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1. Budowa i wlasciwosci wody.

W czasteczce wody wigzania O-H sg silnie spolaryzowane, a kat pomiedzy nimi wynosi 104.5°,
co powoduje, ze posiada ona istotny wypadkowy moment T
dipolowy o wartosci 1.87 D. WartoSci momentow
dipolowych maja wiasnosci kumulatywne, po pofaczeniu | ‘\o\\, ) 4/ 1 " ?S
sic dwu czasteczek wody w dimer (takie zjawisko |( @ 4 @l @ o W >,

. . . e , ‘ | Hydrogens are partially positive.
wystepuje m.in. na granicach faz) warto$¢ ich wspolnego . Wl 01

o | Oxygen attracts the shared
/ \ Y electrons and is partially negative.

momentu dipolowego ro$nie do 10 D. Atom tlenu ‘ & ‘, d

W czasteczce wody znajduje sic w konfiguracji sp®, dwa ‘

pozostate orbitale molekularne sg obsadzone przez dwie P v 6_36@& v : ‘J

wolne  pary elektronowe. Oddzialywanic  mig¢dzy . iwamgenl , il -
czasteczkami wody sa dwojakiego rodzaju: czasteczki j . 7 i K

wody oddzialuja ze soba clektrostatycznie (dipol-dipol), biyasc: S sovees Mo miosios.

ale gtlowna rolg¢ odgrywaja wiagzania wodorowe. Polegaja one na oddziatywaniu atomu wodoru jednej
czasteczki z atomem tlenu drugiej. Istnienie wigzan wodorowych wywoluje niespotykane u innych
wodorkow tlenowcow wilasciwosci: wysoka temp. wrzenia, duze ciepto parowania (duza pojemnosc
cieplng), duze napigcie powierzchniowe, wigkszg gesto$¢ cieczy niz lodu. Najwyzsza gestos¢ (1g/ml) woda
osigga w temp. 3.98°C, wynika to z faktu, ze wlasnie w tej temperaturze zawiera ona najwigcej asocjatow
dwuczasteczkowych.

Struktura cieklej wody ma wysoki stopien nieuporzadkowania, czyli wysoka entropi¢. Przyjmuje sie,
ze woda ciekta ma charakter dimorficzny, zawierajacy zar6wno dipolowe czastki swobodne, jak i duze
agregaty (tzw. grona) potaczone wigzaniami wodorowymi. Poza tym istnieje jeszcze pewna ilo$¢ agregatow
dwu- i trojczasteczkowych. Grona charakteryzujg si¢ krotkim czasem trwania (potowiczny okres rozpadu
gron wynosi w temp. 30°C 10™° — 10 s), przy czym nieustannie nastepuje przechodzenie od struktury
czasteczkowej do gron i odwrotnie. Tak wigc w czystej chemicznie wodzie czasteczki s3 w stanie
rownowagi dynamicznej z agregatami. W momencie pojawienia si¢ jonu lub innej czastki polarnej, struktura
cieklej wody ulega zaburzeniu 1 wzrostowi uporzadkowania (spadek entropii). W bezposrednim sgsiedztwie
otaczanej czastki gromadzg si¢ dipole wody tworzac w ten sposdb tzw. otoczke hydratacyjng (zlozong
zazwyczaj z kilku do kilkunastu warstw dipoli wody), wokoét ktorej powstaje dos¢ duzy obszar zawierajacy
jedynie swobodne czasteczki, niezdolne do tworzenia gron. Dopiero z dala od jonu struktura wody
przyjmuje normalng posta¢ wody ciekte;j.

Oddziatywania

czasteczek wody obecnych w

otoczce hydratacyjnej

s z otaczanym jonem
czy dipolem  roznig  sie¢

s co do swojej sity od wigzan

e e Obecnych w przestrzeni gron.
Zazwyczaj s3  silniejsze,

~ Giecz nomalna, o
strukturze dipolowo -

omid ale zawsze jest to zalezne

Struktura ciekiej wody w stanie czystym (po lewej) oraz dokota jonu (po prawej) od bUdowy Otaczanej struktu ry.

W przypadku otaczanych zwigzkow amfifilowych sytuacja dodatkowo si¢ komplikuje.



2. Zachowanie si¢ zwigzkow amfifilowych w roztworach wodnych.

Zwiazek posiada wilasciwosci amfifilowe, jezeli w jego czasteczce mozemy wyrozni¢ czgs$é
(lub stron¢) hydrofilowa i hydrofobows. Region hydrofilowy to cz¢$¢ polarna czgsteczki (zawiera grupy
polarne, ulegajace lub nie ulegajace dysocjacji elektrolitycznej), budowa tej czgséci czasteczki pozwala na
powstawanie otoczki hydratacyjnej (plaszcza wodnego) dookota niej. Region hydrofobowy to czgsé
niepolarna czasteczki, zawiera najczesciej tancuch weglowodorowy lub/i ugrupowanie cykliczne lub
policykliczne, moze zawiera¢ zmienng liczbe wigzan wielokrotnych 0 réznym stopniu nienasycenia,
abudowa tej czeSci czasteczki nie pozwala na powstawanie otoczki hydratacyjnej (ptaszcza wodnego)
dookota niej. Surfaktantem nazywamy zwigzek chemiczny obnizajacy napiecie powierzchniowe wody lub
roztworu wodnego (inaczej jest to tensyd). Detergent jest to produkt opracowany dla utrzymywania
np. zwigzkéw hydrofobowych lub innych zwigzkéw amfifilowych w postaci rozpuszczonej w roztworze
wodnym posiadajacy nastepujace cechy charakterystyczne: budowa amfifilowa, zdolno$¢ tworzenia miceli,
zdolno$¢ do solubilizacji substancji hydrofobowych i tworzenia z nimi mniej lub bardziej stabilnych emulsji
w roztworach wodnych. Zwigzki amfifilowe wykazuja tendencje do spontanicznej agregacji w roztworach
wodnych, po przekroczeniu krytycznego stezenia i temperatury.

Zjawisko tworzenia przez niepolarne tancuchy warstw adsorpcyjnych okresla si¢ terminem
‘oddziatywania hydrofobowe’. Przyczyng wypierania niepolarnych czgéci z wnetrza wody jest
oddziatywanie wystepujace pomiedzy miedzy tancuchami weglowodorowymi obecnymi w czasteczkach
lipidow (oddziatywania van der Waalsa, prosze doczytaé, jakie sktadowe wchodzg w jego zakres) oraz brak
oddzialywania pomiedzy tancuchami a czasteczkami wody (wigzania kowalencyjne wystepujace pomigdzy
atomami wegla 1 wodoru sa bardzo stabo spolaryzowane).

Oddziatywanie czasteczek wody z grupami -CH;- jest niezwykle stabe 4o}

w poréwnaniu z oddziatywaniem miedzy czasteczkami wody - prowadzi :

to do wypychania tancuchow weglowodorowych z wnetrza fazy wodne;. o A
Poczatkowo czasteczki zwigzkow amfifilowych wystgpuja  jako ¢ SOERENSIoN KO
monomery, powyzej limitu rozpuszczalnos$ci spontanicznie grupuja si¢ f 4

w taki sposob, aby czesci hydrofobowe miaty ograniczony kontakt @ e
Z czasteczkami wody, €0 wynika z dazenia uktadu do minimalizowania ol MNT\ pa——
energii swobodnej. Od tego momentu (stezenia okreslanego jako CMC)

rownowagowe stezenie monomeréw surfaktantu pozostaje na statym “MONOMERS
poziomie, natomiast roénie stezenie miceli. Moga powstawa¢ wowczas R

takze inne typy agregatow fosfolipidowych (np. monowarstwy na granicy faz  biagram fuzowy obrazujacy
. . . . polimorfizm liotropowy siarczanu
powietrze-woda), co jest zalezne od budowy czasteczek amfifilu. TWOrZenie  ouecyiu sodu w zaleznosci od

agregatow w roztworach wodnych jest takze silnie zalezne od temperatury — Sf¢zenia itemperatury

i stezenia amfifilow.

