dla fosfatydylocho-
lin (PC) réznigcych sie dtugoscig fancuchow weglowodorowych oraz rodzajem wig-
zan, gdzie: O — tancuch kwasu oleinowego, L — tancuch kwasu laurynowego , M —
tancuch kwasu mirystynowego, P — tancuch kwasu palmitynowego, S — tancuch kwa-
su stearynowego.

lll. 3. Modelowe uktady bton biologicznych

Ze wszystkich lipidéw fosfolipidy charakteryzuja si¢ najlepszymi wiasciwos$ciami am-
fifilowymi. Stanowigc uniwersalny element blon biologicznych staja si¢ jednoczesnie najcze-
Sciej wykorzystywanymi lipidami w badaniach modelowych membran nasladujacych btony
biologiczne.

lll. 3.1. Monomolekularne warstwy powierzchniowe

Amfifilowos¢ lipidow, bedacych gtéwnymi sktadnikami bton biologicznych, stwarza
mozliwo$¢ badania ich wtasciwos$ci na powierzchniach miedzyfazowych. Szczegdlnie czgsto
wykorzystywanym ukladem sg powierzchniowe warstwy Langmuira powstate na granicy faz
woda-powietrze.

Przyktadem zastosowania monomolekularnych warstw powierzchniowych sg badania
nad mechanizmem dziatania antybiotykow, np. filipiny, nystatyny, amfoterycyny B, ktore
wykazuja znaczng toksycznos¢ w stosunku do komorek grzybow i czerwonych krwinek, a nie
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dziataja na komorki bakterii; badania nad dziataniem lekéw anty-nowotworowych; badania
nad wyjasnieniem roli surfaktantu ptucnego w pecherzykach ptucnych; opracowanie mecha-
nizmu hydrolizy enzymatycznej przebiegajacej w monowarstwach lipidowych. Metoda jed-
noczgsteczkowych membran uformowanych z uporzadkowanych i zorientowanych czaste-
czek moze by¢é pomocna przy pordwnywaniu wynikéw badan przeprowadzanych na danej
substancji w roztworze obje¢tosciowym, zwtaszcza w aspekcie wplywu orientacji czasteczek
na ich aktywno$¢ czy wlasciwosci optyczne.

lll. 3.2. Formowanie monowarstw Langmuira

Monowarstwa Langmuira to dwuwymiarowy film o grubosci jednej czasteczki
utworzony na powierzchni cieczy, najczesciej] wody, zwanej subfazg lub faza nosna, przez
zwigzki w niej nierozpuszczalne lub stabo rozpuszczalne.

Stan termodynamiczny oraz jako§¢ monowarstwy Langmuira okresla izoterma spre¢za-
nia, prezentujgca zalezno$¢ ciSnienia powierzchniowego () w funkcji powierzchni fazy no-
$nej przypadajacej na pojedynczg czasteczke w monowarstwie (A). Izotermy wyznacza si¢
przy pomocy wanny Langmuira lub Langmuira-Blodgett, ktorej schemat przedstawiono na
Rysunku 5.
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Rys. 5. Schemat wanny Langmuira-Blodgett zawierajacej ptytke Wilhelmy’ego do pomiaru
cisnienia powierzchniowego przy uzyciu wagi i sondy napiecia powierzchniowego.

