Laboratdrne cvicenie ¢. 1

Meranie vlastnosti lipidovych monovrstiev na hladine vody

Teoreticka cast

Molekuly povrchovo aktivnych latok, ktoré sa nachadzaju na fazovom rozhrani, moézu za
urc¢itych podmienok vytvorit nasyteni adsorbovant vrstvu. Uz roku 1773 si Benjamin
Franklin v§imol, Ze sa vlny na hladine rybnika upokojuji po vyliati ¢ajovej lyzicky oleja.
Vtedy si Franklin eSte neuvedomil, Ze olej (kyselina olejova) vytvorila na vodnej hladine
monomolekulovi vrstvu. Az o storocie neskor lord Rayleigh vypocital, ze kyselina olejova
vytvorila vrstvu s hribkou 1,6 nm. Ak poznal objem kvapnutého oleja a velkost pokrytej
plochy, vedel z objemu urcit hrabku monovrstvy.
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Obr. 1.1: Vytvorena monovrstva z lipidu bez pritomnosti a v pritomnosti surfaktantu [2].

Pre tento typ experimentov je dblezity vyber vhodnych molekil. V zévislosti od struk-
tury a elektrickych vlastnosti rozdelujeme molekuly na dve skupiny: polarne a nepoléarne.
Polarne molekuly majt vysokt relativnu permitivitu (&,) a dobre sa rozptstaji v polarnych
rozpustadlach (vo vode). Naproti tomu, nepolarne molekuly st vo vode takmer nerozpustné
[1]. Molekuly latok vytvarajace typické monovrstvy na povrchu rozhrania voda-vzduch
maja tzv. amfifilny charakter. Pre amfifilné molekuly, napr. lipidy, je typické, Ze sa daju
rozlisit polarne (hydrofilné) aj nepolarne (hydrofébne) ¢asti molekuly. Na fazovom rozhrani
voda-vzduch sa molekuly orientuju tak, ako je zndzornené na obrazku obr. 1.1. Hydrofilné
¢asti molekuly (karboxylové, hydroxylové, aminové skupiny) st v kontakte s vodou a dlhé
uhlovodikové refazce st obratené kolmo na rozhranie do vzduchu. Kazdy lipid sa skladéa
z polarnej hlavicky a nepolarneho konca. Takéto usporiadanie umoznuje molekulam vo
vodnom prostredi vytvorenie aj tzv. lipidovej dvojvrstvy, ktora je zadkladnou stavebnou
jednotkou biologickych membran.

Systematickym vyskumom monovrstiev sa medzi prvymi zaoberali Irvin Langmuir
a Katherine Blodgettova, ktory zistili, Ze plocha, ktort zaberaju amfifilné molekuly, neza-
visi od dlzky hydrofébneho refazca molekuly, kedZe tieto sa orientuju vertikalne k rovine
hladiny vody. Taktiez vyvinuli metédu na depoziciu monovrstiev molekil na pevny sub-
strat. Zariadenie na meranie vlastnosti organickych monovrstiev a ich depoziciu (vanicka
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Langmuira-Blodgettovej) umoziiuje z nameranych zavislosti povrchového tlaku na ploche
na jednu molekulu materialu (izoterma pre dvojrozmerny systém) uréit, ako sa spravaju
rozli¢né molekuly v membranach a modelovat tak biologické vrstvy.

Hydrofébna vrstva je relativne homogénna oblast uhlovodikovych retazcov, ktoré vza-
jomne interaguju prostrednictvom van der Waalsovych sil. V polarnej oblasti s interakcie
roznorodejSie, nakolko sa tu vyskytuju aj dipdlové a elektrostatické sily, pevne viazana
voda a vodikové vizby [1]. Pokial molekuly tvoria kompaktnti monovrstvu, hydrofébne
refazce st orientované spravidla v smere normaly k rozhraniu voda-vzduch.

Skimanie Struktiry a vlastnosti monomolekuldrnych vrstiev je dolezité, nakolko po-
maha lepSie pochopif procesy na biologickych membranach spojené s ich mechanickymi
a transportnymi vlastnostami. Ide o prenos excitacii nervom, vplyv farmakoterapie na ¢in-
nost bunkovych organov, narkézu a pod. Rovnako vyuzivame $tidium monomolekuldrnych
vrstiev v zdkladnom vyskume na simulovanie interakcii chemickych latok s membranami
buniek.

Experimentalna cast
Ulohy

1. Pomocou LB vanicky odmerajte izotermu monovrstvy lipidu DPPC a opiste jednot-
livé fazy vznikajicej monovrstvy.

2. Zo ziskanych parametrov urcte plochu monovrstvy pripadajicu na jednu molekulu
v tuhej faze.

Pristroje a pomocky

LB vanicka, rukavice, Wilhelmov pésik, pocitac¢, kadicky, odsavacka, striekacka s pevnou
ihlou (typu Hamilton).

Chemikalie

Destilovana voda, lipid — dipalmitoyl fosfatidylcholin DPPC, chloroform.