Poczynajac od temperatury okreslonej warto$cia tzw. punktu Krafta (punkt potrdjny, czyli punkt
na wykresie fazowym obrazujacy wspolistnienie trzech faz danej substancji jednoskladnikowe;,
w przypadku polimorfizmu liotropowego obrazuje on wspotistnienie trzech réoznych form strukturalnych
danej substancji bagdZz mieszaniny) rozpuszczalno$¢ amfifilu silnie wzrasta. Jest to zwigzane z tworzeniem
agregatow micelarnych. Dla niektorych amfifilow (gtownie niejonowych) dalsze zwigkszanie temperatury
prowadzi do osiggnigcia tzw. punktu zmetnienia (ang. cloud point), powyzej ktérego oprocz miceli
w uktadzie powstaja fazy ciektokrystaliczne (wyzszego rzedu agregaty). Nastepuje rozdzielenie faz.
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IHIII L:UA [l " i jest okreslany wzorem:

P9I v

- a-l

gdzie v = objetos¢ czasteczki, a = powierzchnia czgsci polarnej czasteczki,

increase in electrolyte content (for ionics), increase in temperature (for POE nonionics)

1 = dlugos¢ tancucha (fancuchow) hydrofobowych

Rodzaje struktur agregacyjnych tworzonych przez amfifile
w Srodowisku polarnym i niepolarnym

Amfifile o relatywnie wigkszej czgéci polarnej (S < '%)

tworza formy agregacyjne zwane micelami (z tacinskiego — mate kulki). Zaleznie od struktury czasteczek
I srodowiska micele mogg by¢ wielkosci od 5 nm do kilkuset nm i by¢ tworzone przez 2 — 2250
monomerdéw (liczba agregacji). Micele moga posiadac rozny ksztatt determinowany przez:

So — powierzchni¢ zajmowang przez czasteczke na interfazie weglowodorowej; zalezy w duzej

czesci od wlasciwosci roztworu, szczeg6lnie sity jonowej,

| — maksymalng dtugos¢ czgséci hydrofobowej; determinujgca maksymalny rozmiar miceli. Promien

miceli kulistej nie moze by¢ wickszy od 1.

V — objetos¢ czesci weglowodorowej amfifilu.
Najpowszechniej spotykanym ksztaltem miceli jest kula. Srednica takiej miceli najczesciej jest

réwna podwojonej dlugo$ci monomeru. Jednak zalezy to w duzej mierze od budowy czasteczki amfifilu
I warunkow $rodowiska zewngtrznego. Dlatego uwaza si¢, ze w stalej temperaturze (przyjmuje sie, ze Wraz

o

Concantration of Detergent in
Monomars and Micalles

Arbitrary units

cmc
range

|
||
|

| NMRA ling weidih

surfaca tension

H eguivalant
eonductance

nsmalic
prOSSUfE

i
| salubilizatiun
;_ light suallering
///:whid.w
|

manoimed

micales

Total Concentration
[arbitrary units)

a. Zmiany przykltadowych parametréw podczas
wyznaczania warto$ci CMC; b. zmiany st¢zenia formy
monomerycznej i micelarne;j.

ze wzrostem temperatury wartos¢ CMC ro$nie, a liczba agregacji
maleje) i dla porownywalnych stezen rozpatrywanych zwigzkoéw
amfifilowych (powyzej CMC) $rednica i liczba agregacji miceli
zaleza od 1. dla detergentow niejonowych: dlugosci czesci
hydrofobowej czasteczki, stopnia jej nienasycenia i obecnosci
rozgatezien tancucha weglowodorowego, a takze sity jonowej
I osmolarnoS$ci roztworu.

2. dla detergentow jonowych (mono— i
od dtugosci hydrofobowe;j
nienasycenia 1 obecnosci

zwitterjonowych)
czasteczki, stopnia jej
fancucha

czesci
rozgaltezien
weglowodorowego, ale dodatkowo tez osmolarnosci, pH 1 sily
jonowej roztworu oraz obecnos$ci w niej jondéw o przeciwnym
znaku do tadunku amfifilu oraz tego, czy beda to jony mono- czy
poliwalentne.

Ksztalt sferyczny nie jest jedynym, jaki moga przybrac
micele, stosunkowo czesto spotyka si¢ takze micele cylindryczne
(np. SDS) dyskoidalne (o przekroju elipsy o réznym stopniu
sptaszczenia) lub tzw. dyski micelarne (podobne z budowie do
izolowanych, niewielkich fragmentow dwuwarstwy
fosfolipidowej). Micele takie spotykane sa raczej w uktadach
binarnych (dwusktadnikowych) lub w przypadku czasteczek
detergentu, ktére nie posiadajg typowej budowy: hydrofilowa
‘gtowka’ 1 hydrofobowy ‘ogonek’, ale posiadaja hydrofilowa
4



i hydrofobowg ‘stron¢’, jak w przypadku kwasow zotciowych i ich soli. Dla surfaktantow jonowych
obserwuje sie, ze Wzrost ich stezenia w roztworach wodnych moze prowadzi¢ do zmiany morfologii miceli
w kierunku struktur o wyzszym uporzadkowaniu: micele sferyczne — cylindryczne — heksagonalne —
lamelarne. Zjawisko to jest wynikiem spadku $redniej odleglosci pomiedzy agregatami i tym samym
wzrostem sity miedzyczasteczkowego odpychania.

Do wyznaczania wartosci CMC powszechnie stosowanych jest kilkanaécie metod. Zadna z nich nie
wyznacza tak naprawdg CMC, lecz zakres stezen, w ktorym obserwowane sa zmiany badanego parametru,
mamy bowiem do czynienia z pewnego rodzaju nieciagglosciag wiasciwosci fizycznych roztworu. Zmiany te
sg pochodng pojawienia si¢ w roztworze agregatow micelarnych. Mierzy¢ mozemy fluorescencje
(wykorzystywana sonda nie powinna emitowaé S$wiatta w roztworze wodnym, natomiast powinna
fluoryzowaé¢ w srodowisku hydrofobowym), rozpraszanie $swiatta (przez tworzace si¢ micele), napiecie
I ciSnienie powierzchniowe (tworzenie miceli w roztworze jest procesem rownoCzesnym z powstawaniem
monowarstwy na granicy faz woda-powietrze), przewodnictwo elektryczne roztworu i inne. Z reguly
zakresy stezen CMC uzyskane przy uzyciu roznych metod pokrywaja si¢ ze soba, jednak prawie nigdy
idealnie.

3. Dwuwarstwa fosfolipidowa.

Amfifile o najmniejszym stosunku powierzchnia/objgtose, L R e
np. lipidy dwulancuchowe, tworza agregaty typu dwuwarstwy. rorowratue gl icee
Dwuwarstwa nie jest strukturg sztywna, nie wystgpuja w niej bowiem }2 {u {0 "
wigzania kowalencyjne. Pomigedzy czasteczkami  budujacymi “ij - / e
dwuwarstwe dochodzi za to do dwojakiego rodzaju oddziatywan, ktore ;‘%ﬁé W RozPUSIZALNIACH EFDLARNTCH
sa wyznacznikiem podziatu dwuwarstwy na dwie strefy: wewngtrzng ::ff? EAQ};{“{ gg‘q;;%
(hydrofobowa) i powierzchniowa (polarng). ci-n«vf }@Ezﬁgf %ﬁg
1. Strefa hydrofobowa charakteryzuje si¢ wystgpowaniem glownie i PRAN
oddziatywan dyspersyjnych. W czasteczce nieposiadajacej statego i \ ——
momentu dipolowego nastepuje przypadkowa fluktuacja rozktadu seysetat %%%%%\M‘m