W klasycznym eksperymencie otrzymywania monowarstw Langmuira, znang ilo$¢
substancji amfifilowej rozpuszczone] w lotnym rozpuszczalniku organicznym niemieszajg-
cym si¢ z woda, nanosi si¢ za pomoca mikrostrzykawki na powierzchni¢ subfazy wypetniaja-
cej teflonowa, termostatowang wanienke. Po odparowaniu rozpuszczalnika, powstata warstwe
poddaje si¢ kompresji dzigki ruchom barierek w kierunku $§rodka wanny. Barierki sg sterowa-
ne silniczkiem i przesuwaja si¢ z kontrolowang szybkoscia. Jednoczesnie komputer potaczony
z wanng rejestruje izoterme spr¢zania przedstawiajacg zalezno$¢ ci$nienia powierzchniowego
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w funkcji powierzchni, przypadajacej na jedng czasteczke w monowarstwie. Pomiar ci$nienia
powierzchniowego odbywa si¢ najczesciej metoda Wilhelmy’ego, w ktoérej dobrze zwilzalng
plytke z platyny, miki, kwarcu lub bibuly filtracyjnej umieszcza si¢ prostopadle do po-
wierzchni fazy nosnej. Ptytke wiesza si¢ na haczyku potgczonym drutem z urzagdzeniem mie-
rzacym site rOwnowazng napig¢ciu powierzchniowemu.

Powtarzalnos$¢ izoterm $cisle zalezy od doboru odpowiednich warunkéw eksperymen-
tu, m. in. temperatury, pH fazy nosnej, szybkos$ci sprezania oraz czystosci odczynnikow.

. 3.3. Izotermy - A

Warstwy monomolekularne moga na powierzchni wody znajdowac si¢ w roznych fa-
zach, w pewnym sensie analogicznych do stanéw skupienia ciat tréjwymiarowych: gazowe;j
(G), ciektej (L) i statej (S). Odkryto takze trzy dodatkowe stany: cieczy rozprezonej (LE),
stanu posredniego (I) pomigdzy faza cieczy rozpr¢zonej i ciekta charakteryzujaca sie¢ mniejsza
niz ciecz $cisliwoscia oraz fazy nadciektej (LS) posredniej migdzy stanem cieczy skondenso-
wanej (LC) i ciatem statym (S) (Rys. 6).

Kazda faza monowarstwy jest $cisle okreslona zaleznoscig cisnienia powierzchniowe-
go od powierzchni molekularnej i specyficznym utozeniem czasteczek. Przy bardzo duzych
powierzchniach wlasciwych (A>4nm?/czasteczke) monowarstwa zachowuje si¢ jak gaz dwu-
wymiarowy, czasteczki tworzacego ja zwigzku znajduja si¢ w znacznych odlegtosciach od
siebie, praktycznie ze soba nie oddziatujac, a tancuchy weglowodorowe sa zazwyczaj zwro-
cone rownolegle do powierzchni wody (rys. 6 a). Izoterma ma przebieg horyzontalny ze
zmianami ci$nienia powierzchniowego mniejszymi niz 0,5 mN/m. Zmniejszenie powierzchni
przypadajacej na czasteczk¢ w wyniku kompresji monowarstwy prowadzi do $cislejszego
upakowania czgsteczek na powierzchni subfazy i przej$cia warstwy w stan dwuwymiarowej
cieczy rozprezonej (LE). Wéwcezas odleglosci miedzyczasteczkowe maleja, a hydrofobowe
tancuchy weglowodorowe zaczynaja ,,wstawac” z powierzchni wody (Rys. 6 b). Czasteczki
zachowuja jednak duza swobode¢ ruchu. Ci$nienie powierzchniowe rosnie i1 nastepuje gwat-
towna zmiana nachylenia izotermy, informujac 0 przemianie fazowej ze stanu gazowego
w stan ciekty rozprezony (LE). W fazie tej wystepuja zardbwno przemiany konformacyjne
czasteczek, jak i tworzenie struktur domenowych. Dalsza kompresja monowarstwy przez ba-
riery wanny powoduje kolejng przemiang fazowa z fazy ciektej rozprezonej (LE) do fazy cie-
ktej skondensowanej (LC), gdzie wszystkie czasteczki sa jednakowo zorientowane i gegsto
upakowane (Rys. 6 d). Faza LC charakteryzuje si¢ niskg Scisliwoscig, poniewaz powierzchnia
przypadajaca na czasteczke nieznacznie zalezy od cisnienia powierzchniowego. Obszar LE-
LC jest rejonem wspotistnienia dwoch faz (Rys. 6 c). Dla bardzo wysokich ci$nien po-
wierzchniowych weglowodorowe tancuchy czasteczek sg Scisle upakowane 1 warstwa znajdu-
je si¢ w fazie stalej (S) rozwazanej jako dwuwymiarowy krysztat (Rys. 6 €). Dalsze sprezanie
monowarstwy prowadzi do jej zatamania (z ang. collapse) wskutek niestabilnosci mechanicz-
nej i powstawania struktur wielowarstwowych (Rys. 6 f), co przejawia si¢ gwattownym
zmniejszeniem ci$nienia powierzchniowego. Cisnienie, przy ktérym nastepuje zatamanie mo-
nowarstwy $cisle zalezy od temperatury, pH subfazy i szybko$ci kompres;ji.
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Rys. 6. Uogdlniona izoterma m - A monowarstwy lipidu wykazujgca dwuwymiarowe fazy,
ktére moga wystepowac w trakcie kompresji monowarstwy: faza gazowa (G), ciekta
rozprezona (LE), ciekta skondensowana (LC) i stata (S) wraz z modelowg orienta-
Cjg czasteczek w poszczegolnych fazach: (a) G, (b) LE, (c) LE-LC, (d) LC, (e) S,
(f) zatamanie monowarstwy.

