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I have often said that when you can measure
what you are speaking about and can express it in numbers
you know something about it;
when you can not express it in numbers,
your knowledge is in meager and unsatisfactory kind.

Sir W.J. Thompson, Lord Kelvin (1834-1907)
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Zielsetzung

Zu den bedeutenden Fortschritten in der Wissenschaft ziahlt das generelle Verstéand-
nis von Membraneigenschaften und deren Funktionen. Dies bildet die Grundlage
fiir Untersuchungen von zahlreichen biochemischen Prozessen in pro- und euka-
ryotischen Zellen und ist die Grundvoraussetzung fiir innovative pharmakologische
und galenische Entwicklungen.

Tenside als membranzerstorende Substanzen werden vielseitig zur Lyse von Zellen
eingesetzt, um deren Zellinhalte zu untersuchen und Membranproteine zu isolieren.
Fiir pharmazeutische Anwendungen bieten Tenside umfangreiche Finsatzmoglich-
keiten, wie z. B. fiir Wirkstofftragersysteme (Emulsionen, Mischmizellen) zur kos-
metischen, dermatologischen, oralen und systemischen Anwendung.

Die verwendeten kationischen Alkyltrimethylammoniumbromide sind als mikrobi-
zide Mittel Bestandteil in zahlreichen Desinfektionsmitteln und Spermiziden. Des
Weiteren werden sie in geringen Konzentrationen in Kosmetikprodukten, wie z. B.
Haarkonditionern und in Waschmitteln verwendet. Aufgrund der positiven Ladung
der Tensidkopfgruppe binden sie stark an die Phosphatgruppe von DNA-Helices
und werden deshalb zur DNA-Isolation und zusammen mit kationischen Phospho-
lipiden fiir Transfektionsstudien genutzt. Diese Anwendungsvielfalt verstéirkt das
Interesse an intensiven Untersuchungen dieser Substanzen.

Als Modellmembransubstanzen wurden das zwitterionische Phospholpid DMPC,
das als Hauptbestandteil von eukaryotische Zellwénden gilt, sowie das anioni-
sche Phospholipid DMPG, das vor allem in Zellwdnden von Mikroorganismen und
Chloroplasten vorkommt, verwendet. Als Modellmembranen dienten sowohl Lipid-
doppelschichten in vesikuldrer Form als auch Lipidmonolayer an der Wasser /Luft
(W/L)-Grenzflache.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die physikochemische Charakterisierung
der homologen kationischen Tenside DTAB, TTAB und CTAB sowie deren Wech-
selwirkung mit Modellmembranen, bestehend aus DMPC und DMPG. Dabei soll-
ten sowohl die Eigenschaften in der Volumenphase als auch an der Wasser/Luft-
Grenzflache durch die Kombination verschiedener Messmethoden untersucht und
verglichen werden.
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In der Volumenphase wurden zur Untersuchung der Thermodynamik der Mizelli-
sierungs-, Verteilungs- und Solubilisierungsprozesse die kalorimetrischen Methoden
ITC und DSC angewendet. Des Weiteren diente die DLS der Untersuchung der
kolloidalen Tensid-Lipid-Gemische hinsichtlich Art, Grofie und Struktur der gebil-
deten Aggregate.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Adsorption der Tenside und deren Wech-
selwirkung mit Phospholipidmonolayern an der W /L-Grenzschicht vor allem unter
Verwendung der Filmwaagetechnik zusammen mit IRRAS untersucht.

Bei allen Experimenten stand die Abhéngigkeit der beobachteten Eigenschaften
von der Tensidkettenldnge und der Einfluss der Oberflichenladungsdichte der Mem-
bran im Mittelpunkt. Im Wesentlichen werden diese Ergebnisse hier vorgestellt. Auf
die Ergebnisse mit der Referenzsubstanz DDAB und dem Phospholipidgemisch aus
DMPC und DMPG im molaren Verhéltnis von (1:1) sowie auf die Ergebnisse mit
anderen Messmethoden wird verwiesen.



Einfiihrung

2.1 Chemische Strukturen der verwendeten Sub-
stanzen

2.1.1 Tenside

Tenside sind wasserlosliche Amphiphile (Abschnitt [2.2). Der Begriff Tensid stammt
vom lateinischen Wort ,,tendere, das iibersetzt ,,spannen, straff anziehen“ bedeutet
und auf die von der molekularen Struktur abgeleiteten Eigenschaft der Herabset-
zung der Oberflachenspannung des Wassers bzw. der Losungsvermittlung zweier
nicht miteinander mischbaren Fliissigkeiten hinweist. Die Ladung der Kopfgruppe
bildet die Grundlage fiir die Klassifizierung der Tenside in amphotere, nichtionische
und kationische sowie anionische Tenside M. Die Eigenschaften und Anwendung
eines Tensids héngen neben der Struktur des hydrophoben Teiles stark von der
elektrischen Ladung der Kopfgruppe ab.

Die verwendeten homologen Alkyltrimethylammoniumbromide gehtren zur Klasse
der geradkettigen kationischen Tenside. Sie besitzen eine aliphatische Kohlenwas-
serstoffkette (Cio: DTAB; Ciy: TTAB; Ci6: CTAB), die mit einem quarterniren
Stickstoffatom verbunden ist. Die Trimethylammoniumstruktur bildet die hydro-
phile Kopfgruppe. Es wurden vor allem die Bromidsalze der kationischen Tenside
verwendet, deren Strukturformeln in Abb. [2.1 dargestellt sind. Die Nomenklatur
nach IUPAC lautet fiir DTAB N-Dodecyl-N, N, N-trimethylammoniumbromid, fiir
TTAB N-Tetradecyl- N, N, N-trimethylammoniumbromid und fiir CTAB N-Hexade-
cyl-N, N, N-trimethylammoniumbromid.

Die triviale Nomenklatur der verwendeten Tenside richtet sich nach ihrer Abstam-
mung von den entsprechenden Fettsdureaminen. So wird DTAB auch als Lauryl-,
TTAB als Myristoyl- und CTAB als Palmityl- oder Cetyl-trimethylammonium-
bromid in der Literatur bezeichnet. Nach JUNGERMANN & wurde fiir die halbsyn-
thetische Herstellung von DTAB und TTAB als Rohmaterial Kokosol verwendet,
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Abb. 2.1: Strukturformeln der Alkyltrimethylammoniumbromide: A: DTAB, B: TTAB, C:
CTAB (rechts) mit CPK-Modellen (links)

welches vor allem Cjo- und Ciy-Amine (,,Cocoamine®) enthélt, wiahrend fir die
Herstellung des CTAB Talg des Wales (latein: “cetacea®) zur Gewinnung der Cy4
Amine (,, Tallowamine®) diente.

Neben den einkettigen kationischen Tensiden wurde das zweikettige Amphiphil
N, N-Didodecyl- N, N-dimethylammoniumbromid (DDAB) verwendet, dessen Struk-
tur in Abb. 2.2 dargestellt ist. DDAB gehort wie die verwendeten homologen Al-
kyltrimethylammoniumsalze zur Gruppe der kationische quarterndre Ammonium-
salze.

N DDAB wird formal den Tensiden zugeordnet,
@f]&:& /\/\’\’\/\A» obwohl es in wissriger Umgebung mit Errei-
> @ * chen der kritischen Vesikelbildungskonzentrati-
w \/\/\/‘/\/\' on (cvc) membranbildende statt mizellbildende

Eigenschaften aufweist/ .

Abb. 2.2: Strukturformel von DDAB Lo . . . .
(rechts) mit CPK-Modell (links) Die fiir diese Arbeit verwendeten Tenside sind

vollsynthetischen Ursprungs.

2.1.2 Phospholipide

Phospholipide (PL) sind Amphiphile, die in apolaren Losungsmitteln wie z. B. Ben-
zen oder Chloroform/Methanol aber kaum im Wasser 16slich sind. Eine der Haupt-
klassen der PL, die in pro- und eukaryotischen Zellmembranen vorkommen, sind ne-
ben den Sphingolipiden die Glycerophospholipide. Das gemeinsame Strukturmerk-
mal der Glycerophospholipide ist die sn-Glycero-3-phosphorséure. Die stereospezi-
fische ,sn“ Bezeichnung wird zur Unterscheidung der verschiedenen Enantiomere
verwendet. In natiirlich vorkommenden PL ist die Phosphatgruppe mit der sn-3
Hydroxylgruppe des Glycerols verestert und das Molekiil liegt in L-Konfiguration
vor. Die Phosphatgruppe liegt als Diester vor, weil sie meist an einer weiteren
Position mit einem kurzkettigen Alkohol verkniipft ist. Dieses Geriist zusammen
bildet die hydrophile Kopfgruppe, die je nach dem verkniipften Alkoholrest die
Klassifizierung in zwitterionische (Cholin, Ethanolamin) oder anionisch geladene
PL erlaubt (Serin, Inositol, Glycerol)” 8.

Den hydrophoben Molekiilteil bilden meist aliphatische, geséttigte oder ungesattig-
te Fettsduren, die mit dem Glycerol in Position sn-1 und sn-2 verestert sind.
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In dieser Arbeit wurden die nach der formellen IUPAC Nomenklatur bezeichne-
ten Diacylglycerophospholipide 1,2-Tetradecanoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin
und 1,2-Tetradecanoyl-sn-glycero-3-phosphatidylglycerol verwendet, deren Trivial-
name auf die beiden veresterten, gesittigten Ciy-Fettsduren ,, Myristoyl“ bezogen
ist und somit die Abkiirzungen DMPC bzw. DMPG gebréuchlich sind.

Die Strukturen der verwendeten PL sind in Abb. 2.3 dargestellt. Das verwendete
zwitterionische DMPC und unter physiologischen Bedingungen anionisch vorlie-
gende DMPG sind synthethischen Ursprungs.

A & “ J(}\/\/‘\/\/\/\/\
0=p-0"""0
0 9]
S Ozl\/\/\/\/\/\/
BN,
y [0}
B 0=~ )/M. i \\O}l\/\/\/\/\/\/\

Abb. 2.3: Strukturformeln der Phospholipide (A) DMPC und (B) DMPG (rechts) mit CPK-
Modell (links)

2.2 Selbstaggregation amphiphiler Molekiile

Nach SMALL M werden biologische Lipide auf der Grundlage ihres Verhaltens
in wissrigen Systemen sowohl im Bulk als auch an der W/L-Grenzfliche klassi-
fiziert. Der Begriff ,,Lipid“ bezieht sich nach SMALL auf eine heterogene Gruppe
organischer Verbindungen mit aliphatischen oder aromatischen Molekiilteilen. Die
formale Einteilung (Abb. 2.4) erfolgt in unpolare und polare Lipide. Die polaren
Lipide werden in wasserunlosliche und wasserlosliche Amphiphile unterteilt. ,, Am-
phiphil“, ein Wort griechischer Herkunft mit der Bedeutung ,,ampho=beide* und
,philos=Freund“, kennzeichnet die Haupteigenschaft dieser Molekiile, sowohl zu
wiéssrigen als auch zu lipophilen Medien Kontakt aufnehmen zu kénnen. Ermoglicht
wird diese Eigenschaft durch den Molekiilaufbau eines Amphiphiles, der nach HART-
LEY 2 aus einer polaren hydrophilen Kopfgruppe (ionisch oder nichtionisch) ge-
koppelt an eine hydrophobe Kohlenwasserstoffstruktur besteht.