gestosci elektronowej, co oznacza pojawienie si¢ chwilowego momentu  Rodzaje struktur agregacyjnych tworzonych
dipolowego (mimo braku wiazan o wyraznej polaryzacji). W ten sposob  £/7¢= amfifitew Srodowisku wodnym
dokota czasteczki wytwarzane jest pole elektryczne, ktore wywoluje polaryzacje sgsiedniej czasteczki
i powstanie kolejnego momentu dipolowego. Ten drugi wyindukowany moment dipolowy jest tak
zorientowany, ze przyciaga si¢ do pierwszego momentu dipolowego. Zjawisko takie zaj$¢ moze w obrebie
calej dwuwarstwy, w dowolnej z oddziatujacych czasteczek, w wielu miejscach blony rownoczesnie. Uwaza
sie, ze oddziatywanie dyspersyjne polegaja na obnizeniu energii uktadu, dzigki skorelowanym fluktuacjom
rozktadu tadunku w sgsiednich czasteczkach. Energia oddzialywan dyspersyjnych bedzie najwigksza, gdy
czasteczki beda ustawione rownolegle, dlatego
tez mozna powiedzie¢, ze sity Van der Waalsa
daza do rownoleglego ustawienia tancuchow
weglowodorowych w  jak  najmniejszej
odlegtosci od siebie, poniewaz energia
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oddziatywan dyspersyjnych jest odwrotnie
proporcjonalna do szostej potggi odleglosci
pomiedzy czasteczkami. Upakowanie lipidow
zalezy od proporcji pomiedzy wielkoscia i L e R
gtowki 1 reszty hydrofobowej CZE}SteCZki. Distance from Bilayer Center (A)

Fig. 2. Electron density profiles (EDPs) of gel phase (DPPC) and fluid phase (DOPC) bilayers (Tristram-Nagle et al., 1998).
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Bowiem nawet w lipidach o ksztalcie cylindrycznym obie te wielko$ci nie muszg by¢ identyczne.

Upakowanie lipidow zalezy od stopnia nasycenia reszt kwasoéw thuszczowych oraz od ilo$ci atomow

wegla je budujacych. Obecnos$¢ podwdjnego wigzania w tancuchu weglowodorowym kwasu thuszczowego
powoduje jego zakrzywienie, a wigc gorsze dopasowanie do siebie sgsiadujacych czasteczek, co powoduje
Z kolei rozluznienie struktury i wzrost ptynno$ci btony, zmienia takze jej grubos¢.
2. Cze$¢ powierzchniowa- polarne czeSci lipidow moga wchodzi¢ w interakcje typu jon-jon, jon-dipol,
dipol-dipol lub moga tworzy¢ wigzania wodorowe. Dzieje si¢ tak tylko pomiedzy czg¢$ciami polarnymi,
nigdy pomiedzy czescig polarng jednej czasteczki a hydrofobowg innej. Waznym elementem dwuwarstwy
fosfolipidowej jest granica faz z zaadsorbowanymi czasteczkami wody (tzw. woda strukturalna), zwlaszcza
na glikolipidach (glikokaliks), ktora stanowi bariere energetyczng dla transportu czgsteczek hydrofobowych.
Ze wzgledu na silne zjonizowanie powierzchni btony, ulegaja na niej adsorpcji jony oraz inne zjonizowane
czasteczki wystgpujace w roztworze. Szczegodlnemu zatezeniu ulegaja te zwiazki i jony, ktdre nie sg przez
btone transportowane. Nalezg do nich jony miedzi, manganu czy cynku, ktorych st¢zenie w Srodowisku
jest znikome. Silne wtasciwosci adsorpcyjne dla jonow wielowartosciowych odgrywaja pewnag rolg
w uporzadkowaniu polarnych (a szczegoélnie zjonizowanych) czgsci fosfolipiddow na granicy faz
(tzw. sieciowanie ‘gtowek’ fosfolipidowych).

Faza lamellarna moze wystgpowa¢ w kilku stanach. Stan dwuwarstwy w fizjologicznym zakresie
temperatur okresla si¢ jako stan ciektego krysztatu (tak zwana faza ptynna L,). Struktura taka charakteryzuje
si¢ dos¢ duza ptynnoscig, dodatkowo zalezng od sposobu upakowania lipidéw, geometrii przestrzennej
czasteczki, sktadu srodowiska i od temperatury.

Lamelar — I Faza ciekla L, charakteryzuje si¢ malym stopniem
e RARIRILIAIN upakowania tancuchow acylowych, mata lepkoscig (duza
| N . O - . A -
Fluid L, ®) = ptynnoscig) oraz duzym  wspotczynnikiem  dyfuzji.
5&%&@%@ S Powierzchnia dwuwarstwy nie jest plaska. Czasteczki
T sa zdolne do wykonywania szybkich ruchéw postgpowych
I el CaAN i rotacyjnych.
S Faza Py- obydwi t larnie pofatd
I aza Pg- obydwie monowarstwy sa regularnie pofaldowane,
a przesuniecie wzgledem siebie lancuchéw acylowych
%%%%I% Yo powoduje obnizenie energii oddziatywan Van der Waalsa.
o ?//M/M)/}M//,‘, QQ\OO Faza Lg- tancuchy acylowe sa proste, w pelni rozciagnigte
e i bardzo $cisle upakowane wzglgdem siebie. Powierzchnia
@Wﬂﬂm%%%ﬂ dwuwarstwy jest ptaska, ale tancuchy sa utozone pod katem
Pseudocrystaline ’#m%%#mﬁ e e wzgledem niej. Czasteczki fosfolipidow sg uporzadkowane
Yy 7 w quasi heksagonalne formy.
LTHLTHLHTLTH Faza L. czyli ps.,eudokrystaliczna charakteryzgje sie%
e prostopadtym utozeniem tancuchéw wzgledem powierzchni
i = dwuwarstwy, jednak ta ostatnia nie jest catkowicie plaska.
LR L . ,
Fig. 3-14. Organization of the lamellar bilayer phase in the fluid, _ripple. ge} pseudo- Faza ZaChOquca (ang Interdlgltated) pOSlada %anCUChy
zzztr:ﬂni.ne, and interdigitated states (top to bottom). The top view is shown in the last ulojone przestrzennje W bardzo charakterystyczny Spos()b

(zachodzace na siebie), grubo$¢ struktury jest znaczaco mniejsza niz w przypadku blony dwu-
monowarstwowej.

Termotropowe przej$cie fazowe dwuwarstwy fosfolipidowej polega na zmianie jej parametrow
fizykochemicznych podczas dostarczania do ukladu energii w postaci ciepta. Najistotniejszg zmiang
dostrzegalng podczas przejscia fazowego jest zmiana uporzadkowania czasteczek fosfolipidow zarowno
W czesci hydrofobowej, jak 1 powierzchniowe;.