Izoterma  — A dostarcza informacji na temat stabilno$ci monowarstwy na powierzch-
ni fazy nosnej, reorientacji czasteczek, przejs¢ fazowych i przemian konformacyjnych. Obec-
no$¢ nienasyconych wigzan w czgsteczce wplywa na ksztalt izotermy. Na skutek zablokowa-
nia procesu rotacji w czasteczkach, monowarstwy sg bardziej nieuporzagdkowane i ptynne.

Na podstawie przebiegu izoterm m — A mozna wWyznaczy¢ powierzchnie A, ktora od-
powiada powierzchni na czasteczke, przy ktorej da si¢ juz wykry¢ wzrost cisnienia po-
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wierzchniowego, a wigc ok. 0,5 mN/m, i koresponduje z przejSciem fazowym z fazy gazowej
do ciektej rozpr¢zonej. Najbardziej upakowany stan danej monowarstwy charakteryzuje po-
wierzchnia graniczna Ay, ktorg wyznacza si¢ przez ekstrapolacje liniowej czgsci izotermy
do zerowej warto$ci cisnienia powierzchniowego. Natomiast ci$nienie zalamania, ,, mono-
warstw okres$la si¢ poprzez rzutowanie na o§ Y punktu przeciecia linii bedacych przedtuze-
niem izotermy ponizej i powyzej jej przegiecia. Graficzny sposdéb wyznaczania powyzszych
parametréw pokazano na Rysunku 7.

Ty o -

n (mN/m)

20 |

10

0 1 1 1 1 1 — A 1
0 75; 150 225 "'\300 375 450 525

A A

Ao

Alim

Rys. 7. Graficzne przedstawienie sposobu wyznaczania wartosci powierzchni A, i A, Oraz
cisnienia zatamania monowarstwy, m,.

1. 3.4. Scisliwo$é monowarstw

Dodatkowym parametrem wykorzystywanym w charakterystyce monowarstw jest $ci-
$liwo$¢, ktorg mozna obliczy¢ bezposrednio z przebiegu izotermy - A na podstawie zalezno-

¢=—3(%). M

A \dm

Sci:

Jednak najczesciej stosuje si¢ odwrotnos¢ Scisliwosci, tj. modul $cisliwosci lub ela-
styczno$¢ wyrazong jako:

C7l=-A (Z—Z)T )

Zgodnie z kryterium Daviesa 1 Rideala w zaleznosci od warto$ci modutu $cisliwosci
monowarstwom mozna przypisa¢ okreslony stan fizyczny (Tabela I). Generalnie, im wyzsze
wartos$ci przyjmuje modut $cisliwosci, tym monowarstwa jest bardziej skondensowana i upo-
rzadkowana.
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Tabela I. Stan fizyczny monowarstw wedtug kryterium Daviesa i Rideala.