Zu den wasserunloslichen, quellenden Amphiphilen gehéren z. B. die Phospholipide
und das verwendete DDAB, die an der W /L-Grenzfliche stabile Monolayer und in
der Volumenphase verschiedene lyotrope und thermotrope fliissigkristalline Phasen
ausbilden. Bei den wasserloslichen Amphiphilen werden zwei Typen unterschieden:
Typ A, zu dem Substanzen zéhlen, die eine Polaritétstrennnug zwischen dem hydro-
phoben und hydrophilen Molekiilteil aufweisen und fliissigkristalline Phasen oder
Mizellen in wéssriger Umgebung bilden, sowie Typ B Substanzen, die im Unter-
schied zu Typ A keine deutliche Polaritédtstrennung zwischen den Molekiilteilen be-
sitzen und im Wasser ausschliefflich Mizellen bilden. Die Alkyltrimethylammonium-
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bromide als konventionelle Tenside werden den wasserloslichen Amphiphilen des
Typs A zugeordnet.

Klassifizierung Wechselwirkung Beispiele
mit Wasser

— « Kristalle /Oltropfen o
« keine Monoschichten Carotinoide,
« unléslich im Bulk Squalene
IT polare Lipide
. e . Kris.talle /OltrOPf_en DiTHighcerids;
/vnicht quellend | = stabile Monoschichten Fettsuren,
F (Langr.null.") Cholesterol
II.1 unlgsliche « unldslich im Bulk

I unpolare Lipide

Amphiphile
T, quellend, « stabile Monoschichten Phospholipide,
mit lyotroper (Langmuir) Monoglyceride,
Polymarphie + im Bulk Flissigkristalle DDAB

Typ A (aliphatisch) s instabile Monoschichten
Luft Tioa) .
: Gibbs)
t Iyotr ( o
ﬁesg;z Copl p ;jr;mus = im Bulk Fliissigkristalle, ~ (nicht)ionische
Mizellen (c=cinc) Tenside

II.2 18sliche
Amphiphile i ] . .
T, Typ B (alicyclisch) « instabile Monoschichten
olne lyotropen (Gibbs) Gﬂllen_salze,
Mesomorphismus «im Bulk Mizellen (c=cme) — Saponine

Abb. 2.4: Klassifizierung der Lipide nach SMALL 11

GRIFFIN 1314 stellte fiir nichtionische grenzflichenaktive Verbindungen ein HLB-
System (Hydrophilic-Lipophilic-Balance) auf, welches den Substanzen numerische,
dimensionslose Zahlenwerte zwischen 0—20 entsprechend des Gewichtsverhéltnisses
des hydrophilen Molekiilanteiles zum Gesamtmolekiil zuordnet und somit Aussagen
iiber die Wasserloslichkeit des Stoffes zulisst. Spéter entwickelte DAVIES! 19 ein
System zur Bestimmung des HLB-Wertes ionischer Verbindungen basierend auf
der Polaritét der Tenside. Im Unterschied zu GRIFFINs HLB-Bestimmung variieren
die Werte nach DAVIES zwischen 0 — 40, wobei eine Kennzahl > 10 wasserlosliche
hydrophile Amphiphile kennzeichnet.

Die charakteristische Eigenschaft von Lipiden ist ihre Fihigkeit, in wéssriger Um-
gebung Aggregate nichtkovalenter Natur zu bilden. Schon 1891 entdeckte TRAU-
BE, dass sich Amphiphile aufgrund der Abstolung zwischen dem Wasser und den
Kohlenwasserstoffketten bevorzugt an der W/L-Grenzflache konzentrieren. Er ent-
wickelte eine quantitative Beschreibung der Oberflachenaktivitdt amphiphiler Mo-
lekiilel'” (, Traubsche Regel“) , die besagt, dass innerhalb einer homologen Reihe
grenzflachenaktiver Stoffe fiir die gleiche Erniedrigung der Oberflichenspannung
vom hoherstehenden Homologen eine etwa dreimal geringere Konzentration als
vom vorangehenden Homologen ausreicht. McBAIN und SALMON 8 untersuch-
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ten 1920 die reversible Bildung von Seifenaggregaten und postulierten als Ursache
der Selbstaggregation die attraktiven Wechselwirkungen zwischen den unpolaren
Kohlenwasserstoffketten. Auch die Modelle von PALMER und DEBYE beschrieben
als treibende Kraft die apolar/apolaren Anziehungskriftel1? 20,

HARTLEY! und KAuzMANNZ beschrieben 1939 bzw. 1954 erstmals als Ursa-
che der Selbstaggregation amphiphiler Molekiile im Wasser die Verdnderung der
stark attraktiven Eigenschaften des Wassers durch die Solvatation der hydrophoben
Molekiilketten, den sogenannten , hydrophoben Effekt*“. Durch die Zugabe eines
apolaren Molekiils in Wasser wird das tetraedrische Wasserstoffbriickennetzwerk
zur Umstrukturierung gezwungen, sodass eine geringstmogliche Einbufle an Was-
serstoffbriickenbindungen resultiert??. Es bildet sich ein Clathrathydratkéfigl?3 2!
um die apolaren Molekiile (,Eisbergmodell“ nach FRANK und Evans!?6 27) aus,
sodass dem ,, Gastmolekiil“ auf der einen Seite Platz geschaffen wird und dadurch
das Wasserstoffbriickennetzwerk auf der anderen Seite um das apolare Molekiil
gestarkt wird. Die Einschriankung der Orientierungsmoglichkeiten des Wassers in
drei seiner Tetraederrichtungen tangential an der Oberflache des besetzten Raumes
fithrt zu einer thermodynamisch ungiinstigen Entropieabnahme des Wassers, der
Grundlage des , hydrophoben Effektes“. Durch die Umstrukturierung der Wasser-
molekiile im Kontakt mit hydrophoben Molekiilgruppen ist der Entropiebeitrag
negativ. Die Anderung der Enthalpie ist bei Raumtemperatur nahezu null, sodass
sich fiir die Freie Enthalpie grofle positive Werte ergeben. Mit steigender Tempera-
tur nimmt der absolute Wert der negativen Entropie ab (,, Wasserschmelzen*) und
der zunehmende Enthalpieterm tritt ab circa 100°C in den Vordergrund®®. Die
Warmekapazitit beim Transfer einer unpolaren Substanz in Wasser ist positiv und
fithrt zu einer starken Temperaturabhingigkeit des ,,hydrophoben Effektes“. Die
Anderung der Wirmekapazitit nimmt mit steigender Temperatur ab9 32,

Die treibende Kraft der Selbstaggregation amphiphiler Molekiile in Wasser ist die
Abnahme des chemischen Potentials durch den kleineren Entropiebeitrag infol-
ge der Verkleinerung der zum Wasser orientierten hydrophoben Oberfléche. Der

Entropiegewinn ist proportional der zum Wasser exponierten hydrophoben Ober-
fléche.

Die Organisation amphiphiler Molekiile in der wéssrigen Volumenphase zu flexiblen
Assoziationskolloiden erfolgt im Wesentlichen in Abhéngigkeit von der Struktur
und der Ladung des Amphiphils sowie in Abhéngigkeit von den Eigenschaften
des Losungsmittels, wie z. B. der Ionenstédrke und dem pH-Wert. Vor allem die
intermolekularen Wechselwirkungskrifte (Abschnitt 2.3|) zwischen den Molekiilen
innerhalb eines Aggregates werden von den Losungsmitteleigenschaften beeinflusst.

Ein Modell nach ISRAELACHVILI erlaubt Vorhersagen iiber die Form der Assoziate

ungeladener Amphiphile als Funktion der molekularen Geometriel33.

1%

Clo'lc

Nach GIl. 2.1 ist der kritische Packungsparameter P, von der Linge [. und vom
Volumen V' des lipophilen Molekiilteils sowie von der Querschnittsoberfliche ay der
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hydrophilen Kopfgruppe abhingig. P, ist dimensionslos und charakteristisch fiir
jedes Amphiphil. Die Léange der unpolaren Ketten [, ist geméafl TANFORDP? im
fluiden Zustand aufgrund von gauche-Konformeren um etwa einen Faktor von 0.7
kleiner als die Lénge der voll ausgestreckten Kette [,,,, mit n Methylengruppen.
Allgemein gilt??3

le < lpaz ~ (0.1265n 4 0.154)nm (2.2)

In Abb. 2.5 sind die resultierenden Aggregat-
ey | m | T | strukturen nach ISRAELACHVILI dargestellt.
Die sich aufgrund der unterschiedlichen Raum-

Tenside Kegel sphérische Mizellen
aq,

(cinkeltig, mit .

e | g, % bedarfswerte der hydrophilen und hydrophoben
s e £ Gruppen ergebenden unterschiedlichen Kriim-
(e i wagnivae | el mungstendenzen an der hydrophil /hydropho-

Kleinen g Pigl, 5o

ben Grenzflache fithren zu verschiedenen Sys-
b - temiiberstrukturen. Verallgemeinernd lasst sich
oppelkettige AugeReINItiener flexible Bilayer . . .

Amphiphile e zusammenfassen, dass sich mizellbildende Am-

zB. CTAB mit
Salzzusatz

B

e 1< P<1 i
‘i‘_’;%;?j;? ;| phiphile durch eine voluminosere Kopfgruppe
s = R —— im Verhéltnis zum lipophilen Molekiilteil aus-
M| met fﬁﬁ({dﬂ fitfl zeichnen. Membranbildende Amphiphile weisen
I;;:g::ng) = WE L hingegen kleinere Kopfgruppen auf, wodurch
poomile | oy [ el | sich Vesikel mit groffen Kriimmungsradien oder

Kopfgruppen)

&

planaren Doppelschichten ausbilden. Die Ag-
gregatform wird zusétzlich von der Tempera-
Abb. 2.5: Packungsparameter mit Pa-  tur, dem Sattigungsgrad der Kohlenwasserstoff-
ckungsformen und resultierender Ag-  ketten und bei Amphiphilen mit ionischen Kopf-
gregatstrukturen [3%/ -

gruppen von der Ionenstérke und dem pH-Wert

des Losungsmittels beeinflusst.

Eine Erhchung der Salzkonzentration im Wasser fiihrt bei den verwendeten kation-
ischen Alkyltrimethylammoniumbromiden durch die Reduktion der abstolenden,
elektrostatischenKréfte zwischen den hydrophilen Kopfgruppen zur Bildung von
zylindrischen Mizellen und analog fiir das anionische Lipid DMPG zur Forma-
tion groferer Vesikel mit geringeren Kriimmungsradius (Abb. 2.5). Amphiphile,
die in Losung unter bestimmten Voraussetzungen zu physikalisch gebundenen Ag-
gregaten assoziieren und deren Aggregatform sich vom Losungsmittelgehalt ab-
héngig dndert, sodass eine Zustandsinderung der Losung die Folge ist, werden auch
als , lyotrope Fliissigkristalle® bezeichnet. Die entsprechenden Zustandsdiagramme
werden in den folgenden Abschnitten diskutiert.