Przejscie fazowe jest zjawiskiem skorelowanym i, dla czystego lipidu, zachodzi w zakresie temperatury
mniejszym niz kilka stopni (dla mieszanin obserwujemy poszerzenie piku przejscia). Jego bezposrednim
wynikiem, oprocz zmiany uporzadkowania czasteczek fosfolipidow jest zmniejszenie grubosci dwuwarstwy
I rozszerzenie jej powierzchni, poniewaz obszar zajmowany przez czasteczke zwigksza si¢ z ok. 0.48
do ok. 0.7 nm?. Jest to proces wysoce endotermiczny, dostarczana energia jest przez uktad pozytkowana na
zmiang konformacji kwasow tancuchow thuszczowych i na rozerwania sit Van der Waalsa.
Warto jeszcze dodaé, ze chociaz przejscie fazowe jest zjawiskiem skorelowanym, to jednak nie zachodzi
na zasadzie ,,wszystko albo nic”, to znaczy, w zakresie temperatur przej$cia w dwuwarstwie wspoétistniejg
domeny o réznym stopniu uporzadkowania: stato- i cieklokrystaliczne. Stad wynika najwyzsza bierna
przepuszczalno$¢ dwuwarstwy w zakresie temperatur przejs$cia dla czasteczek normalnie nieprzechodzacych
przez blone. Jest to rownocze$nie fizyczne wytlumaczenie, dlaczego btony biologiczne zbudowane
sg roznego typu fosfolipidow i innych lipidow. Blony biologiczne, dzigki swojej kompozycji lipidowej,
nie wykazuja przej$cia fazowego, uwaza si¢, ze znajdujg si¢ w temperaturach fizjologicznych w stanie
ciektokrystalicznym. Stad bierze si¢ ich selektywna przepuszczalno$¢.
. Proces przej$cia fazowego jest zjawiskiem endotermicznym.
h Jego temperatura i1 entalpia moze by¢ okres§lana za pomoca wielu
metod fizycznych, z ktorych najczesciej uzywana jest DSC (ang.
Differential Scanning Calorimetry, rysunek obok). Jako regute
podaje si¢, ze im dluzszy tancuch (tancuchy) sa obecne

Endothermic
Rate of heat flow

Z czgsteczce, tym wyzsza temperatura i entalpia przejscia.

Pre~transition
V)JL | odwrotnie, im wigcej wigzan nienasyconych, tym te parametry
- T, . - , . , . .
. — maja mniejsze wartosci. Temperatura, w ktorej zachodzi proces

ey j WM&W@ Wi przejscia oraz jego rozpigtos¢ zalezy od indywidualnych cech
e %%pﬁﬁ%@%ﬂz imide fosfolipidow. Znaczenie ma nie tylko sktad acylowy czasteczki,
b o L ale tez miejsce przylaczenia konkretnych kwasoéw ttuszczowych

do glicerolu (C1 lub C2).
Piki odzwierciedlajg ilo$¢ ciepta pobranego przez uktad potrzebnego do dokonania przej$cia fazowego.
Poniewaz parametry przej$cia fazowego sa zalezne od sktadu btony, ksztalt i wielko$¢ pikow obrazuje nie

tylko entalpi¢ przejscia, ale tez inne zjawiska wystepujace

w dwuwarstwie podczas tego procesu. Jezeli pik jest o, \\ -
) ; R R m_/ “/‘-.u’ w‘
pojedynczy, ostry i symetryczny, mamy do czynienia 0 J \~ :
oy . o . . £ R o e
Z przejsciem fazowym mieszaniny jednorodnej (podrecznikowy, o5 s .
o . . oy . . . . o> "
wzorcowy przyktad) jezeli sktadniki mieszaniny maja podobne 3% d
, . , . . . . ZE | L e st g
wlasciwosci  fizykochemiczne, obserwujemy  szerokie ig é
< e e e =
pojedyncze przejscie ze szczytem pomiedzy temperaturg
., . , ‘ AN et d O eliefinh S
przejscia fazowego charakterystyczng dla poszczegdlnych s’y ! L
o, .. . .. . . , . 0 10 20 30 40 S50 60 70
sktadnikow. Jezeli w mieszaninie wystepuja sktadniki o r6znych S ieaat e
Wlas’ciwoéciach ﬁzykochemicznych’ plk r()Zni Slq Fig II :iilll:;:wni‘xl‘ smnni[::: c.;h;;inu:u} of h_\dlx.n‘c\l u_u(g \]\lhll]lgnt
myclin (SP) containing the following concentrations (mol%) o
od modelowego, moze by¢ asymetryczny lub pojawic sig moze s ipiie (3 00 P50 02 Q0 0
pik podwojny (rysunek obok). Na temperature oraz szerokoS¢ (< o o 1 e e for
przejscia wptywaja rowniez czynniki Srodowiskowe, np. pH [ log oncentration of C5. and & o toneer appor

ent at 50 mol% additive.

lub obecnos¢ kationow dwuwartosciowych, cisnienie wywierane
na blong.

Przedprzejscie- jest definiowane jako drobne endotermiczne zdarzenie poprzedzajace gltowne przejscie
fazowe. Jest wystepowanie wykazano tylko w dwuwarstwach budowanych przez niektore fosfolipidy.
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Metoda XRD wykazano, ze podczas przedprzejscia zmianie ulega uporzadkowanie powierzchni
dwuwarstwy z catkowicie ptaskiej na pofatdowana. Uporzgdkowanie tancuchow pozostaje bez zmian.

4. Ilosciowe okreslanie polimorfizmu liotropowego zwiazkow amfifilowych.

Zaleznos$ci pomigdzy typami faz/agregatow tworzonych przez amfifile od temperatury oraz ilosci
rozpuszczalnika okre$laja tzw. wykresy (diagramy) fazowe.
Wykres fazowy (diagram fazowy, wykres rownowagi fazowej) jest to graficzne przedstawienie stanow
rownowagi uktadu termodynamicznego w zaleznosci od wartosci parametrow okreslajacych ten stan. Moga
nimi by¢: temperatura, cisnienie, st¢zenia. Wykres fazowy przedstawia zakres trwato$ci réznych faz
oraz warunki, w ktorych zachodzg przemiany fazowe (przejscia fazowe). Punkt na wykresie fazowym,
w ktorym konczy si¢ krzywa wspotistnienia faz (co oznacza zanik rdznicy miedzy wspolistniejgcymi
fazami) to punkt krytyczny (wykresy fazowe lipidow w najczgsciej badanych warunkach go nie majg).
Charakteryzuja go okreslone warto$ci temperatury, ci$nienia i gestosci (stezenia), nazywane warto$ciami
krytycznymi.
Punkt potrdjny to punkt na wykresie
fazowym  obrazujacy  wspolistnienie
trzech faz danej substancji
jednosktadnikowe;j. 'Y przypadku
polimorfizmu  liotropowego  obrazuje
on wspolistnienie trzech réznych form
strukturalnych danej substancji badz
mieszaniny.

Przejécia fazowe (a doktadniej
mezofazowe) uktadu dwusktadnikowego

=
@

Water + L,

©
@
£

=
@

Water + H,

-~
o

=3
a

Temperature (°C)

o
@

S
o

Water + Pn3m

w
&

przedstawiane sg w zwyklym uktadzie

)
o

4 0.00 10.00 20.00 SOjOO 40.00 50.00
wspotrzednych (rysunek obok)
Water (wt%)
I I C h I n te r p retacj a n I e Stan OWI p ro b I e m u . FIG. 1. Phase diagram of monoll -water system, the structures of the main mesophases encountered: L is the crystalline
lamellar phase; L ,is the amorphous lamellar phase; H,is the reversed hexagonal phase; la3d and Pn3m are the double gyroid and double
: : : : : LA diamond bicontinuous reversed cubic phases, respectively. Reprinted with permission from Reference 2.
Na osi 0X znajduje si¢ najczesciej sktad

rozwazanej mieszaniny (w postaci procenta molowego lub utamka molowego), na osi 0Y parametr
powodujacy zmiang mezofazy (np. temperatura lub ci$nienie).

Sktad uktadu trojsktadnikowego przedstawia sie zazwyczaj
postugujac sie trojkatnym uktadem wspotrzednych, zaproponowanym
przez Gibbsa. Wykres ma posta¢ trojkata rownobocznego. Wierzcholki
trojkata rownobocznego (A, B, C) odpowiadajg czystym sktadnikom
(rysunek obok). Punkty lezace na bokach trojkata odpowiadaja uktadom

E C dwusktadnikowym, a punkty lezace wewnatrz trojkata — ukladom
trojsktadnikowym.
A ¢ - 2= B Jak odczytujemy wartosci z trojkatnego diagramu fazowego? Jezeli

dtugos¢ boku trojkata rownobocznego przyjmuje si¢ za jednostke,
to punkty lezace na bokach okreslaja bezposrednio utamki molowe lub wagowe dwodch z trzech sktadnikow
w danym uktadzie. W celu okreslenia sktadu uktadu trojsktadnikowego, reprezentowanego np. punktem P,
prowadzimy przez punkt P proste rownolegte do kazdego z bokow trojkata. Odcinki wyznaczone
przez przeciecie tych prostych z bokami trojkata okreslaja zawartosé sktadnikow. Odcinek srodkowy lezacy
naprzeciw danego wierzchotka np. C okresla zawartos¢ sktadnika C. Odcinki przylegajace do wierzchotkow



odpowiadajg zawartosci tego sktadnika, ktory jest wypisany na przeciwlegtym wierzchotku, na tym samym
boku trojkata.