Cs?t Stan fizyczny
[MmN/m] monowarstwy
<12,5 Gaz (G)
12,5-50 Ciecz rozpr¢zona (LE)
50-100 Faza posrednia LE/LC
100-250 Ciecz skondensowana (LC)
>250 Staty (S)

Zaleznosci Cs t = f () umozliwiajg przesledzenie zmian upakowania i uporzadkowa-
nia czasteczek podczas kompresji filmow oraz wyznaczenie wartosci ciSnienia przejscia fa-
zowego LE-LC w przebiegu izotermy m — A, ktore pojawia si¢ jako charakterystyczne mini-
mum na wykresie modut-cisnienie. W celu lepszego zobrazowania tej relacji obie funkcje
zestawiono na wspolnym wykresie (Rys. 8).

120 1300
100} {225 _
£
& 5 =
g 80 {150 E
< T
60 | |75 ©
40
1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 0

0.10 20 30 40 50 60
n (MN/m)

Rys. 8. Zestawienie zaleznosci A — m oraz C;* — .
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Mo DdDE @

V. Czes¢ doswiadczalna

Aparatura i odczynniki

Sprzet:

— wanna Langmuira-Blodgett KSV 2000 Standard o powierzchni 780 cm?, wyposazona
w dwie barierki i platynowa ptytk¢ Wilhelmy’ego (obwod 39,24 mm) do pomiaru ci-
$nienia powierzchniowego, sprz¢zona z komputerem,

— stolik antywibracyjny,

— termostat Lauda,

— pompka wodna Air Liquide,

— palnik gazowy Bunsena, Labrant,

— buteleczki z ciemnego szkla z zakretkami 0 pojemnosci 5 cm?® — 3 szt.,

—  zlewki o pojemnosci 50 cm® — 3 szt.,

— pipeta automatyczna z koncowka o pojemnosci 1 cm® — 1 szt.,

— mikrostrzykawka firmy Hamilton o pojemnos$ci 100 uL. — 1 szt.,

— peseta— 1 szt.,

— lyzeczko-szpatutka — 3 szt.

Odczynniki:

— 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DPPC), > 99 %,

— 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DOPC), > 99 %,

— cholesterol (Chol), > 99 %,

— aceton cz.d.a.,

— metanol cz.d.a.,

— chloroform cz.d.a.,

— woda dejonizowana i demineralizowana z systemu Milli-Q o opornosci 18,2 MQcm
i pH 5,6.

Akcesoria:

— chusteczki bezpytowe,

— rekawiczki bezpudrowe nitrylowe,

— Dbibuta filtracyjna,

— parafilm.

. Program éwiczenia

Sporzadzenie roztworow lipidow w chloroformie.

Przygotowanie wanny Langmuira do pomiarow.

Utworzenie monowarstw Langmuira badanych lipidow.

Wyznaczenie izoterm m — A podczas procesu kompresji symetrycznej.
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C. Obstuga przyrzadow i oprogramowania

Wanna Langmuira-Blodgett (Rys. 9) jest przyrzadem sprzezonym z komputerem,
sterowanym przy uzyciu oprogramowania KSV NIMA LB.