2.2.1 Tenside an der Wasser /Luft-Grenzfliche und Mizell-
bildung in der Volumenphase

Tenside sind eingeschrankt monomer wasserloslich. Werden Tensidmonomere in ei-
ne wissrige Umgebung gebracht, lagern sie sich zum Teil an der W /L-Grenzfliche
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an, sodass sich die verschiedenen Molekiilteile der jeweils giinstigsten Umgebung
zuwenden. Der hydrophobe Teil ist zur Luft und der hydrophile Teil zum Was-
ser orientiert. Die Verteilung der Tenside zwischen der Bulkphase und der W/L-
Grenzflache unterliegt einem dynamischen Gleichgewicht, wobei die treibende Kraft
der Adsorptionsfilmbildung das Bestreben nach einer moéglichst minimalen Kon-
taktzone zwischen Wasser und den hydrophoben Molekiilteilen ist. Die Bildung
von quasi-zweidimensionalen, selbstorganisierten Systemen (, Monolayer”) durch
16sliche Amphiphile fiihrt zur Verminderung der Oberflichenspannung des Was-
sers 7y (72.4™N/m), die mit Hilfe der GIBBS Adsorptionsisotherme® beschrieben
werden kann:

dy=—RTY T;-dna; (2.3)

wobei I'; der Oberflichenkonzentration der i-ten Komponente und a; der Aktivitéit
der i-ten Komponente in der Volumenphase entspricht.

Aus der halblogarithmischen Auftragung von 7 gegen die Konzentration kann am
Knickpunkt der Kurve die kritische Mizellbildungskonzentration c¢mc bestimmt
werden. Mit steigender Tensidkonzentration wird der Adsorptionsfilm bis zur c¢mc
dichter gepackt. Mit dem Erreichen der ¢mc, die fiir jedes Tensid charakteristisch
ist, ordnen sich die Molekiile schlagartig in der Volumenphase so um, dass die
hydrophoben Molekiilteile vom Wasser im Mizellkern abgeschirmt sind und die po-
laren Kopfgruppen zur wissrigen Phase orientiert sind (Abb.2.6). Die Aggregation
verlauft spontan, reversibel und relativ schnell mit einer Geschwindigkeitskonstan-
tel® von 10s™' zu thermodynamisch stabilen Assoziationskolloiden, welche seit
1913 auch als ,Mizellen“ bezeichnet werden. Der Begriff wurde erstmals von Mc-
BAIN geprigtP®. Mit dem Erreichen der emc einer Tensidlosung verdindern sich
neben der Oberflachenspannung auch andere kolligativen Eigenschaften wie z. B.

die Leitfahigkeit, der osmotische Druck und die Triibung der Losung37.

Die Abhéngigkeit der Mizellbildung von der Konzentration und der Temperatur
ist in Abb. dargestellt. Erst oberhalb der kritischen Mizellbildungstemperatur
cmt konnen durch Konzentrationserh6hung aus monomeren Tensidsystemen Mi-
zellen entstehen. Wird die Tensidkonzentration iiber die e¢me hinaus erhoht, bleibt
die Konzentration der mit den Mizellen im Gleichgewicht stehenden Monomeren
bei ungeladenen Tensiden konstant. Lediglich die Mizellanzahl oder Mizellform
verdndern sich!.

Unterhalb der emt-Kurve, die auch als Loslichkeitskurve bezeichnet wird, kristal-
lisiert das Tensid in der wissrigen Phase als hydratisierte Suspension aus®?. Der
Schnittpunkt der eme-Kurve mit der emt-Kurve ergibt den fiir das jeweilige Tensid
charakteristischen ,, Krafft-Punkt“/?), bei dem die mizellare Phase mit der monome-
ren Tensidphase sowie der kristallinen Tensidphase im Gleichgewicht stehen. Nach
dem GiBBsschen Phasengesetz ist das Zweikomponentensystem Tensid-Wasser am
Krafft-Punkt univariant, so dass bei einem vorgegebenen Druck der Krafft-Punkt
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cme

Mizellen+Mnnomer7

Tensid-
mono-
mere

i

hexagonal lamellar

Temperatur

EETR TS
t
Nl e = K

logc.

“Tensid

Loslichkeitskurve cmt

Oberfliachenspannung y/ mN m

hydratisierte
Kristalle+Monomere

Tensidkonzentration

Abb. 2.6: Oberflichenspannung und kriti- _ . _ o
sche Mizellbildungskonzentration (cmc) von Abb. 2.7: Mizellbildung in Abhéngigkeit
Tensiden!>®! von Temperatur und Konzentration®?

fixiert ist*Y. In einer homologen Reihe ist die Krafft-Temperatur umso groBer, je
lénger die hydrophobe Kette ist.

Die Struktur der Mizellen wurde in der Mitte des letzten Jahrhunderts verschieden
diskutiert (Abb. 2.8). Wiahrend HARTLEY Mizellen ausschlieflich als sphérische
Aggregate beschrieb!!? postulierte McBAIN die Koexistenz von lamellaren und
sphérischen Mizellen*?. Mit ANACKER und DEBYE wurden Mizellen 1951 erstmals
als stidbchenformige Aggregate beschrieben!*3.

Heute ist bekannt, dass die Mizellform von der chemischen Struktur des Tensids,
der Konzentration und &ufleren Parametern wie pH-Wert, Temperatur und lo-
nenstéirke des Mediums bestimmt wird®4 4, Neutronenkleinwinkelstreuexperimen-
te an mizellaren Systemen ionischer Tensidmolekiile bestatigten HARTLEYS Modell
der spérischen MizelleS 471, Wird die Tonenkonzentration im Medium oder die Kon-
zentration des Tensids jedoch erhoht, veréndert sich die Mizellform von sphérischen
in grofere, anisometrische zylindrische, hexagonale bis lamellare Strukturen (Abb.
2.7)148 49 Nach Untersuchungen von CATESPY et al. mittels DLS besteht eine mi-
zellare CTAB Losung mit KBr-Zusatz aus langen, flexiblen, wurmartigen Mizellen.

lamellar stabchenformig sphirisch

McBain Debye Hartley
Abb. 2.8: Mizellstrukturmodelle von 1936 Abb. 2.9: Schematische Darstellung einer
(HARTLEY), 1944 (McBAIN) und 1951 hydratisierten Mizellelo!
(DEBYE)!Y

Die #uBere Begrenzung einer Mizelle wird nach HIEMENZ und RAJAGOPALANPY,
dargestellt in Abb. 2.9 C, als rauh mit herausragenden Kopfgruppen diskutiert.
Dies stellt einen Kompromiss zwischen dem , Riff“~-Modell mit dichtgepackten Kopf-
gruppen und daraus resultierenden, iiberlappten Kettenenden (Abb. 2.9 A) sowie
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dem ,,Fjord“-Modell mit einer grofen Wassereindringtiefe in das Mizellinnere durch
die nicht iiberlappende Anordnung der hydrophoben Ketten (Abb. 2.9 B) darb?,
Tatséchlich ist die Mizellstruktur hochdynamisch mit stdndigem Austausch der
Monomere. Die hydrophoben Molekiilketten im Inneren der Mizelle sind flexibel,
mit Verdrillungen und Kriimmungen angeordnet, sodass das Mizellinnere in zwei
Bereiche, einen wasserfreien Kern und einer teilweise hydratisierten Schale (,,Pa-
lisadenschicht“) zwischen der hydrophilen Oberfliche der Mizelle und dem hydro-
phoben Kern, eingeteilt werden kann.

Aus der Moglichkeit der Mizellbildung resul-
tiert eine fast liickenlose Mischbarkeit des be-
treffenden Amphiphils mit seinem Losungsmit-
tel®. Bei sehr hohen Konzentrationen treten
durch die Wechselwirkungen zwischen den Mi-
zellen verschiedene Mesophasen lyotroper Fliis-
sigkristalle auff®®. In Abhingigkeit von der Ten-
sidkonzentration und der Temperatur haben
AuvrayP? WArNHEIMPY und WoLrpb7
durch Anwendung verschiedener Methoden, wie
z. B. Polarisationsmikroskopie, Differentialscan-
ningkalorimetrie und Réntgenstrahlbeugung bi-
niare Phasendiagramme fiir verschiedene Alkyl- °% CTAB

trimethylammoniumsalze in Wasser entwickelt. Abb. 2.10: Binéres Phasendiagramm

In Abb. [2.10 ist das Phasendiagramm fiir Z?; 252B2%2f5?5§?g£§i?§§222 j]:j:
CTAB/Wasser dargestellt, das typischerweise pien nach WirnuEmMEY

neben der mizellaren Phase (I) mit zunehmen-

der Tensidkonzentration eine hexagonale (H), eine kubische (@) und zwei lamella-
re (L) Phasen aufweist. Zwischen der hexagonalen und kubischen Phase tritt nach
AUVRAYP3 eine monokline Phase (M) (zentriert deformierte, hexagonale Formati-
on) im Unterschied zu den Untersuchungen nach Husson®% und LuzatTi®® auf.
Unterhalb der Loslichkeitskurve T, liegt ein Entmischungsgebiet zwischen CTAB
als Kristall (5) und Wasser vor. Die punktierte Linie symbolisiert den Verlauf der
cme. Liegen anisometrische Mizellen (Stdbchen oder Scheiben) in der mizellaren
Phase vor, kénnen lyotrope nematische Phasen gebildet werden, deren Hauptmerk-
mal die Existenz einer Vorzugsorientierung der Mizellhauptachse mit ungeordnetem
Aggregatschwerpunkt ist, die eine niedrige Viskositéit aufweisen und im Polarisati-
onsmikroskop eine Schlierentextur zeigen.

Hexagonale Phasen sind aus stédbchenformigen Mizellen aufgebaut, deren Langsach-
sen eine zweidimensionale, hexagonale Fernordnung besitzen, hochviskos sind und
im Polarisationsmikroskop durch charakteristische Fachertexturen erkannt werden
konnen. Kubische Phasen sind optisch isotrop und besitzen eine hohe Viskositét.
Bei Tensiden mit verhéltnisméfBig kleinem Kopfgruppenvolumen wie z. B. CTAB
existiert eine kubische Phase nur zwischen hexagonaler und lamellarer Phase und
nicht, wie iiblich, zusétzlich zwischen mizellarer und hexagonaler Phase. Die kubi-
sche Phase ist bikontinuierlich aufgebaut. Sowohl das Wasser als auch das Tensid
bilden iiber die gesamte Phase ausgedehnte, kontinuierliche und sich gegenseitig
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DLS/62’ 80]

Parameter ‘ DTAB ‘ TTAB ‘ CTAB

cme (T=25 °C) /| 8.0-15.06962 | 3.0-3.5859-64 0.8—1.0159-61, 63-67]

mM

a (T=25°C) 0.23— 0.20— 0.16—

0.36(63, 68-70] 0.27163, 64, 68-70] 0.24[63, 64, 68-70]

plt 72 (7=25°C) | 0.77-0.78 0.73—0.8I7% 721 1 0.82-0.96!™ 73!