5. Oddzialywanie zwiazkow amfifilowych z dwuwarstwa fosfolipidowa.

Istnieje caly szereg bton modelowych wykorzystywanych do badania oddziatywania zwigzkow
amfifilowych z dwuwarstwg fosfolipidowa. Nalezg do nich tzw. czarne blonki, ,,supported bilayers”,
monowarstwy, cienie erytrocytarne oraz liposomy. Nalezy pamigtaé, ze wybdr modelu do badan jest zalezny
w duzej mierze od rodzaju do$wiadczen, jakie chcemy przeprowadzi¢. Modelem btony wykorzystywanym
najpowszechniej sg liposomy. Liposomy (z gr. ciatka lipidowe) sg to struktury powstajace samoistnie z
fosfolipidow. Maja postaé pecherzykow zbudowanych z Kkilku lub kilkunastu przestrzeni wodnych
oddzielonych od siebie zamknigtymi koncentrycznie dwuwarstwami fosfolipidowymi. Jest wiele typow
klasyfikacji liposoméw. Najczesciej dzielimy je na:

1. Wielowarstwowe pegcherzyki (MLV) o wielko$ci od 200 nm do kilku mikronéw.

2. Duze jednowarstwowe pecherzyki (LUV) o wielko$ci od 100 nm do 1000 nm.

3. Male jednowarstwowe pecherzyki (SUV) o wielkosci od 25 nm do 100 nm.

Inne podziaty biorg pod uwage tadunek powierzchniowy (liposomy obojetne, kationowe lub anionowe),

ewentualne modyfikacje powierzchni (konwencjonalne, stabilne sferycznie, modyfikowane przeciwciatami i

in.), czy tez parametry dwuwarstwy fosfolipidowej (termowrazliwe, pH-wrazliwe i in.).

Sposoby otrzymywania liposomow:

A 1. Metoda cienkiego filmu fosfolipidowego.

v ' Suchy film lipidowy, powstaty na powierzchni szklanej po odparowaniu

roztworu fosfolipidu w chloroformie (metanolu), uwadniamy roztworem

zawierajagcym substancje, ktora chcemy w liposomach zamknac.

Otrzymujemy w rezultacie liposomy MLV o bardzo duzej dyspersji

. | P > (bardzo heterogenne). Liposomy takie mozna poddaé¢ cyklom zamrazania

.Tg E:'.j (cieklty azot) 1 rozmrazania (powyzej temperatury gldéwnego przejscia

65@} o€ fazowego). Otrzymujemy wowczas liposomy FAT-MLV 0 zmniejszonej
o ' ilosci dwuwarstw fosfolipidowych i wigkszej Objetosci zamknietej.

Liposomy MLV mozemy podda¢ kolejnym zabiegom. Najczgstsze z nich to:

2. Sonikacja - wykorzystywana jest zarowno metoda ciagta (kilka-
Kilkanascie minut przy stalej mocy sonikatora), jak przerywana (np. 2

minuty sonikacji, 1 minuta przerwy, 5 powtoérzen). Metoda pozwala na
»""if?ﬁif?fn..‘,\S\,\‘ otrzymanie homogennych liposoméw SUV. Niestety, maly promien
: s Krzywizny tak otrzymanych liposomow powoduje, Zze bardzo cz¢sto maja
o tendencje do fuzjowania i agregacji.

Sonicator

3. Kalibracja przez filtry poliweglanowe o $cisle okreslonej wielkosci porow -
Otrzymujemy homogenne liposomy LUV lub SUV o dobrych parametrach
fizykochemicznych.
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Liposomy tworza w rozpuszczalnikach wodnych uktad koloidalny (prosze doczytaé o rodzajach uktadow
dyspersyjnych). Jedng z zasadniczych cech takiego uktadu, a) )
wykorzystywang w dos§wiadczeniach, jest rozktad rozmiarow
czastek (rysunek obok, d- srednica czastek fazy rozproszonej,
1- uktad doskonale monodyspersyjny, 2- uktad monodysper-
syjny w rzeczywistosci, 3-uktad polidyspersyjny). Uklad

NS}

nazywamy monodyspersyjnym, jezeli wszystkie czastki fazy
zdyspergowanej majg takie same wymiary (X=Yy=2),
W przeciwnym razie mowimy o uktadzie polidyspersyjnym.
Nalezy pamigtac, ze w tym ostatnim przypadku czastki moga
by¢ izometryczne (x=y=z), ale r6zni¢ si¢ wielkoscig lub tez N

wykazywa¢ istotne roznice zarOwno W  rozmiarach, d

jak i ksztafcie (czastki anizometryczne, x#y#z). Uklady mono- i polidyspersyjne roéznig si¢ znaczgco
stopniem rozpraszania §wiatla, czyli zmiang kierunku rozchodzenia si¢ promieniowania bez zmiany dtugos$ci
fali. Jest to zwigzane gtéwnie z odbiciem i zatlamaniem fali na niejednorodnos$ciach fazy zdyspergowane;j.

czgsto§¢ wystepowania
czastki, F(d)

Uklady monodypersyjne rozpraszaja $wiatlo duzo stabiej, niz polidypersyjne. Wtlasciwos¢ ta jest
wykorzystywana przy pomiarach zmiany wielkoSci czastek podczas wbudowywania amfifili
do dwuwarstwy liposomowej.
Czasteczki zwiazkow amfifilowych, dzigki swojej szczegdlnej budowie, tatwo wbudowuja si¢
do dwuwarstwy fosfolipidowej. Etapy wbudowywania si¢ czasteczki amfifilowej do dwuwarstwy:
1. Dyfuzja czasteczki amfifilowej w bezposrednie otoczenie

o é\\wé o@ﬁ/jﬁo dwuwarstwy: szybko$¢ procesu jest wprost proporcjonalna
[ 7/4\\\\\\ O?c/!?% do temperatury (czesto tylko w zakresie temperatur fizjologicznych)
““““““““ | 7 ” / & oraz od wspotczynnika dyfuzji, proces ten jest nieswoisty.
7LD "w m W w2, Adsorpeja czasteczki na granicy faz dwuwarstwa-woda: proces
Vi 3 ‘}\\ﬁu ' @% y moze by¢ swoisty. Za adsorpcje odpowiadaja najczeSciej
- r oddziatywania elektrostatyczne, rzadziej hydrofobowe. Dla niektorych
3o czasteczek amfifilowych jest to ostatni etap oddziatywania
/ ?' i?/ z dwuwarstwg. Oddziatywanie powierzchniowe jest przedstawiane

powierzchniowe moze by¢ realizowane jako interakcje zaréwno

z fosfolipidami, jak i biatkami btony biologiczne;j.