Mechanizm zanurzajgcy
"""" z uchwytem

Waga elektroniczna
Haczyk potgczony
R drutem skretnym

z waga
Silnikporuszajacy 00 & REMEE. -
barierkami
R Barierka
.
“....Studzienka
Wanna .
teflonowa
Rys. 9. Wanna Langmuira-Blodgett KSV NIMA.
-

Po uruchomieniu komputera nalezy wlaczy¢ zasilacz oraz klikna¢ ikonke Q Device
Server. Pojawia si¢ okno z gtdwnym menu oprogramowania KSV NIMA LB (Rys. 10):

File Experiments Manual Control Setup Help

KSV NIMA

Copyright © Biolin Scientific

Rys. 10. Okno Device Server z gtbwnym menu oprogramowania KSV NIMA LB.
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Umieszczono w nim pig¢ ikon dajacych mozliwos¢ szybkiego dostepu do réznych opcji opro-
gramowania. Nalezy wybra¢ opcje Manual Control, aby mdc sterowac waga (z ang. balance)
i barierkami (z ang. barrier). Znajduje si¢ tu rowniez podglad wartosci ci$nienia powierzch-
niowego, pozycji barierek oraz szybkosci ich poruszania si¢ (Rys. 11).

i < Manual Control Unit o =
Cisnienie
) e,  Troughl [~ Trough2 | [ Temperature I
powierzchniowe " > TT [mN/m) ~TI [mN/m) Ttiough [C]
. . Jt-=+> Barrier Pos [mm] Barrier Pos [mm] Tcontrol [C]
Pozycjabarierek - - ~
L 0.00 22.0
o1 Bamier Spd [mm/min] | | Barrier Spd [mm/min) Thath [C]
L, e ‘. o.oo
Szybkos¢ poruszania || | [ ,
sie barierek ~ Dipper 1 [ Accessories
Dipper1 Pos [mm] Dipper2 Pos [mm) Surface potential [V]
Dipperl1 Spd [mm/min] Dipper2 Spd [mm/min] pH
|§anier1 | Dipper1 | Temperature | Stirer |
~
| Show as - "n:/m

|Barrie12| Dipperl I Temperaturel Stirrer I

i~ Barrier! Controls - 1‘0;4 SD eet.:iv 100% g

N Zerol Closel | Stop Open e .J

Rys. 11. Okno jednostki Manual Control uzywane do sterowania urzgdzeniami sprzezonymi
z komputerem.
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Nowy eksperyment nalezy rozpocza¢ klikajac ikonke ﬁ LB Control Software

(Rys. 12).

g KSV NIMA LB Control Software

File Edit

v o 4|

View Controls

Help

Sample Interval [s] : I sj Max Graph Buffer Size [points] : | 2000 il

—

B1[mN/m] B2[mN/m] Brrl[mm] Br2[mm] D1[mm] D2 [mm] T[C) pH SP V] AD V]
EEES I Toon | BN W25 odon N [oroood
j‘Status: [.Select a new Experiment Bl : Idle Brr2: |None D1: [Idle D2: None

Rys. 12. Okno KSV NIMA LB Control.

W pojawiajacym si¢ oknie wybraé opcje 1s0.

Wyswietli si¢ okno Experimental Setup, ktore

nalezy wypetni¢ podajac podstawowe informacje dotyczace danego eksperymentu (Rys. 13).

Name : IExpeliment 1

— Prabe for Balance1
Name : [Wihelmy S

User IJ prki

Perim. |2U,UUD mm

Trough
Name - |Small

| Widh: | 500 mm

=l

[~ Probe for Balance2
MName : |Wi|helm5-

Date: |3El.1 2201311:07:08

Peim. : | 39,240 mm

hrea: 77500 mnf [ Symmetiic Barriers

— Subphase
Name : |‘w'ater

=1
ST:[ 7280 mN/m pH:[  T:| oc

2]
Unit: [Unknown ]

Mised with : |

Conc : |

— Substancel
Name |Stearic Acid ZI

Conc: I 1 Unit Imgfml A
MW:I 2845 Vulune:l 8,00 Areal

[~ Substance2

MName : | ZI
Conc: | Unit : |Unknnwn vI
W | Volume : | pl Areal

— Substrate

=
Shape : IHectargle v| Height: | mm
Width : I mm  Thickness : | mm

Name:|

[~ Comments

Rys. 13. Okno Experimental Setup zawiera podstawowe informacje o prowadzonym ekspe-

rymencie.