N (T=20 °C)6™ | 5457 68—72 90—92

(c = cme)

Krafft-Temperatur / | < 0! 9.5—10.5[7! 2670

°C

Mayg%3 (T=25 °C)/ | 20.9 27.3 33.3 (T=30 °C)

103D

Molekiilgeometrie

(Abschnitt [2.2)

1/ AM 16.68 19.21 21.74

ap | A?H 63 65 64

V) A3 H 351.9 406.0 460.1

HLB nach  DA- | 24.25 22.35 214

vIESIT? 8]

Ry, T=25 °C) / 50707 80

Ale~ eme

Ry 11.8 16.2 17.4

(Alkylkettenkern)©?!

(T=25°C) / A
Tab. 2.1: Charakteristische Kennzahlen der Alkyltrimethylammoniumbromide im
Wasser, die mit verschiedenen Methoden ermittelt wurden: Elektrophoresel® 7173
Kalorimetriel63: 65 67, 68, 68, 75] Potentiometriel®, Kleinwinkelneutronenstreuung/*® 59,
Tensiometriel®’> 70 Fluoreszenzloschungl®® 6% 7 Konduktometriel™,  cryo-TEM(™  und
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durchdringende Existenzbereiche aus. Die lamellare Phase besteht aus Ebenen ori-
entierter Scheibchenmizellen oder grofler Lamellen. Zwischen den aquidistanten
Doppelschichten befinden sich Wasserschichten. Die lamellare Phase ist wie die he-
xagonale Phase optisch anisotrop, weist aber eine deutlich geringere Viskositéit/®!!
auf. Nach AUVRAYP? existieren fiir das CTAB/Wasser-System die lamellare Phase
Ly, bei der die hydrophoben Kettenenden genau aneinander angrenzen, und die la-
mellare Phase Ly, in der die Ketten innerhalb einer Doppelschicht {iberlappen. Mit
abnehmender Kettenlinge der Alkyltrimethylammoniumbromide verschiebt sich
die T, Kurve zu niedrigeren Temperaturen und die Phasengrenzlinien zu gréfferen
Tensidkonzentrationen.

In Tabelle 2.1 sind verschiedene Mizellkennwerte, wie die cme, der Ionisierungsgrad
einer Mizelle «, der Gegenionenkondensationsgrad (3, die Aggregationszahl N, die
Krafft-Temperatur, die apparente mizellare Molmasse M,4,, die Molekiilgeometrie,
der HLB-Wert sowie der hydrodynamische Radius R;, einer Mizelle, gebildet aus
den homologen Alkyltrimethylammoniumbromiden DTAB, TTAB und CTAB, in
Wasser durch eine Vielzahl von Untersuchungsmethoden zusammengefasst.

2.2.2 Phospholipide an der Wasser-Luft-Grenzfliche
und in der Volumenphase

60
50

£

Z 40

=

-

Q

Fg 30 . . LE .

5 fliissig-expandiert

2 20 e G

< e N gasanalog

3 l % \
10 :
0

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 1.8 2.0
Fliche / nm’/Molekiil

Abb. 2.11: Schematische m/A-Isotherme eines PL mit zwei Acylketten; die punktierte Linien
kennzeichnen den Koexistenbereich der LE/G-Phase sowie der LE/LC-Phase; m¢ 1y und e (a)
entsprechen kritischen Punkten nach MOHWALDZ

Durch das Spreiten von chloroformhaltigen PL-Losungen auf wissrigen Oberfldchen
entstehen monomolekulare, quasi-zweidimensionale Monolayer, die auch als Lang-
muirfilme bezeichnet werden. Die apolaren Molekiilteile orientieren sich dabei zur
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Luft, und die polaren Kopfgruppen sind der wéssrigen Subphase zugerichtet. Eine
Moglichkeit zur Charakterisierung der Lipidmonolayer ist die Aufnahme des late-
ralen Oberflichendrucks 7 als Funktion der molekularen Fliche A bei konstanter
Temperatur mit Hilfe der Filmwaagetechnik®3. Der Oberflichendruck 7 entspricht
der Differenz der Oberflichenspannung ~, der reinen Subphase und der filmbedeck-
ten Oberfliche v: 7 =~y — 4.

Die Druck-Fliachen-Isotherme, schematisch dargestellt in Abb. [2.11, weist unter-
schiedliche Phasenzustinde auf, die nach der Nomenklatur von ADAMSON®! be-
nannt werden. Ausgehend von einer extrem expandierten Phase, der Gasphase
G, bei der keine Wechselwirkungen der Molekiile untereinander auftreten, schliefit
durch Kompression des Lipidfilmes der Koexistenzbereich der Gasphase mit der
fliissig-expandierten Phase LE an, welche durch weitere Kompression als reine LE-
Phase vorliegt. Diese ist durch noch ungeordnete Alkylketten des Lipides und eine
geringe Vergroflerung der intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den Phos-
pholipidmolekiilen charakterisiert. Mit zunehmender Fldchenverringerung steigt
der Oberflachendruck bis zum Erreichen des zweiten Plateaus, dem Koexistenz-
bereich der LE-Phase mit der fliissig-kondensierten Phase (LC'). Dieser Phasen-
iibergang ist durch einen nahezu konstanten Oberflichendruck gekennzeichnet und
entspricht einem Phaseniibergang erster Ordnung®%8l. Die PL-Molekiile sind in
der LC-Phase zur Oberflaichennormalen geneigt orientiert. Bei einem spezifischen
Oberflachendruck weist die Isotherme einen Knickpunkt auf, welcher den konti-
nuierlichen Ubergang des Monolayers in die am geringsen kompressible “feste®
Phase S kennzeichnet®. Die Molekiile sind zur Oberflichennormale senkrecht ori-
entiert und relativ starr angeordnet. Eine weitere Flichenverringerung fithrt zum
Filmkollaps. Dabei wird ein Teil der Molekiile von der Wasseroberfliche abgeho-
ben und diese gleiten auf den Film aufl®’. Das Phasenverhalten der PL an der
W /L-Grenzfliche ist stark von der chemischen Natur des Molekiils (Natur und La-
dung der Kopfgruppe sowie Liange und Sattigungsgrad der Alkylketten) und den
Umgebungsbedingungen (Temperatur, pH-Wert und Ionengehalt der Subphase)
abhéngig.

Werden PL in Wasser gebracht, sind diese fast unloslich ( Abb. 2.4) aber nehmen
das Wasser im begrenzten Umfang durch Quellung auf. Zweikettige PL aggregieren
nach ISRAELACHVILI (Abschnitt [2.2) im Wasseriiberschu8 spontan zu Lamellen,
Diskenmizellen oder Vesikel (Abb.2.12 A, B). Vesikel, die auch als Liposomen be-
zeichnet werden, bilden sich in Abhéngigkeit von der Zeit und der Riihrintensitét
aus multilamellaren Aggregaten und stellen nach BANGHAM® ideale Modell-
systeme fiir Lipidbilayer zur Untersuchung ihrer physikochemischen Eigenschaf-
ten darl® 93, Vesikel kénnen mittels Extrusion, Hochdruckhomogenisation, Ultra-
schallbehandlung sowie durch Tensidentfernung mittels Verdiinnung, Gelchroma-
tographie oder Dialyse hergestellt werden. Die Vesikelgroflencharakterisierung und
die Grolenverteilungsuntersuchung gelingen durch Lichtstreuung, Elektronenmi-
kroskopie, Gelfiltration und Ultrazentrifugation!®4.

Vesikel sind konzentrisch angeordnete, geschlossene Doppelschichten mit wéssrigem
Innenraum unterschiedlicher Grofle sowie Lamellenzahl. Die Klassifizierung der Ve-
sikel in multilamellare Vesikel (MLV), ,large“und ,intermediate unilamellare Ve-
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sikel (LUV und IUV) sowie ,,small“ unilamellare Vesikel (SUV) ist in Abb.2.12 C
und DI® %! dargestellt.

Die Vesikeltypen unterscheiden sich hinsichtlich
ihrer Grofle, Kriitmmung, Bindungsstarrheit und
ihres EinschluBvolumens!®®. MLVs kénnen ein-
fach nach Abdampfen des Losungsmittels ei-
ner organischen PL-Losung und anschlieBender
Suspension des PL-Filmes in Wasser durch
Schiitteln prépariert werden® 97 MLVs, die

LUV IUV SUV - = = - -

mehrere Doppelschichten im dquidistanten Ab- MY =7% -

SOV
20 nm

— — > -
400-10000nm 250 nm 100 nm20-50 nm

stand von ca. 10 nm aufweisen, sind relativ sta-
bil und kénnen Grofen von 400 nm bis einigen  Apb. 2.12: A: Aggregation der PL
um aufweisen®®. LUVs und IUVs bestehen aus  in lamellare Strukturen, B: in Vesi-
einer PL-Doppelschicht, weisen aufgrund ihrer kel, C: schematischer Vergleich der Ve-
VesikelgroBie von 250 nm bzw. 100 nm eine rela- sikelgrofe von MLV, LUV, IUV und
. . .. SUV mit GroBenangaben, D: SUV in
tiv kleine Kriimmung auf und werden deshalb - s

als Modellmembranen bevorzugt verwendet. Ei-

ne Herstellungsmoglichkeit entsprechender Vesikel mit kleiner Grolenverteilung ist
die Extrusionstechnik®-19 Die kleinsten unilamellaren Vesikel sind die SUVs
mit einem Durchmesser von wenigstens 15nm. Die Oberflache dieser Vesikel ist
stark gekriimmt und die Dicke eines Lipidbilayers betrégt etwa 5nm, wobei sich
anndhernd zwei Drittel der PL-Molekiile im &ufleren und ein Drittel im inneren
Monlayer befinden®?. SUVs kénnen durch die Zerstérung der MLVs in instabile
Fragmente mittels intensiver Ultraschallbehandlung einer MLV-Suspension herge-
stellt werden!®. Die Fragmente wandeln sich anschlieBend spontan in SUVs um%2.

Dispergierte PL-Molekiile zeigen wie die Tenside einen ausgepriagten lyotropen und
thermotropen Polymorphismus. PL weisen in Abhéngigkeit vom Wassergehalt und
von der Temperatur verschiedenen Strukturen und Mesophasen auf und werden
aufgrund der Kombination von kristallinen (Gitterordnung mit Orientierungs- und
Positionsfernordnung) und fliissigen (Flieeigenschaften, Isotropie) Eigenschaften
seit Beginn des 20. Jahrhunderts als ,, Fliissigkristalle“ bezeichnet%3

Die universelle Nomenklatur fiir lyotrope Mesophasen wurde 1968 von LUZATTI
gepragtl® und lautet wie folgt: L-lamellar, H-hexagonal, Q-kubisch, I-normal,
[I-invers, c-kristallin, #-gelartig und a-fliissigartig.