3. Penetracja dwuwarstwy przez amfifil:

A. Wbudowywanie si¢  czasteczek bez  wywotywania
nieodwracalnych zmian w dwuwarstwie i naruszania jej integralnosci strukturalnej (amfifil jest w stezeniu
sublitycznym): czasteczki amfifilu wbudowuja si¢ do dwuwarstwy i dopasowuja ksztattem do jej
organizacji. Pewna i1lo$¢ tych czasteczek moze przebywa¢ w dwuwarstwie bez naruszenia jej integralnosci,
zmianie ulegaja wtedy tylko jej wiasciwosci fizykochemiczne, w tym powigkszeniu ulega powierzchnia
dwuwarstwy. Zmiana powierzchni pocigga za sobg zmiang potencjalnej objetosci komorki (pgcherzyka),
dlatego tez obserwujemy efekt ochronny detergentdéw w stezeniu sublitycznym przed liza hipotoniczng.
Przekroczenie stezenia krytycznego amfifilu w dwuwarstwie powoduje jej solubilizacjg. Czgsto dochodzi
do samorzutnego uwalniania pgcherzykow lipidowych na zewnatrz lub do wewnatrz komorki.

B. Dezintegracja dwuwarstwy i powstanie mieszanych miceli detergentowo-fosfolipidowych (amfifil
wystepuje w stezeniu litycznym). Zmiany zachodzace podczas tego procesu sg mierzalne i zalezne od wielu

e !
S ﬁ\ﬁwm 4 4{% matematycznie w  postaci stalej wigzania. Oddziatywanie

Procesy zachodzace podczas wbudowywania
czasteczek amfifilu do blony biologicznej.

czynnikow (obowigzkowa literatura dodatkowa-pdf’y).
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" Oddziatywanie amfifilu z blong w stgzeniu sublitycznym 1 litycznym doskonale
1004 {ad Cﬂﬂ__ ~ _J__'_:‘.-i__'.',_'!.-—l' . A
T T obrazuje rysunek obok. Przedstawia on wpltyw roznych stgzen detergentu
B0 r rf /T niejonowego (CyoEg) na hemolize erytrocytdow. W stezeniu sublitycznym
% J Z detergent wbudowuje si¢ w blone bez powodowania wycieku hemoglobiny
EEU_ / E i J Z komorek (nie narusza ciggltosci blony), az do osiagnigeia ce (cONcentration
:é.;u_ ;fl :IIJ. fl. of saturation). Wtedy to ilo$¢ detergentu osiaga maksymalne stezenie w blonie
/ / ¥/ (nastepuje wysycenie btony). Po jego przekroczeniu zaczyna si¢ solubilizacja
20| c { 'y . s . . , . .. .

AN F A/ btony (wzrasta ilo$¢ uwalnianej z komorek hemoglobiny). St¢zenie, w ktorym
ol u _._,i_f_t_ﬁ_;{;ézﬁ nastepuje catkowita solubilizacja blony (uwolniona zostaje cata hemoglobina)

T T ; . . . . nosi nazwe ¢y (concentration of solubilization).

[CioEl UM

05 Oddzialywanie  detergentu z dwuwarstwg fosfolipidowa
07 ~ (liposomowa) najczesciej badamy wykorzystujac rozpraszanie
M N ’ o ’
* Swiatla. oczatkowe  rozpraszanie  $wiatla  pochodzi
gz th Poczatk th hod
§0:4 V4 AN od polidyspersyjnego uktadu zawiesiny liposomoéw. Podczas
03 \\\\L wbudowywania si¢ czasteczek detergentu do dwuwarstwy
zi ety obserwujemy pecznienie liposoméw  (poczatkowy — wzrost
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ rozpraszania $wiatta)- detergent jest w stezeniu sublitycznym.
0 10 0 20 w0 s0 %0 g 9 100 . . . e
tezenie detergentu [mol% Po przekroczeniu cg; obserwujemy stopniowa solubilizacje
dwuwarstw liposomowych az do powstania monodyspersyjnego

uktadu mieszanych miceli detergentowo-fosfolipidowych. Na wykresie przedstawiono, w jaki sposob nalezy wyznaczyé warto$é

Csol-

6. Wykorzystanie fluorescencji w badaniach zwigzkéw lipidowych.

Fluorescencja, fluorescencja opdzniona i fosforescencja- mechanizm kwantowy i warunki
zachodzenia- prosze przypomnieé sobie 7 poprzednich wyktadow (Metody fizyczne z biologii i Chemia
biofizyczna).

Jablonski Energy Diagram
Singlet Tryplet
=ngetl et Excltation  Excited Singlet States
(A%Sﬁfpﬂm) S==—————— yjprational
% e — ational
107" Seconds Sz%.‘ S Energy States
A Internal « :3—Intemal
i PEBi$CiE . — con;grdsmn BT g4 Conuersion Delayed
10 Nl  Interkombinacyine Vibrational g 323 ﬁ:"_ — Fuoclaved
S, VWWMAAAAAAAAAANAR Relaxation ™1 1= ’:’ . peay
A (107"%. 10" sec) “\‘-g.% 3 Excited
SF o e——u riple
o Stgle
3 Fluorescence o (T,)
Konwersja (10°- 107 Sec) Intersystem 1
Wewnetrzna Fluorescencja = Crossing
g —S Intersystem
; Przejscie ! Non-Radiative
§ Absorpcja Interkombinacyjne 0 ol Rolaition
. £ (Triplet)
% Fosforescencja e Quenching
3 o e = Phos%horezscence
‘0, Non-Radiative § 3 (107107 Sec)
s ; Y \ A T Relaxation 0 1 =
o o PN 0 Figure 1
Ground State

Parametry mierzalne fluorescencji i ich modyfikacje.

Wydajno$¢ kwantowa @ jest to stosunek liczby kwantéw $wiatta wyemitowanych do zaabsorbowanych
przez czasteczki, Opisuje prawdopodobienstwo zajscia fluorescencji, a zatem mozna ja uzna¢ za stosunek
liczby molekul, ktéore wyemitowaty foton, do ogdlnej puli molekut wzbudzonych. Nie zalezy od dtugosci

fali $wiatla wzbudzajacego (reguta Wawitowa).
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Czas zycia fluorescencji (t) jest to jako $redni czas pomiedzy chwilami wzbudzenia i powrotu do stanu
podstawowego, inaczej naturalny czas zycia czgsteczki, jezeli powrdt do stanu podstawowego nast¢puje
jedynie na drodze fluorescencji. Jego warto$é jest rzedu 107 s.

Polaryzacja fluorescencji (P). Po wzbudzeniu molekuly §wiatlem spolaryzowanym nast¢puje emisja fotonu
0 niezmienionej plaszczyznie polaryzacji. Jest to stwierdzenie prawdziwe tylko wtedy, kiedy czasteczka jest
nieruchoma przez czas zycia swojego stanu wzbudzonego. W przeciwnej sytuacji nast¢puje zmiana
tej ptaszczyzny o dany kat o. Jezeli na czasteczki skierujemy wigzke S$wiatla spolaryzowanego,
to najwigksze prawdopodobienstwo wzbudzenia bgda miaty te molekuty, ktérych moment dipolowy
jest rownolegly do kierunku drgan wektora pola elektrycznego $wiatta padajacego. Stopien polaryzacji
przyjmuje rozne warto$ci, w zaleznos$ci od warto$ci kata a oraz ruchliwos$ci wzbudzonych czasteczek:

- jezeli wspomniany wyzej kat a = 0 i nie zmienia si¢ podczas wzbudzenia, to stopien polaryzacji przyjmuje
wartos$¢ najwieksza: P = 0,4

- kat ten moze by¢ rézny od 0, ale pozosta¢ niezmieniony w trakcie zycia stanu wzbudzonego. Stopien
polaryzacji przyjmuje wtedy wartosci z przedziatu: - 3<P <0,5 .
- podczas istnienia we wzbudzonym stanie czasteczki (4 ns dla fluoresceiny) moga by¢ w ruchu. Jest
to przyczyna istnienia réznicy pomiedzy absorpcyjnym i emisyjnym momentem dipolowym (zmiana kata
a), czyli tzw. rotacyjnej depolaryzacji fluorescencji.
Anizotropia fluorescencji. Swiatto emisji i absorpcji jest zazwyczaj liniowo spolaryzowane. Czasteczki
sa W roztworze utozone izotropowo. Selektywne wzbudzenie powoduje przejscie ukladu w stan
anizotropowy. Anizotropi¢ (r) mozna powigza¢ z polaryzacja fluorescencji (P) za pomocg wzoru:
2P

"T37P

Podobnie jak parametr P, anizotropia przyjmuje réwniez charakterystyczne wartosci w zalezno$cCi

od ustawienia wzglgdem siebie absorpcyjnych i emisyjnych momentéw dipolowych podczas zycia stanu
wzbudzonego (kat o).