15



Cwiczenie nr XVIII — Wyznaczanie izoterm n-A

Nacisnigcie przycisku Start automatycznie wygeneruje okno Trough Control, ktore pozwala
na ustalenie szczegdtowych parametrow pomiaru, w tym metody kompresji, opcji zapisu,
parametréw kompresji (docelowego cisnienia powierzchniowego i szybkos$ci poruszania si¢

barierek), (Rys. 14).

Troughl Controls ﬁ
Metoda kompresji | Conpression Method
5¢ i -
Stata szybkosc¢ kompresji st
Recording Options

I & From Go to Target

" From Go to Stop/Dip
(" From Target to Stop

RecOn
I Rec Off

Opcje zapisu ...

" Manual
i __}Talgelﬂpliom No of Cycles
Analizowany @ Suface Pressue M 1s
parametr " Mean Molecular Area o ij

= Trough Area L.
¢ Banies Postion [ 102

Compression Parameters

Taiget [mN/m] : 700 5| 4}
Rate [mm/min]: [ 100 4] <{..

”

Wat Before Go [min]: | 100 2] <.,

After Target Parameters

Ma. Rate Fwd [mm/min) : [—Wﬂ
Max. Rate Bwd [mm/min] 50 2]

Pause

I
ZeroBall | Stop Go <'|"t;mdd].. |

ZeroPosl InitBaﬂierJ Eomptessl Enpandl

Docelowe cisnienie
powierzchniowe

- 5ybkoéé kompresi

. Czasoczekiwania
narozpoczecie pomiaru

Rozpoczecie pomiaru

Rys. 14. Okno Trough Control pozwala na ustalenie doktadnych parametréw pomiaru.

W trakcie eksperymentu na ekranie monitora mozna obserwowacé tworzenie si¢ izotermy
m — A (Rys. 15). W celu zakonczenia pomiaru nalezy klikngé Stop i zapisac¢ dane.
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r — =
B Graph — — E=REEE
30.819; 15,122 Surface pressure versus Mean molecular area
Example Isotherm Stearic Acid2
ssE 1’.
sof
3 Tt
45 I
40F " Li
| I
35f I
EafE /
2 F ¥
Eost *
o =
D20+ \
15E \\
10 f \\
| 5 E
0 S S A "m.
10 15 20 25 30 as 40 45
Mma [A7]
ZeroOrnigin | UndoZoon | §hanenu| FPrint | LinFeg
=

Rys. 15. Przyktadowe izotermy m — A.

Q.
Zapisane wyniki mozna odnalez¢ w folderze Browse LB measurement (Rys. 16).
Nalezy podswietli¢ pomiar, wybra¢ opcje Copy Data i wklei¢ dane do Notatnika lub pliku
Origin/Excel.

B Ci\ProgramData\KSV\LayerBuilder\MeasuredData\LB20070608154042838.abs o |E
File View Help
o 0 = | @ ShowAl € ShowlsothemEsp. " Show Dipping Exp.
Find Experiment
Name User Substancel Substance2 Subphase
Experiments
Substancel Substance2 e
[3 Example Isotherm ~ |KSY 8,6.2007 15:40:42 | stearic acid ‘E ‘
| [SA test Demo 15.4.201010:27:53 SA water o
osc test Demo 15.4.201010:58:54 SA water
-
| |fress Demo 15.4.201014:33:46 SA water
| |iso Demo 1542010154309 SA water
test Demo2 195.201013:4859 SA water v
> »
Isotherm1 Data |
No | TIs] [Bpos [mm] [Bspd [mm/min]] Area [er] [Mma [2/molec]| SP [mN/m] [SP2 [mN/m)[ T (TSP | Ph [4D v » Xeais ©
l 1 0.0 00 000 243,00 44,1 0,09 0,00-161.9 03 0,000 | IAlea [en?] L]
| | 2 1.1 00 993 24295 441 0,08 0,00-174.1 0.3 0000 i
3 22 02 993 24287 441 0,07 0.00-152.8 03 0000 Y -
1 v
[l & 33 o4 9% 2023 440 009 0004159 03 0000 i}
|| 5/ 44 06 939 24212 440 0,08 000-1143 03 0,000 Y2-ais :
i 6 55 08 993 24184 433 0,08 0,00-1405 03 0000 ~  |None v
< < » » | & ShowAll ¢ ShowBefore Target  Show After Target
E———— —