Reine PL liegen aufgrund ihres hygroskopischen Charakters als Monohydrate vor.
Am Beispiel des Phasendiagramms von DPPC (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phos-
phatidylcholin) in Wasser (Abb. 2.13) sinkt die Temperatur der Hauptphasen-
umwandlung zu L, mit steigendem Wasseranteil bis zur vollsténdigen Hydrati-
sierung der Kopfgruppe des Amphiphils. Eine Erhchung des Wasseranteils iiber
35 Gew.-% fiihrt zur Bildung eines heterogenen Zweiphasengebietes, innerhalb
dessen vollstdndig hydratisierte, parallel angeordnete Stapel lamellarer Phasen
(dhnlich smektischen Phasen) neben der Wasserphase vorliegen. Erst mit weite-
rer Verdiinnung wird die Bildung von Vesikeln moglich. Bei niedrigen Tempera-
turen dominiert der hohe Ordnungsgrad der nahezu vollstindig gestreckten Acyl-
ketten und ermoglicht ein Maximum an VAN-DER- WAALS-Wechselwirkungen. Die
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Anordnung der Methylengruppen entspricht der energetisch giinstigen all-trans-
Konformation.

In der hochgeordneten kristallinen L.-Phase
unterhalb der Subumwandlungstemperatur
T;=25 °C und in der Gelphase Lg‘ liegen die
Copsiat = | G @ Ketten in einer orthorhombischen bzw. gestort
) : == orthorhombischen Packung vor. Die Kopfgrup-

|

i
sof

pen sind in der L.-Phase relativ starr und nur

oo |l
% * {\\ N unvollstéindig hydratisiert!?l. Mit steigender
g % Temperatur erfolgt die Subgel-Umwandlung in
R 1 die Lg‘-Phase unter Anstieg der Mobilitét der

L_r__'l_ . Kopfgruppe verbunden mit einer grofleren Ein-

dringtiefe des Wassers in den Bereich der Grenz-
| flache. Die Ketten weisen eine Neigung von ca.
ol tedesed W dodod w i 30°, gekennzeichnet durch die Apostrophierung
' w6 Wasser des Indexes ,, ¢ “, zur Ebene der Doppelschicht
Abb. 2.13: DPPC-Phasendiagramm  4yf Diese homologe Phasenumwandlung erfolgt
in Abhéngigkeit von der Temperatur . . .
und dem Wassergehalt10% unter Belbehaltupg de_r Syrpmetrle aber. mit
Anderung der Gitterdimensionen"®”. Bei der
Vorumwandlungstemperatur 7,=36°C erfolgt die Umwandlung in die ,Ripple®-
Phase P}, in der die Acylketten in einem gestoérten hexagonalem Gitter und wie-
derum in einem Winkel von 30 ° geneigt zur Doppelschichtebene vorliegen. Die PL-
Molekiile weisen in dieser Phase eine beschleunigte Rotation um die Léngsachse
auf und die Doppelschicht weicht unter Bildung von regelméfliigen wellenférmigen
Texturen in die dritte Dimension aus. Oberhalb der charakteristischen Haupt-
phasenumwandlungstemperatur 7,,=41.4°C erfolgt die Umwandlung in die unge-
ordnete, fliissig-kristalline L,-Phase mit veréinderter Symmetrie und Gitterdimen-
sion. Das kooperative , Kettenschmelzen® fiihrt zur trans-gauche-Isomerisierung,
zu einer schnellen lateralen Diffusion der PL-Molekiile innerhalb der Monoschicht
(D =~ 1-1078m?/s) sowie zu einer schnellen Rotation der Lipidmolekiile um ih-
re Achse unter deutlicher Zunahme der Fluiditéit und Mobilitdt der Doppelschicht.
Die Bildung der energetisch angeregten Rotationsisomere bewirkt eine laterale Aus-
dehnung verkniipft mit einer vertikalen Stauchung der Membran'%10  Fast alle
biologischen Membranen liegen in der fliissig-kristallinen L,-Phase vor.

|~ DPPC-H;0

(N3

Das Wasser-Lipid-Phasendiagramm des verwendeten DMPC bzw. DMPG unter-
scheidet sich hinsichtlich der Lage der Phasen vom DPPC, aber nicht hinsichtlich
der Phasensequenz. Die , Ripple“-Phase tritt bei Phosphatidylethanolaminen und
Phosphatidsdure nicht auf, erscheint aber sowohl beim polaren DMPC als auch
DMPG aufgrund der hydrophilen, hydratisierten Kopfgruppe als relativ grofes
Phasengebiet. Die kiirzeren Acylkettenlingen des DMPC und DMPG im Vergleich
zum DPPC verursachen ein Verschieben aller Phaseniibergangstemperaturen zu
niedrigeren Werten. Der Einfluss der Kopfgruppengrofie und Polaritét ist hinsicht-
lich der Phaseniibergangstemperaturen gering, sodass eine nur sehr geringe Ver-
schiebung der Hauptphasenumwandlungstemperatur 7}, von 23.5°C beim DMPC
zu 24°C beim DMPG in Wasser''! auftritt.
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PL mit relativ schwach hydratisierten Kopfgruppen und stark attraktiven Kopf-
gruppen (z. B. Phosphatidylethanolamine) weisen zusétzlich normal oder invertiert
hexagonale Phasen H; und Hj; bei sehr hohen Temperaturen aufl!%!. Kubische
Phasen (Q) treten nur selten bei PL-Proben mit einem geringen Wassergehalt (z.
B. DOPE nach wiederholter Erwidrmung) sowie bei Lipid-Protein Mischungen auf.
Sie sind bikontinuierlich mit minimaler Oberfliche oder mizellar durch die kubische
Packung verschiedener Mizelltypen aufgebaut!® 112 113],

Zusammenfassend ist das Phasenverhalten nicht nur von der Temperatur und dem
Wassergehalt abhéngig, sondern wird des Weiteren von den Eigenschaften der Acyl-
ketten, wie Lédnge, Sattigungsgrad und Asymmetrie, von der Polaritit, Grofle und
vom Protonierungsgrad der Kopfgruppe sowie durch Anderung von Druck, pH-
Wert und Art des Losungsmittels (Elektrolytgehalt) beeinflusst.

2.2.3 Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung

Der Umwandlungsprozess von lamellaren Lipid-
phasen (Vesikel) in mizellare Strukturen durch
Tensidzugabe wird als Solubilisierung bezeich-
net und ist fiir das Verstéindnis der Funktion
biologischer Membranen als auch der Gewin-

nung und Reinigung von Membranproteinen es- :
sentielll15: 116] '

Der Solubilisierungsmechanismus von Lipidve-
sikel durch schrittweise erfolgende Tensidzuga-
be wurde erstmals von HELENTUS!T 1975 als
ein Dreistufenprozess beschrieben: zunéchst er- T

folgt die Bindung und der Einbau von Tensid- B %“-5;5‘
monomere an und in der Lipiddoppelschicht, Apb. 2.14: Vesikel-Mizell-
sodass Mischvesikel (MV) entstehen. Dabei Phasenumwandlung, (A)  Vesikel,
wird die Membran fluidisiert und die Permea- (B) MV, (C) MV mit Ausstiilpungen,
bilitdt wird gesteigert. In Stufe 2 wandeln sich J(\Z{/I[IMJMISC}IMW erfragmente,  (E)
bei einem konstanten chemischen Potential des

Tensids (u) die mit Tensidmonomere geséttigten Vesikel in Mischmizellen (MM)
um. Nach der vollstdandigen Phasenumwandlung von MV in MM erfolgt in Stu-
fe 3 eine Verkleinerung der MM mit zunehmendem Tensid/PL-Verhiltis118122],
Ein erweitertes Modell nach Lascu!4 teilte Stufe 2 in verschiedene Bereiche ein:
zunéchst koexistieren Mischvesikel neben gemischten Bilayerfragmenten und nach
Erreichen der Bilayerséttigung in Stufe 3 erfolgt die Umwandlung in MM sowie
deren Verkleinerung in Stufe 4, dargestellt in Abb. [2.14.

Nach LicHTENBERG!'?? kann die Solubilisierung mit Hilfe des Lipid-Tensid-Pha-
sendiagramms (Abb. 2.15) im Wasseriiberschufl beschrieben werden. Die zwei Pha-
sengrenzen ¢ und 52 stellen die Tensidkonzentration cr fiir die Sittigungs- bzw.
Solubilisierungsphasengrenze der Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung als Funktion

der Lipidkonzentration c; dar. Die Grenzen separieren die vesikuldre Phase, die
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Koexistenzphase von MM und MV und die mischmizellare Phasel'2* 134 In allen

drei Bereichen koexistieren die Aggregate mit Tensidmonomeren. Fiir die meisten
Lipid-Tensid-Systeme stellen die Séttigungs (sat)-und Solubilisierungs(sol)-Pha-
sengrenzen eine lineare Funktion von ¢;, dar:

sat __ _aq,sat b,sat __ pb,sat aq,sat
et = e = R e+ ¢ (2.4)
und
sol __ _aq,sol m,sol __ pm,sol aq,sol
ey =cp +eptt =Ry s+ e (2.5)

Die Schnittpunkte der Phasengrenzen mit der Ordinatenachse c4** und ¢3%*”

entsprechen der konstanten Tensidmonomerkonzentration bzw. der minimalen Ten-
sidkonzentration , die eine Vesikelzerstorung induziert. Mit Giiltigkeit des Phasen-
Separations-Modells, ist der Phaseniibergang zwischen MV und MM auf die Ko-
existenz der zwei Tensidaggregate der Zusammensetzung von Ry und R
zuriickzufiithren. Unter strenger Einhaltung dieser Gesetzméssigkeit muss die wis-
srige Tensidkonzentration ¢3! im gesamten Phasengebiet konstant sein. Die Schnitt-

t [ . .
punkte der Phasengrenzen ¢ und ¢;#*” fallen so in einem Punkt zusammen,
t [ 0 .. . . . .
sodass cp" = 5% = GPP02L 135 Dabei ist die Tensidkonzentration im Wasser

bei hypothetischer Lipidkonzentration von Null ¢ Y Kleiner als die eme des Ten-
sids, da 39 der Konzentration freien Tensids im Gleichgewicht mit lipidgesittigten
Mizellen und die emc der freien Tensidkonzentration im Gleichgewicht mit reinen
Tensidmizellen darstellt, sodass eine geringere Tensidkonzentration als die entspre-
chende emc des reinen Tensids fiir die Solubilisierung von PL benétigt wird!®.

Die Anstiege der Sattigungs- bzw. Solubilisie-
rungsphasengrenzen entsprechen:

Mischmizellen
Solubilisierung [
“y Koexis b,sat
o 1 oexistenz- b ‘ CT
= > " bereich RT"SU‘ = (26)
8 Cb
g L
=
o
=
g : bzw.
° %
Z E
] 3
& st T | Verteilung W‘;§ m,sol
T Ars c
Verteilung | °" =, m,sol __ “T
Rekonstitution ' \_I i RT = m (27)
€L

Lipidkonzentration ¢,

und entsprechen dem Verhéltnis der Tensidkon-
zentration im entsprechenden Aggregat (b-Bi-
layer, m-Mizelle) zur Lipidkonzentration. R;’lsat

Abb. 2.15: Schematisches Pha-
sendiagramm  von  Lipid/Tensid-
Systemen im Wasseriiberschuss mit

Mizellisierungs-, Solubilisierungs-  spiegelt die maximalen Zusammensetzung, bei
und VeSikelFekOHSﬁitut[lggs- sowie der MV an der Phasengrenze vorhanden sind
Verteilungsexperimenten wider und ist ein Maf fiir die Vesikelstabilitét.