Mierzac warto$¢ P oraz r mozemy zatem okresli¢ mikrolepkos¢ §rodowiska, w ktérym znajduje si¢ dany
znacznik, a wiec w przypadku bton biologicznych stopien uporzadkowania czgsteczek fosfolipidow
otaczajacych czasteczke fluoroforu.

Wygaszanie st¢zeniowe i kolizyjne fluorescencji. W roztworach rozcienczonych intensywnos¢ fluorescencji

jest liniowg funkcja stezenia luminoforu. Gdy stezenie substancji przekroczy pewng granicg, fluorescencja
zaczyna malec. Jest to zjawisko zwane wygaszaniem st¢zeniowym i jest efektem bezpromienistego transferu
energii Forstera. Zazwyczaj W ten sposob opisywane sg pary fluoroforow typu donor — akceptor, gdzie obie

czasteczki sa od siebie rozne. Jednak zaj$cie tego procesu jest takze mozliwe 2
w przypadku jednakowych molekut. Wygaszanie kolizyjne- dochodzi do
zderzenia dwoch molekut podczas trwania wzbudzonego czasu zycia jednej
z nich. Fluorofor wraca do podstawowego stanu energetycznego bez emisji
fotonu. Jest to zatem proces dynamiczny, a energia stanu wzbudzonego
zostaje rozproszona w postaci ciepla.

Wplyw polarnosci rozpuszczalnika na maksimum emisji 1 wydajnos¢

kwantowg. Ze wzrostem polarnosci $rodowiska dhugoéci fal maksimum 40 40 s ss0 60
Wavelength (nm)

Ex = 380 nm

Fluorescence emission

absorpcji 1 emisji przesuwaja si¢ w kierunku fal dluzszych. Fala
wyemitowana o nizszej energii niz w rozpuszczalniku niepolarnym (0 wigkszej  Zalezno¢ Ama i intensywnosci
dhugosci lub .. .. sci) $wiad bnizeni .. bud . fluorescencji od polarnosci
gosci lub mniejszej intensywnosci) $wiadczy o obnizeniu energii wzbudzenia  ozpuszczainika: 1- toluen,
na skutek oddziatywan elektrostatycznych. Prowadzac pomiary fluorescencyjne 2 chioroform, 3- acetonitryl,

. . . ] ] h 4- etanol, 5- metanol, 6- woda.
w roztworach nalezy wigc pamigta¢ o odpowiednim dobraniu rozpuszczalnika.
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Nie powinien on absorbowa¢ w danej dtugos$ci fali ani wplywaé na parametry spektralne badanej substancji
(np. wode stosujemy przy wzbudzeniu powyzej 190 nm, etanol 96% -205 nm, a tetrachlorek wegla — 265
nm).

Rowniez wydajno$¢ kwantowa fluorescencji moze zaleze¢ od charakteru rozpuszczalnika. Najwicksze jej
wartosci odnotowano dla rozpuszczalnikow niepolarnych. Dla rozpuszczalnikow polarnych warto$¢
wydajnosci kwantowych jest mniejsza. Oznacza to, ze w tym przypadku wygaszanie energii wzbudzenia ma
miejsce gtéwnie na sposdb bezpromienisty. Czas zycia fluorescencji rowniez zalezy od wlasciwosci
rozpuszczalnika. Najwyzszy jest dla roztworow niepolarnych, najmniejszy dla polarnych.

Zalezno$¢ fluorescencii od pH. Stezenie protonéw w roztworze ma duzy wplyw na parametry spektralne
czasteczki, czyli absorbancje¢ 1 fluorescencje. Spowodowane jest to zmiang ladunku elektrostatycznego
czasteczki w zaleznosci od pK grup kwasowych czy zasadowych. Wraz ze zmiang pH, w zaleznos$ci

od zwigzku chemicznego, moze si¢ zmienia¢ np. wydajnos¢ kwantowa fluorescencji lub maksimum emisji.

7. Przyklady sond (znacznikéw) fluorescencyjnych najcze$ciej stosowanych w badaniach blony
biologicznej.
A. DPH - difenyloheksatrien

[f"__‘}j_——“___i_ — i/ \\)] znacznik hydrofobowy, lokalizuje si¢ catkowicie

A \/_ OO — T E wewnatrz dwuwarstwy, moze by¢ dodawany
{\ )_:'_"_T_':;.__, —"’\=\_\_ﬂﬁ/—f{ /,\ do komorek lub liposomow z zewnatrz (jest bardzo
l/"':"\.z _:-:;:’:-'{:__: - _"‘:_'3}&_ ) hydrofobowy, samorzutnie wbudowuje si¢ w btony)
N e wystepuje w dwu subpopulacjach: tak jak na

5 (/-—ﬁ\fj *"”jj o '-——-“‘_“"‘\;_/) - rysunku obok oraz wewnatrz btony, dluga osia
ST —" \CLiLS\UAJ\J e rownolegle do powierzchni blony. Nie wykazuje

[./’ \]::—::: - ""'-*——————-""-:/\1 - preferencji wbudowywania si¢ w konkretng fazg
;;:;n_ﬁw’vw )_({_%J _ _,F——f—-’\/ . i, termotropowg. Stuzy do wyznaczania CMC

':::\ ,L’L_m/vmw,_:_:_ B U;’J zwigzkow amfifilowych, poniewaz jego
S~ \3‘_}_’ ——( \_r fluorescencja w roztworach wodnych jest znacznie

N B \"f—i\ stabsza, niz w roztworach niepolarnych oraz

L jt__i_ — ____,_,j:_::— L do badania pewnych wtasnosci dwuwarstwy. Naleza
N N do nich przejécie fazowe (temperatura gltdéwnego

D /\ ':ij_f_i_—__—_,_‘_::-‘——:; — :A__«: —;\\\____/' H przejscia fazowego, entalpii przejScia ta metoda
s /j__ e RARARAAAAN c"‘ft@i% nie mozna  wyznaczyc) oraz solubilizacja
335*?-vi;f:q\mzvjf\-:/_7 —--——----*—:( ) dwuwarstwy  przez  detergenty,  aczkolwiek
M/\ ' \_ g — '____H___{__//-ﬁ:;“(“jfjr’j" to ostatnie zjawisko nie jest zbyt dobrze mierzalne,
u!;f\_“’“v; T ___i:_f_f_j:_fl\__ ) ) ET | poniewaz wewnatrz miceli powstatych
f\ /L T \/\*‘\/:\:;\:TE-N: po solubilizacji ~ DPH  roéwniez  fluoryzuje.

- 7\/ Parametrem badanym w obu tych przypadkach jest

zazwyczaj polaryzacja fluorescencji DPH.

B. NBD-PC - lub NBD- PE

znakowany fluorescencyjnie fosfolipid. Fluorofor ulokowany jest na ,,glowie czasteczki”, na zdefiniowane;j
glebokosci wzgledem powierzchni dwuwarstwy;

1. Fluorofor jest fotolabilny, wykorzystywany do badania dyfuzji lateralnej fosfolipidow metoda FRAP
(ang. Fluorescence Recovery After Photobleaching).