Rys. 16. Wykaz uzyskanych danych.
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D. Sposéb wykonania éwiczenia

Przygotowanie roztworow. Sporzadzi¢ roztwory lipidow w chloroformie. W tym ce-
lu w buteleczkach o pojemnosci 5 cm?, wykonanych z ciemnego szkta, odwazy¢ za pomoca
wagi analitycznej (Sartorius) ok. 1 mg danego lipidu, a nastepnie rozpusci¢ nawazke w takiej
ilosci chloroformu, aby uzyska¢ roztwor o stezeniu 1 mg/mL. W analogiczny sposéb przygo-
towa¢ wszystkie roztwory lipidow. Buteleczki z roztworami zamkngé¢ szczelnie zakretkami
i zabezpieczy¢ przed parowaniem rozpuszczalnika okrecajgc je parafilmem, a nastepnie prze-
chowywacé pod przykryciem w atmosferze chloroformu.

Przygotowanie wanny do pomiaréw. Uruchomi¢ termostat polaczony z wanng
Langmuira, ustawiajac temperature na 20°C. Przed pomiarami teflonowa wanne wraz z ba-
rierkami wykonanymi z poliacetalu oczysci¢ bezpytlowymi chusteczkami nasgczonymi aceto-
nem, a po odparowaniu rozpuszczalnika (ok. 10 minut) chusteczkami nasaczonymi metano-
lem, uzywajac bezpudrowych r¢kawiczek nitrylowych oraz pesety. Po uptywie 10 minut
wanng i barierki przeptukac kilkukrotnie ultraczysta woda, ktora nalezy usuna¢ z wanny przy
pomocy pompki wodnej zaopatrzonej w plastikowa, wymienialng koncéwke. Nastgpnie wlaé
wode tak, aby utworzyt si¢ menisk wypukly i doczysci¢ powierzchni¢ subfazy odsysajac
ewentualne zanieczyszczenia podczas ruchu barierek w kierunku $rodka wanny. Poziom wo-
dy po doczyszczaniu powinien by¢ roéwny z krawedziami wanny.

Sprawdzanie czystosci powierzchni. W celu sprawdzenia czystosci subfazy, nalezy
platynowa ptytke Wilhelmy’ego 0 wymiarach 10x19,62 mm?, optuka¢ w metanolu i wodzie,
trzykrotnie wyprazy¢ w ptomieniu palnika i zawiesi¢ na haczyku wagi w taki sposob, aby 1/3
plytki byta zanurzona w subfazie. Nastepnie Wyzerowaé wage i barierki w pozycji Open, po
czym rozpocza¢ kompresj¢. Pomiar cisnienia powierzchniowego polega na wazeniu platyno-
wej plytki zanurzonej w fazie nosne;j. Jesli zmiany napiecia powierzchniowego podczas ruchu
barierek w kierunku $rodka wanny nie przekraczaja wartosci 0,3 mN/m, powierzchni¢ fazy
nosnej uznaje si¢ za Czysta 1 po otworzeniu barierek przystgpuje si¢ do pomiaru gtownego.
W przeciwnym wypadku czyszczenie nalezy powtorzyc.