R entspricht der minimalen Zusammenset-
zung, bei der MM auftreten und gibt nach IN-
OUE die Solubilisierungseffizienz des Tensides an", d. h., dass mit Abnahme des
Wertes die ,,Solubilisierungskraft® des Tensides steigt. Im Kontrast zur Bildung
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sparischer Mizellen aus reinen Tenside sind die MM, die aus einer geséattigten Li-
piddoppelschicht entstehen, zunsichst fadenformig30: 135, 1381401 EFygt mit Zunahme
der Tensidkonzentration entstehen mehr MM kleinerer GroBel'2!.

Der Phaseniibergang von der Vesikelphase in die mischmizellare Phase ist nach
LICHTENBERG ein Phaseniibergang erster Ordnung!™?. Bisher galt, dass Phos-
phatidylglycerole mit negativ geladenen und stark hydratisierten Kopfgruppen bei
geringeren Tensidkonzentrationen als die korrespondierenden Phosphatidylcholi-
ne zu solubilisieren sind. Phosphatidylethanolamine oder Phosphatidséduren mit
starken elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Kopfgruppen sind ent-
sprechend schwerer in Mizellen zu iiberfithren® 122, Bei fritheren Untersuchungen
wurde gezeigt, dass die Lange der PL-Alkylketten entscheidend die Solubilisie-
rung durch ionische Tenside beeinflusst. Mit abnehmender Kettenldnge werden die
Vesikel ,einfacher® solubilisiert. Die Kettenlinge und das Ladungsvorzeichen des
Tensids haben nach den Untersuchungen von INOUE!" jedoch kaum Einfluss auf
die R%** und R}"**'-Werte. Generell weisen ionische Tenside ein effizienteres Solu-
bilisierungsvermégen als nichtionische Tenside auf*!.

Der Solubilisierungsprozess von PL-Vesikel mit Tensiden wurde in den letzten Jah-
ren mit verschiedenen Methoden intensiv untersucht!'®3 wie z. B. mit der dyna-
mischen und quasielastischen Lichtstreuung (DLS und QELS)[11 124, 142-148] © qop.
NMRM9% 150 der Kleinwinkel-Neutronenstreuung (SANS)51193 - der Kleinwin-
kel-Réntgenstreuung (SAXS)153156 der Gelausschluchromatographie®™-160 der
cryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie (cryo—TEM)[wl’ 162] it rheologischen
Methoden!37 1631 mit der Infrarotspektroskopie (FT-IR)!4166 der Fluoreszenz-
spektroskopiel126: 145, 167-169] ypd mit anderen Spektroskopietechniken™™. Von gro-
Ber Bedeutung fiir die Charakterisierung von Tensid-Lipidsystemen ist die Mi-
krokalorimetrie. Sowohl die Differentialscanningkalorimetrie (DSC) als auch die
isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) wurden fiir Untersuchungen an nichtioni-
schen Tensid-PL-Gemischen'27: 145, 149, 168, 171-181] 51y apjonisch Tensid-PL-Gemi-
schen’82719] ynd an kationischen Tensid-PL-Gemischen!!43 162 186] yerwendet.

Eine weitere Untersuchungsmoglichkeit der Solubilisierung stellt die Rekonstitution
der Vesikel durch eine schrittweise erfolgende Tensidentfernung mit Verdiinnung
oder Dialyse darl!?3 132 149 (Abb. 12.15).

Das klassische Dreistufen-Modell der Solubili-
sierung ist nicht fiir domainbildende Membra-
nen (detergent-resistent membranes (DRM))
geeignet. KELLER et al. entwickelten 2005 fiir
DRMs ein quantitatives Modell zur Beschrei-
bung der selektiven Solubilisierung von Mem-

brandomainen192-194]

10 % CTAB

. Rmso=28

R,Pst=1.9

. .. . Wasser 10 % DMPC
In Abb. 2.16/ist das terndren Phasendiagramm :
Abb. 2.16: Ternidre Phasendiagram-

von CTAB-DMPC-Wasser im Wasseriib?r— me von CTAB/DMPC/Wasser bei
schuss dargestellt, welches genauere Informatio- p_g¢ o9

nen iiber die Gleichgewichtszustdnde der Pha-

sen im System liefert. Bei einer Zugabe von nur 1 % CTAB weist die lamellare L,-
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Phase eine enorme Vergroflerung bis zu einem Wassergehalt von 80 % auf, wobei
ein molares Verhéltnis von Tensid zu Lipid von 0.8—1.2 bis zu einem Wassergehalt
von 99 % in der L,-Phase fiihrt. Bei einem molaren Verhiltnis von R;’S“t ~ 19
ist die Séttigung der Lipidvesikel erreicht und erste MM entstehen ohne morpho-
logisch verénderte Zwischenstrukturen oder eine starke Vergroflerung der Vesikel.
Ab R ~ 2.8 existieren ausschlieBlich MM (mizellare Phase I). Die Phasen-
grenzen sind linear, d. h. die Vesikel-Mizell-Transformation erfolgt stets bei einem
konstanten Tensid-Lipid-Verhéltnis, wobei die Stabilitdt der Vesikel durch deren
Zusammensetzung bestimmt wird 62 191, 195]

Von GUSTAFSSONI®! wurde das Phasenverhalten des kationischen Cetyltrime-
thylammoniumchlorids (CTAC) mit dem zwitterionischen Ei-Phosphatidylcholins
(EPC) in NaCl-Losung untersucht, um eine nahezu konstante Gegenionenanzahl
in den untersuchten Phasen zu gewéahrleisten (Abb. 2.17 links). Die L,-Phase ist
im Vergleich zum CTAB-DMPC-Wasser System auf der tensidarmen Seite ver-
kleinert. Bei einem 94 % Losungsmittelanteil und einem Tensid-Lipid-Verhiltnis
von 2.1 liegt das Maximum der Ausbreitung der L,-Phase. Mit zunehmenden
Tensidanteil wird die lamellare Phase allm&hlich mit kaum erkennbarer Koexis-
tenzregion in die mischmizellare Phase bei RT# ~ 2.5 iiberfiihrt. Eine neue iso-
trope, doppelbrechende Phase I* wurde von (GUSTAFSSON ermittelt, aber nicht
detailiert diskutiert. Auf der anderen Seite des Phasendiagramms stehen zwei la-
mellare Phasen im Gleichgewicht, die tensidreiche, gequollene L,-Phase und die
tensidarme, weniger gequollenen L,.-Phase. Bestéatigt wurde die Koexistenz dieser
Phasen durch SAXS- und NMR-Untersuchungen™®. DLS- und cryo-TEM-Studien
ergaben eine starke Vergroflerung der Vesikel durch Tensidzugabe, bei denen ne-
ben perforierten Vesikel auch defekte Doppelschichtfragmente mit Losungsmittel
gefiillten Poren vorlagen'?. Das enorme Vesikelwachstum wird durch die ten-
sidinduzierte Offnung der Vesikeldoppelschichten und die dadurch erméglichte Fu-
sion in groflere Strukturen erreicht. Dabei lagern sich die Tensidmolekiile bevor-
zugt an den Kanten der Offnung an. Generell gilt fiir ionische Tensid-Lipid-NaCl-
haltige Losungsmittel-Systeme, dass der zunehmende Einbau des Tensides in die
lamellare Phase zur Destabilisierung der Vesikel und folgend zur Bildung von fa-
denformigen MMM hexagonalen oder intermedidiren Aggregaten fithrt. Fehler-
hafte Doppelschicht-Zwischenprodukte, wie z. B. perforierte Vesikel, wurden vor
allem bei geladenen Tensiden mit langen Alkylketten beobachtet. Mit der Unter-
driickung der elektrostatischen Abstossung im Salziiberschuss gewinnen die absto-
Bend wirksamen ,,Helfrich undulation forces“ (Schwingungs oder Wellenkriifte)“[*7]
an Bedeutung, die fiir flexible Bilayer typisch sind. Dabei sind perforierte Bilayer
immer weniger starr als intakte Vesikel. Die z. T. zerstorten Vesikel wandeln sich
eher kontinuierlich mit zunehmender Tensidkonzentration iiber locker, bénderartig
verwebte Strukturen in fadenférmig verflochtenen MM und schlieBlich zu kleine-
ren, stdbchenférmigen bis globuldren MM um, ohne eine deutliche Abgrenzung der
Koexistenzphasenregion aufzuweisen!!%!.

Nach GUSTAFSSON éndert sich das Phasenverhalten in Abhéngigkeit von der Ket-
tenldnge des Tensides deutlich, wie es in Abb. [2.17 (rechts) fiir das System Dode-
cyltrimethylammoniumchlorid (DTAC)-EPC-NaCl 100 mM dargestellt ist?¢l. Die



2.3. MEMBRANELEKTROSTATIK 21

50 % CTAC 30 % DTAC

I 'l
@ ,v"_ Tds

//

100mM NaCl 50 % EPC 100mM Na(Cl 50 %O EPC

Abb. 2.17:  Terndres Phasendiagramm CTAC/EPC/NaCl 100mM  (links) und
DTAC/EPC/NaCl (rechts) bei T=25 °Cl1%]

lamellare Phase ist bis zu einem Losungsmittelanteil von 70 % zuriickgedringt.
Zwel Koexistenzbereiche existieren zwischen der L,-Phase und der mizellaren Pha-
se sowie zwischen der L,-Phase und der hexagonalen Phase. SAXS- und NMR-
Untersuchungen ergaben, dass die L,-Phase keine Defekte wie im System CTAC-
EPC-NaCl 100 mM aufweist und im L,-I-Koexistenzbereich fadenférmige Mizellen
neben zerissenen Bilayerfragmenten ohne , Fehlstellen“ existieren. Die Ursache der
starkeren Quellung mit CTAC ist die groflere Flexibilitéit der perforierten Vesikel
im Vergleich zu den kompakten Doppelschichten ohne Poren, die mit DTAC ent-
stehen. Demnach ist die Porenbildung sensitiv gegeniiber der Alkylkettenldnge des
Tensids, was die Bedeutung der Packung der hydrophoben Molekiilteile in einer
Doppelschicht verdeutlicht. Ist ein Tensid im Vergleich zum Lipid zu , kurz®, ist
dessen Fahigkeit, sich bevorzugt an Kanten anzulagern, reduziert. Des Weiteren
zeigt der Vergleich der beiden Tenside CTAC und DTAC einen Phaseniibergang
von L, zu I bei kleinerem molaren Tensid/Lipid-Verhéltnis fiir das kiirzerkettige
DTAC aufgrund der vereinfachten Bildung von gekriimmten Strukturen.