2. Fluorofor jest wrazliwy na redukcjg, np. tiosiarczanem lub nadjodanem, zredukowany traci zdolnos¢
fluoryzowania, dlatego tez po catkowitym zredukowaniu puli zwigzku dostepnej w zewngtrznej
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monowarstwie (pula obecna w wewnetrznej monowarstwie calty czas fluoryzuje), mozemy badaé przejscie
fazowe dwuwarstwy. Podczas przejécia reduktor dyfunduje poprzez dwuwarstwe i wygasza wewngtrzng
pule sondy.
3. NBD-PE/PC jest wrazliwy na upakowanie lipidow w bezposrednim otoczeniu. Polaryzacja fluorescencji
tego zwigzku rosnie ze stopniem uporzadkowania lipidow dookota sondy. Stuzy to np. pomiarom glgbokosci
wbudowywania si¢ zwigzkow amfifilowych do dwuwarstwy.
4. Razem z N-Rh-PE (lizaming) stuzy jako para donorowo-akceptorowa w eksperymentach FRET
(ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer). Eksperyment polega na naswietlaniu probki falg
wzbudzenia donora (NBD) oraz analizie intensywnosci fluorescencji akceptora (lizaminy). Przekazywanie
energii (czyli nat¢zenie fluorescencji akceptora) jest zalezne od odleglosci pomiedzy czasteczkami donora
i akceptora. Pozwala to na badania odlegtosci bton w liposomach MVV (ang. MultiVesicular Vesicles),
badania fuzji bton, badanie przejécia fazowego dwuwarstwy oraz wystepowania domen o réznym stanie
ptynnosci w dwuwarstwie.
4. Badania przej$cia Lg-H)- w fazie niewarstwowej intensywnos¢ fluorescencji NBD znaczaco rosnie.
C. Bis-piren —-PC
fosfolipid znakowany czgsteczka pirenu na koncach tancuchéw weglowodorowych (atom C,). Piren, jako
fluorofor, posiada bardzo ciekawg wlasciwos¢: moze tworzy¢ dimery, zwane ekscymerami (ang. excimers),
ktére wykazuja sie identyczng dtugoscia fali wzbudzenia i dtuzsza falg emisji w pordwnaniu z monomerami.
Tworzenie ekscymerow jest zalezne m. in. od ptynnosci blony 1 temperatury, czyli gléwnie
od wspotczynnika dyfuzji lateralnej. Mierzonym parametrem jest Ie/Im, to znaczy stosunek intensywnos$ci
fluorescencji ekscymerow do monomeréw. Jezeli fosfolipid znakowany jest tylko na jednym tafcuchu
(mono-piren-PC), ekscymery powstaja migdzyczasteczkowo i stuzy to do pomiaru procesu fuzji, przejscia
fazowego, stopnia pltynnosci blon, wystepowania domen lipidowych w blonie oraz oddzialywania biatek
peryferyjnych z dwuwarstwa. Natomiast, jezeli fosfolipid znakowany jest na dwu tancuchach, ekscymery
powstaja wewnatrz czasteczki i sonda jest woOwczas np. substratem dla PLA; i shuzy
do spektrofluorymetrycznego pomiaru aktywnosci tego enzymu.
D. DiL

przyktad dialkilokarbocyjaniny, znacznika fotostabilnego, o krotkim czasie zycia, co powoduje,
ze jest przydatny do badan cytometrii przeptywowej (mozna go wielokrotnie wzbudza¢ w krotkim okresie
czasu), ponadto sonda wykorzystywana jest do pomiaru zmian potencjatow blonowych, a takze do badania
fuzji (FRET, donorem jest fosfolipid znakowany dansylem lub NBD na ,,glowie”), badania powstawania
domen w monowarstwach (mikroskopia fluorescencyjna), badania dyfuzji lateralnej (FRAP), a poniewaz
poszczegolne homologi tych zwigzkow wykazuja preferencyjne wbudowywanie w faze stato—
i ciektokrystaliczng, wykorzystuje si¢ je do obrazowania domen btonowych (mikroskopia).
E. Kwas cis- parinarowy

znacznik niefluoryzujacy w wodzie, jednak do wyznaczania CMC wykorzystywany bardzo rzadko
(dlugo$¢ czasteczki!), czas zycia fluorescencji tej sondy jest dos¢ dlugi i zalezny od stopnia upakowania
fosfolipidow w otoczeniu, co wykorzystywane jest w badaniach dynamiki blony. Wykorzystywane
jest takze do pomiaréw peroksydacji lipidow, przyblizania st¢zenia antyoksydantdéw w blonie, detekcji
oddzialywania typu lipid-lipid i lipid-biatko.
F. C4 —bodipy C9

fluorescencyjny analog kwasu thuszczowego, fluorofor moze by¢ zlokalizowany w rdéznej odleglosci
od grupy karboksylowej (na rysunku jest tylko przyktad), sonda raczej hydrofobowa, tworzg ekscymery
na podobnej zasadzie jak piren, uzywane sg do detekcji reaktywnych form tlenu (czyli w reakcji
peroksydacji lipidow blonowych), wykorzystywane sg takze do badania wspodiczynnika dyfuzji lateralnej
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lipidéw w btonie (metoda FRAP) oraz w badaniach stopnia hydratacji dwuwarstwy na réznej gltebokosci
metoda solvent relaxation.
G. N-Rhodamine-PE - lizamina — patrz opis do NBD-PE.
H. DIA

pochodne dialkilostyrylowe, fluorofor jest zawsze ulozony réwnolegle do osi czasteczek
fosfolipidow, przy wbudowywaniu do btony wykazuje znaczne wzmocnienie fluorescencji (w wodzie jest
ona minimalna), wbudowuje si¢ samorzutnie ze srodowiska, uzywany jest do znakowania blony neuronéw.

Piranina

nie jest wykorzystywana do badania wlasciwosci bton, lecz zmian pH. Intensywnos¢ so0- - _OH
fluorescencji piraniny jest silnie zalezna od jonizacji grupy 8-hydroksylowej (rysunek J\ |
obok). pKa tej grupy wynosi ok. 7,2. Z tego powodu piranina wykazuje duzy skok emisji [ \] |
fluorescencji przy dtugosci fali 510 nm w zakresie pH ok. 6-10 (rysunek ponizej). W tym i T
zakresie bedzie ona najlepszym indykatorem - mate zmiany pH wywolaja widoczne so,~ = “so,
zmiany w emisji fluorescencji piraniny. Zalezno$¢ emisji fluorescencji piraniny jest

bardzo korzystna z punktu widzenia badan, poniewaz jest to zakres wartosci pH najczgéciej wystepujacy
w warunkach fizjologicznych.

Piranina wykazuje jeszcze jedng wazng wlasciwos¢- jej absorbancja zalezy od pH $rodowiska (rysunek
ponizej). Charakterystyczna dlugos¢ fali, przy ktorej rozne formy spektralne zwiazku chemicznego,
wystepujace przy réznym pH, wykazujg takg samg absorpcje nazywana jest punktem izozbestycznym.
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Karboksyfluoresceina

w wersji wolnej (czasteczkowej) jest to barwnik fluorescencyjny powszechnie oo
stosowany jako s$rodek znakujacy. Nie przechodzi przez blong komodrkowa j:jj

i\
654/
|

(i modelowa), do komorek jest dostarczany w postaci mikroiniekcji lub zamknigty
w liposomach (wowczas wymagana jest ich fuzja z komorka). Jako znacznik
w liposomach wykorzystywany jest do $ledzenia ich wedrowki w krwioobiegu _

i miejsca akumulacji w organizmie. Jest powszechnie stosowanym indykatorem pH = Wavaef;m(nm) o

604 |
50 I

Abserbance

(rysunek obok), poniewaz podobnie jak w przypadku piraniny, jej fluorescencja silnie  [& P

.0

zalezy od stopnia uprotonowania czgsteczki (rysunek ponizej). Zwigzana
kowalencyjnie do czasteczki PE (fluoresceina-PE) jest stosowana do okre$lania zmian

Fluorescence emission
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