Opis zariadenia a metéda merania

LB vanicka je uzitoéna pri vytvarani tzv. SAM (self-assambled monolayer) samousporia-
danych povrchov na rozhrani subfiza (v nasom pripade voda) — vzduch. Takto vytvorené
vrstvy nésledne mozu byt prenesené (deponované) na povrchy v dvoch konfiguraciach: oto-
¢ené polarnou alebo nepolarnou ¢astou nahor a v jednej alebo viacerych vrstvach (obr. 1.2).

Zakladné meracie zariadenie sa sklada z vanicky s jednou alebo dvoma bariérami, Wil-
helmovho pésika a nosného rdmu (obr. 1.3). Vanicka je vyrobend z vodou nezméacavého
materidlu — teflénu. Do vanicky sa po vycisteni naplni destilovanou vodou do vysky tak,
aby vytvorila meniskus nad jej okrajom. Nasledne sa niekolkokrat stlacia bariéry, aby pri-
padné necistoty zostali v strede (na kraji) a mohli byt pomocou odsavacky odstranené.
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Obr. 1.2: Moznosti depozicie monovrstiev na tuhé substraty [3].

Wilhelmov pasik je pasik filtracného papiera zaveseny na citlivom mechanizme, umoznu-
juci merat povrchovy tlak, ktory vzniké na rozhrani. Tlak sa meni v zavislosti od vzajomne;j
vzdialenosti a teda silovych interakcii molekul materialu na rozhrani. Este pred zacatim
merania je potrebné pasik namocit do vody, aby bol rovnomerne nasiaknuty vodou.

Meranie je zalozené na rovnomernom stlacani amfifilnej vrstvy bariérou tak, aby sa
vrstva neposkodila. Pritom sledujeme izotermu, t. j. zévislost povrchového tlaku od plochy
pripadajicej na jednu molekulu materidlu. Ide o dvojrozmernti analégiu izotermy plynu,
kedy sa zaujimame o zavislost tlaku od objemu. Priebeh tejto krivky opisuje jednotlivé
fazové stavy a mozeme z nej uréit termodynamické a mechanické vlastnosti vrstvy.

Obr. 1.3: LB vana: 1 — senzor povrchového tlaku (Wilhelmova platnicka/pasik), 2 — po-
hyblivé bariéry, 3 — vanicka, 4 — ram [3].
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Obr. 1.4: Priebeh izotermy, G — gas, Le — liquid expanded, Lc — liquid condensed, S — solid,
C — collapse [4].

Stla¢ané molekuly lipidov prechadzaji pri tvoreni monovrstiev viacerymi fazami (obr. 1.4):
plynnou (G), tekuto-expandovanou (Le), tekuto-kondenzovanou (Lc), tuhou (S). Nésledne
nastéva kolaps vrstvy (C). V zavislosti od druhu molekuly a teploty maji izotermy rozliény
priebeh a jednotlivé fazy sa vyskytuju pri rozlicnych povrchovych tlakoch.

Pouzity DPPC je jeden z druhov fosfolipidu, ktory sa nachadza v biomembranach bu-
niek zivych organizmov. Na rozhraniach buniek tieto molekuly tvoria dvojvrstvu, ktora
oddeluje vnutorné cytoplazmatické prostredie od okolia. Meranim vlastnosti takychto vrs-
tiev sa d4 odhadnit spravanie biomembran za pritomnosti roznych surfaktantov, pripadne
zmeny ich vlastnosti pri zmene okolitych podmienok.

Postup merania a vyhodnotenie

1. LB vanicku dokonale vy¢istime pomocou chloroformu a Specidlnych bezvlaknovych
obruskov. Kazda necistota moze viest k problémom s vytvorenim vrstvy.
Pozor! Chloroform je velmi prchavé liatka, vystavujme sa jej posobeniu len na ¢as
nevyhnutny na vycistenie povrchu.

2. Otvorime bariéru a postupne nalievame vodu do vanicky tak, aby vytvorila menis-
kus nad troviiou okraja vanicky. Bariéru zatvorime a z povrchu hladiny odstranime
pritomné necistoty pomocou odsavacky.

3. Bariéru nechame otvoreni a pomocou hamiltonky aplikujeme pripraveny roztok DPPC
v chloroforme (¢ = 1 mmol/1) v malych kvapkach na hladinu v objeme asi 100 pul. Malé
kvapky lipidu jemne ukladdme na hladinu vody. PokiSame sa zabranif vniknutiu roz-
toku do subfazy.

4. Pockame 10 min na tplné odparenie chloroformu.
5. Nastavime rychlost stld¢ania bariéry na hodnotu 20 cm? /min.

6. Sledujeme vytvorenu krivku fazovych prechodov lipidu az po kolaps vrstvy, kedy
meranie zastavime.
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7. Ziskanu krivku vyhodnotime z hladiska vznikajtcich fazovych prechodov.

8. Zo ziskanych parametrov urc¢ime plochu monovrstvy pripadajicu na jednu molekulu
v tuhej faze a porovname s hodnotou pre DPPC uvadzanou v literature.
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