2.3 Membranelektrostatik

Der Ionisierungsgrad von PL mit ionisierbaren Kopfgruppen (Phosphat-, Amin-,
Phospatidylglycerol- und Carboxylgruppe) ist durch die jeweilige Dissoziations-
konstante charakterisiert. Dabei gilt es zwischen dem Verhalten der ionisierbaren
Gruppe in der Bulkphase und an der Oberflache einer Lipidmembran zu unterschei-
den. Der Aufbau einer elektrostatischen Oberflachenladung bzw. eines elektrosta-
tischen Oberflachenpotentials ) an einem Vesikel kann direkt durch Dissoziation
oder durch die bevorzugte Adsorption eines Ions an einer urspriinglich ungela-
denen Vesikeloberflache aus der Bulkphase entstehen. In den hier vorgestellten
Systemen besteht die Moglichkeit der elektrostatisch getriebenen Assoziation der
kationischen Tenside und der im Uberschuss vorhandenen Natrium-Ionen aus der
Bulkphase mit den DMPG-Vesikeln. Dieser Prozess ist nach TATULIAN et al.[1%l
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hochdynamisch mit einer Halbwertszeit von &~ 1us. Die Anordnung der Molekiile
innerhalb der geladenen Grenzflichenebene wird durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen zwischen den ionisierten Gruppen und der Hydratationshiille um die
polaren Kopfgruppen beeinflusst(51 199-202],

Die elektrostatische Ladung eines einzelnen Molekiils an der Grenzfliche generiert
um sich ein elektrisches Feld, welches die benachbarten ionisierbaren Gruppen der-
selben oder gegensitzlichen Ladung in Abhéngigkeit von der Ladungszahl, vom
pH-Wert, vom Ladungsvorzeichen des Lipidmolekiils sowie der Ionenstérke der Um-
gebung beeinflusst?%¥. Zwischen der Dielektrizitdtskonstante der wissrigen Bulk-
phase (¢ =~ 80) und der Lipidphase (e ~ 2)2°4 exisitiert die Grenzfliche, die aus den
polaren Kopfgruppen besteht, die nach TOCANNER%! eine Dielektrizititskonstante
von € =~ 20 — 30 aufweist. Durch die Adsorption von An- oder Kationen an die ioni-
sierten Lipidkopfgruppen verédndert sich die Oberflachenladungsdichte o und somit
auch das elektrostatische Potential einer Lipidschicht ¢)[206-2081,

Die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes auf die Dissoziation von anionischen
PL-Kopfgruppen fiithrt zur Dissoziationskonstante K™ :

[PO7] - [Na™],

PONa — PO~ + Na* : K* —
° e [PONa]

(2.8)

[Naﬂo entspricht dabei der Konzentration an der Grenzflache der Lipidschicht
unter der Annahme, dass der Abstand x von der Lipidschicht null ist. Die Adsorp-
tionskonstante K der kationischen Tenside T kann durch folgendes Gleichgewicht
ausgedriickt werden:

[POT]
[PO~] - [T7],

PO~ + T+ =POT: K = (2.9)

Nach E1SENBERG?2% kann die Ladungsdichte monovalenter Kationen an der Mem-
brangrenzfléiche (o) mit der Adsorptionsisotherme nach LANGMUIR beschrieben
werden:

mazx
(2

- (2.10)
1+ K- Co

g

wobei 0™ der maximalen Oberflichenladungsdichte an der Grenzfléche (eine La-
dung pro Lipidmolekiil ~ 70A2) und ¢y der Konzentration monovalenter Katio-
nen an der Membranoberfliche entspricht. ¢y kann dann durch die BOLTZMANN-
Gleichung wiedergegeben werden:

—zreyy
kT

Co = ¢y - exp [ (2.11)

wobei ¢; der absoluten Ionenkonzentration in der Volumenphase, z; der Ionenwer-
tigkeit, e der Elementarladung, kz der BoLTZzMANN-Konstante und 7" der absolu-
ten Temperatur entspricht.
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Aufgrund der thermischen Bewegung der Ionen im Losungsmittel stellt sich eine
statistische Verteilung der Ionen an der Lipidphasengrenzfliche ein. Im Gouy-
CHAPMAN-STERN-Modell wird die Ionenadsorptionsschicht als eine diffuse Schicht

beschrieben/8l: 198, 202,210-212] ' Dyie Oberflichenladungsdichte ist in Abhingigkeit
vom Oberflachenpotential an der Membran gegeben durch:

1/2
o = sgn(y) [26€0kBTzi:cI(exp { I;I;w} — 1)] (2.12)
e und €y ensprechen hier der lokalen Dielektrizitdtskonstante bzw. der Dielektri-
zitatskonstante des freien Raumes. ¢; und z; sind durch die Konzentration und Wer-
tigkeit der Ionen in der Bulkphase gegeben. Aus dieser Gleichung kénnen verschie-
dene Trends abgeleitet werden. Zum einen verdndert sich das Oberflachenpotential
in Abhéngigkeit von der Ladungsdichte, d. h. der Oberflichenkonzentration an
ionisierten PL (Gl. 2.8), zum anderen verdndert sich ¢ mit dem Reziprok der Qua-
dratwurzel aus der Salzkonzentration ¢; in der Bulkphase.

Die Gouy-CHAPMAN-Theorie geht von der These aus, dass die Membranober-
flache ideal planar ist und die Oberflichenladung im Kontakt mit elektrolythalti-
gem Losungsmittel , in der die Ladungstrager als Punktladungen agieren, stehen.
Die Dilektrizitatskonstante der wéssrigen Bulkphase bleibt bis zur Membrangrenz-
flaiche gleich. Durch die Akkumulation von Gegenionen an eine geladenen Mem-
branoberfliche wird die Elektroneutralitit an der Membranoberflache erreicht. Die
dadurch verdnderte Oberflichenladungsdichte kann durch die Kombination der GlI.

2.10lund [2.12 berechnet werden:

_ze'(/}(xads)]

Nzec(pz—o0) K exp [ TpT

g =

(2.13)
1+ ¢lz=c0) K exp [—_Ze,g:;adS)]
wobei die Bindungskonstante K = e(=#/#57) /555 von der intrinsischen Bindungs-
energie ¢ und der Bindungsstellenanzahl (N*) pro Flicheneinheit abhéngt. STERN
entwickelte das GOUY-CHAPMAN-Modell weiter, indem er eine ,,fest“ adsorbierte
Region von Gegenionen an einer geladenen Membranoberfléche von einer entfernte-
ren diffusen Ionenschicht unterscheidet, sodass die gesamte Oberflachenladung aus
dem Gleichgewicht zwischen der Oberflichenladung der STERN-und GOUY-Schicht
entsteht.

Als Losungsmittel wurde fiir die Experimente an der W /L-Grenzfléche und in der
Volumenphase vorrangig 0.1 M NaCl verwendet. Die Nat-Ionen liegen im Losungs-
mittel hydratisiert vor, d. h. sie wirken auf das Wasser schwach cosmotrop. Die
Cl™-Ionen hingegen wirken schwach chaotrop, sodass NaCl insgesamt die Was-
serstruktur kaum beeinflusst'3 214 Allgemein gilt, dass monovalente Kationen
eine geringere Affinitét als divalente Ionen an negativ geladenen Membranober-
fliichen07 219 aufweisen. Ionen-PL-Wechselwirkungen werden nicht nur aufgrund
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elektrostatischer Wechselwirkungen sondern auch durch lokale Kréftefelder der
Kopfgruppe vermittelt, sodass auch eine Kationenaffinitiat zu zwitterionischen PL
nachweisbar ist/?'%l. Durch die Ionenadsorption kommt es zur partiellen Dehydrati-
sierung des Bindungsions, wobei nach HALLADAY2'™ der Dehydratisierungseffekt
wahrend der Adsorption an PCs schwécher als an PGs ist.

Die elektrostatischen Effekte, die aus der Adsorption und den Einbau der kationsi-
chen Tenside an und in DMPC- und DMPG-Vesikel resultieren, werden intensiver
im folgendem Kapitel diskutiert.

2.4 Messmethoden

Im folgenden Abschnitt werden die wichtigsten Kenngréfien der verwendeten kon-
ventionellen Messmethoden vorgestellt. Der Aufbau der Gerite, die Typisierung
und die experimentellen Bedingungen sind im Anhang A zusammengefasst.

2.4.1 Isotherme Titrationskalorimetrie

Die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) ist aufgrund der Sensitivitat der Me-
thode zur Charakterisierung von spezifischen KenngréBen (ecme, Gleichgewichts-
konstanten, Verteilungskoeffizienten, Stochiometrie der Bindung, kritische Gréfien)
und verschiedenen thermodynamischen Parametern (Umwandlungsenthalpie-, en-
tropie, Freie Energie, Warmekapazitéit) der Tensid-Membran-Wechselwirkungen
besonders geeignet. Fiir diese Arbeit wurden drei Typen von Experimenten
durchgefiihrt: Demizellisierungsuntersuchungen, Verteilungsstudien der monome-
ren Tenside in die Membran und Membransolubilisierungsexperimente mit mizel-
laren Tensidkonzentrationen.

Das iiber die Zeit integrierte ,, Cell-Feedback“-Signal (CFB) des Kalorimeters, wel-
ches durch eine Injektion verursacht wird, entspricht der Mischungsenthalpie zwi-
schen Zellinhalt vor der Injektion und dem Inhalt des injizierten Volumens bei
einem Druck p und der Temperatur 728

/CFB(t>dt =AQ = H(Nc + N, p, T) - H(Nc,p, T) - H(Ns,p, T) (214)
0

wobei die durch die Reaktion freigesetzte oder absorbierte Warme AQ (p,T,N.) die
primére Messgrofle ist, die sich aus der Enthalpie H der Mischung von Zellinhalt
und Injektion, der Enthalpie des Zellinhaltes vor der Injektion und der Enthalpie
des Injektionsvolumens berechnet. Ny und N, entsprechen der Zahl der injizierten
Molekiile und der Molekiilzahl in der Zelle vor der Injektion.

Die Reaktionsenthalpie AH wird im Gegensatz zu den meisten anderen Methoden
bei der ITC direkt gemessen?'). Indirekt lisst sich die Reaktionsenthalpie iiber
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die VAN “T HOFF-Beziehung aus der Temperaturabhéngigkeit der Gleichgewichts-

konstante K bestimmen(22% 221] .
aan> AH°
_ (2.15)
( oT ), RI?

Die Anderung der Wirmekapazitét AC, wird aus der partiellen Ableitung der
Enthalpiednderung nach der Temperatur ermittelt:

aAH) (2.16)

86 = (8—T

Die AC, Werte sind nach PAuLAP?Zund GILLP? linear von der Anderung der
zum Wasser orientierten bzw. solvatisierten hydrophoben Oberflichen abhéingig.
Die Steigung der AH-Werte von Alkylverbindungen, die bei einem Transfer in
Wasser hydratisiert werden, entspricht ~ 70n(CHz) J/mol.x, wobei nCHy der Anzahl
der Methylengruppen entspricht. Die AC,-Werte sind negativ bei einem Transfer
eines Amphiphils von wéssriger Umgebung in eine Kohlenwasserstoff-haltige Um-
gebung (Mizellisierung, Einbau eines Tensidmonomers von der Bulkphase in eine
Lipiddoppelschicht) und positiv im umgekehrten Fall.