Pomiar gléwny. Na oczyszczong powierzchni¢ fazy nosnej, po wyzerowaniu cisnie-
nia powierzchniowego i pozycji barierek, nanosi¢ kroplami odpowiednia objetos¢ roztworu
lipidu uzywajac mikrostrzykawki Hamiltona z teflonowym zakonczeniem tloczka. Dozowana
objetos¢ nalezy dobra¢ w programie KSV NIMA LB w oparciu o mas¢ molowa zwigzku
I stezenie roztworu. Zazwyczaj objetos¢ miesci si¢ w przedziale od 50 do 100 uL. Po nanie-
sieniu roztworu chloroformowego na powierzchni¢ wody nalezy odczeka¢ 10 minut w celu
odparowania rozpuszczalnika, po czym rozpoczaé¢ kompresje¢ z szybkoscig 10 mm/min. Row-
noczes$nie proces jest rejestrowany w postaci zaleznos$ci cisnienia powierzchniowego od po-
wierzchni subfazy przypadajacej na pojedyncza czasteczke w monowarstwie (izotermy m-A),
widocznej na ekranie polaczonego z wanng komputera. Po zakonczeniu pomiaru nalezy usu-
ng¢ zawartos¢ wanny 1 oczysci¢ ja wedtug procedury opisanej powyzej. Czynnosci powtorzy¢
dla kolejnych lipidoéw.

Roztwory organiczne pozostate po pomiarach wyla¢ do butelki z napisem ,,ZLEWKI
chloroformu”. Buteleczki z zakretkami przeptukacé trzykrotnie §wiezymi porcjami chloro-
formu i pozostawi¢ do wyschnigcia.
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E. Opracowanie wynikéw i wnioski

Otrzymane dane doswiadczalne przenie$¢ do programu Origin lub Excel i opracowaé
wedhug zestawionych punktow.

1. Sporzadzi¢ wykresy izoterm m — A, odktadajac na osi odcietych powierzchnie przypada-
jaca na czasteczke, A, wyrazong W A2, a na osi rzednych odpowiadajace wartosci ci$nienia
powierzchniowego, . Izotermy monowarstw badanych lipidow zamiesci¢ na jednym wy-
kresie zbiorczym (jak na Rys. 7).

2. Korzystajac z krzywych wyznaczy¢ graficznie powierzchni¢ Ay, Ay, Oraz ci$nienie za-
tamania, 1,, monowarstw (Rys. 7) i zestawi¢ w Tabeli Il.

Tabela Il. Parametry fizykochemiczne bton okreslone na podstawie izoterm  — A.

Rodzaj Ao Alim T, Cs(m) Stan
monowarstwy [A?] [A?] [mN/m] [mN/m] fizyczny
DPPC
DOPC
Chol

3. Korzystajac z danych pomiarowych zarejestrowanych izoterm m — A dla poszczegdlnych
monowarstw obliczy¢ modut $cisliwoéci, C5* w mN/m, wedtlug wzoru 2, gdzie:  — ci-
$nienie powierzchniowe wyrazone w mN/m, A — powierzchnia na czasteczke w A2,
a T — stata temperatura pomiaru.

4. Sporzadzi¢ wykresy C5' —m, odkladajac na osi odcietych ci$nienie powierzchniowe,
n (MN/m), a na osi rzednych odpowiadajace wartosci modutu $cisliwoéci, C5 (mN/m),
tak jak pokazano na Rysunku 8. Krzywe zamies$ci¢ na wspolnym wykresie.

5. Wyznaczy¢ maksymalng warto§¢ modutu Scisliwosci i odpowiadajgce jej ciSnienie po-
wierzchniowe. Na tej podstawie okresli¢ stan fizyczny monowarstw wedlug kryterium
Daviesa i Rideala. Wyniki zamiesci¢ w Tabeli I1.

6. Okresli¢, w ktorym przypadku (-ach) zachodzi przejsécie fazowe LE-LC.

7. Poréwna¢ wyznaczone z izoterm m — A warto$ci parametrow dla trzech modelowych
membran (Tabela 1) i zinterpretowac zaleznosci w powigzaniu ze strukturg zwigzkow.
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