Die direkt mit der ITC ermittelbare Gleichgewichtskonstante K dient zur Bestim-
mung der Freien Energie AG. Nach GIBBs ist das chemische Potential 1 der Kom-
ponente ¢ definiert als partielle Ableitung von G nach n;:

1 = (aG) (2.17)
3ni T

Das chemische Potential y; ist bei idealen Mischungen vom Molenbruch x; abhéngig:

Wi = p; + RTInx; (2.18)

Unter Gleichgewichtsbedingungen sind die chemischen Potentiale der verschiedenen
Phasen gleich, sodass sich fiir AG° folgender Zusammenhang ergibt:

AG® = —RTInK (2.19)

Nach der GiBBS-HELMHOLTZ-Gleichung kann die Anderung der Entropie AS er-
mittelt werden:

AG® = AH® — TAS°. (2.20)

Basierend auf diesen thermodynamischen Grundlagen?2* 22 gestattet die ITC die
Erstellung eines umfangreichen thermodynamischen Profils der Tensid-Wasser- so-
wie Tensid-PL-Wechselwirkungen!226-232],
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2.4.2 Differentialscanningkalorimetrie

Die Differenzkalorimetrie (DSC) ist eine genaue und direkte Methode zur Bestim-
mung der Phasenumwandlungstemperatur (7,,,) und -enthalpie (A, H), die wert-
volle Informationen zur Struktur der untersuchten PL-Tensid-Komplexe liefert.

Die im Abschnnitt 12.2.2/beschriebenen Phaseniibergéinge der lamellaren PL-Struk-
turen im Wasseriiberschuss kénnen nach WINTER??* als endotherme, reversible
Phasenumwandlungen erster Ordnung betrachtet werden. Dies bedeutet, dass sich
bei einer bestimmten Temperatur die Zustandsvariablen Enthalpie, Entropie und
Volumen des Systems sprunghaft &ndern. Die experimentell bestimmten, kontinu-
ierlichen Anderungen der Zustandsvariablen im Bereich der Phasenumwandlung
mit der grofiten Steigung bei T,, liegen darin begriindet, dass die untersuchten PL-
Dispersionen Zweiphasensysteme aus PL und Wasser darstellen.

Die Messgrofie des Verfahrens ist die Heizleistung AP, die aufgrund chemischer
oder physikalischer Reaktionen in der Probenzelle verdndert wird, um eine Tem-
peraturkonstanz zwischen Referenz- und Probenzelle zu gewéhrleisten. Die Mess-
grofe ist dabei direkt proportional zur Wéarmekapazitat C,. Aus C), = (?l_g)p und
dQ) = Pdt folgt:

dt 1
A = robe eferenz — AP— = —AP 2.21
Cp = Cprobe = Chrey aT ~ Gs (2.21)
Dabei gilt, dass d@QQ = dH = dU, da p, V=konstant ist und die Heizrate 0% = %.
Die Umwandlungsenthalpie A, H kann durch die Integration der aufgezeichneten
Wirmekapazitit als Funktion der Temperatur ermittelt werden:

T2
AH = / AC,dT (2.22)

T1

Die so ermittelte Umwandlungsenthalpie wurde auf die eingesetzte Stoffmenge nor-
miert, sodass molare Gréflen zur Auswertung verwendet wurden. Zur Auswertung
der Phasenumwandlungstemperatur wurde das Peakmaximum, d. h. die Tempera-
tur, bei der C, maximal ist, verwendet234].

2.4.3 Dynamische Lichtstreuung

Zur Strukturanalyse der PL-Tensid-Aggregate wurde die dynamische bzw. ,qua-
sielastische“ Lichtstreuung (DLS) genutzt. Die zeitliche Verinderung der Streu-
lichtintensitdt (/g(t)) des Ionenlasers zum Zeitpunkt ¢ und ¢ + 7, verursacht durch
die Diffusion der Biomolekiile in der Probe infolge der BROWNschen Moleku-
larbewegung, stellt hierbei die MessgroBle dar. Die daraus resultierende Inten-
sitatskorrelationsfunktion C(t) wird durch Multiplikation der ermittelten Photo-
nenintensitit des Streulichtes zu einer bestimmten Zeit mit der zu einer spéteren
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Zeit ermittelt, mehrfach wiederholt, aufsummiert und durch die Anzahl der Ope-
rationen n dividiert:

C) = 137 1utt) - Istts +7) 229

In verdiinnten Losungen und bei kleinen Streuvektoren ¢ besteht die Funktion C'(t)
aus einem Exponentialterm:

C(t) = Ay + Aye 2P0 (2.24)

wobel D dem Translationsdiffusionskoeffizient des Makromolekiils und 4; und A,
Konstanten entsprechen??3. Der Streuvektor ¢ ist dabei von der Wellenlinge A
und dem Streuwinkel © folgendermafien abhéngig:

q= 4% : sm% (2.25)
wobei dieser durch eine definierte Wellenldnge und den Streuwinkel wihrend der
DLS-Untersuchungen konstant ist. Durch Anpassen der Gl. [2.24 an die Mess-
werte wird der Diffusionskoeffizient D ermittelt und daraus unter Anwendung der
STOKES-EINSTEIN-Bezichung (Annahme sphérischer Partikel) aus der Viskositét
des Mediums 7 und der BOLTZMANN-Konstante kg der hydrodynamische Radius
R;, der Makromolekiile bestimmt:

_ kgT
~ 6mnDy

h (2.26)
wobei D den Diffusionskoeffizienten unter Vernachlissigung von interpartikuléren
Wechselwirkungen wiedergibt[23°,

2.4.4 IR-Spektroskopie an der Wasser/Luft-Grenzfliche

Die Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS) wurde zur Untersu-
chung von monomolekularen Oberflichenfilmen an der Wasser/Luft-Grenzflache
verwendet. Zur Bestimmung der cme dienten Monolayer, die aus den reinen ka-
tionischen Tensiden bestanden und zur Berechnung der Tensid-Verteilungskoeffi-
zienten in die PL-Monoschicht dienten gemischte PL-Tensid-Monolayer. Neben die-
sen Kenngroflen wurden aus den Absorptionsbanden der Alkylketten der PL als
auch Tenside weitere Informationen iiber die Packung der hydrophoben Ketten
gewonnen.

Durch die Bestrahlung der Probe mit Licht des infraroten Bereichs des elektro-
magnetischen Spektrums (¥=4000— 400cm™') werden einzelne Molekiilgruppen
durch Absorption der Strahlung angeregt. Dabei wird aus dem Spektrum des ein-
fallenden IR-Strahls diejenige Wellenldnge absorbiert, die die Energie besitzt, einen
Schwingungsiibergang im Molekiil anzuregen. Dies ist dann moglich, wenn die Fre-
quenz der infraroten Strahlung v der Eigenfrequenz des molekularen Oszillators
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vy ist, welche nach folgender Gleichung von der reduzierten Masse pux der gegen-
einander schwingenden Atome und der Kraftkonstante der Schwingung k, die die
Bindungsstirke wiedergibt, abhingt[233 236].

1 k

Vo

Das Ergebnis ist ein fiir die chemische Struktur des Molekiils sehr spezifisches
Absorptionsspektrum. Dabei ist die Normal- oder Eigenschwingungsanzahl (3N —
6(+1) eines mehratomigen Molekiils von dessen geometrischem Aufbau und der
Zahl der Molekiilatome N abhéngig. Die Schwingungsmoden werden unterteilt in
Valenz- oder Streckschwingungen, die in Richtung der Bindungsachse erfolgen und
in Deformationsschwingungen, bei denen sich der Bindungswinkel &ndert. Die in
der Regel energiereicheren Valenzschwingungen konnen wiederum in symmetri-
sche (v5) (unter Erhalt der Molekiilsymmetrie) und antisymmetrische (1v,s) (Ver-
lust der Molekiilsymmetrie) Valenzschwingungen unterteilt werden. Ein Spektrum
kann dann mit Hilfe der charakteristischen Gruppenfrequenz interpretiert werden.
Eine Zuordnung der zur Auswertung verwendeten IR-aktiven Scwingungsbanden
von Lipiden und Tensiden ist in Tabelle 2.2 zusammengefasst. Um eine Unterschei-
dung zwischen den Alkylketten der homologen kationischen Tenside und der PL
treffen zu kénnen, wurden ausschlieilich perdeuterierte PL fiir die Untersuchung
an der W/L-Grenzfldche verwendet.

Schwingung | Symbol | Wellenzahl / cm™
antisymmetrische CHy-Streckschwing- | v,s(CHs)| 2916—2936
ung

symmetrische CHy-Streckschwingung | vs(CHy) | 2843—2863
antisymmetrische CDy-Streckschwing- | v,5(CDs)| 2190—2200
ung
symmetrische CDo-Streckschwingung | v4(CDs) | 2085—2095
antisymmetrische und symmetrische | ¥(OH) | 3600—3450
Streckschwingung des Wassers

Tab. 2.2: Charakteristische IR-Banden nach Tamm!?") MENDELsOHN[?%8] Lewis?*9 unp
VENYAMINOV24 | die fiir die Auswertung verwendet wurden

Die Auswertung der IRRA-OH-Streckschwingungsbanden ergibt nach MEISTER/24!]
Informationen iiber die Schichtdicke der Monoschicht an der W/L-Grenzflache.
Eine Analyse der schwachen C-N Streckschwingungsbande der Alkyltrimethylam-
moniumkopfgruppe zwischen 1450— 1300 cm 242 2431 wurde nicht durchgefiihrt
aufgrund des sehr geringen Signal-Rausch-Verhéltnisses entsprechend der geringen
absoluten Anzahl der Kopfgruppen an der W/L-Grenzfliache.



Ergebnisse und
Diskussion

3.1 Untersuchungen in der Volumenphase

3.1.1 Demizellisierung der Alkyltrimethyl-
ammoniumbromide

Die thermodynamische Mizellbildungscharakterisierung der kationischen Alkyltri-
methylammoniumbromide DTAB, TTAB und CTAB erfolgte durch I'TC-Demizelli-
sierungsexperimente in einem Temperaturbereich von 20—60 °C in 0.1 M NaCl bzw.
in deionisiertem Wasser. Verschiedene Autoren untersuchten die Mizellisierung die-
ser Tenside mit einer Vielzahl von Methoden, wie z. B. der Elektronenspinresonanz-
Spektroskopie*4, der DLS?*® sowie weiterer Techniken, wie Leitfahigkeit, Ten-
siometrie oder Fluoreszensspektrometrie, die in Tab. [2.1 zusammengefasst sind.
BASHFORD et al.l08! STODGHILL et al.?*6) und BacH et al.?*” untersuchten die
Mizellisierung dieser Tenside kalorimetrisch in reinem Wasser in einem Tempe-
raturbereich von 10—55 °C, 28—30 °C bzw. bei 25 °C. Die Ergebnisse sind im
Anhang B Tab. B.1 zum Vergleich angegeben. LIN et al.?%8! beschreiben mit Hilfe
von Monte Carlo Simulationen u. a. den Einfluss von zugesetztem NaBr auf die Mi-
zellisierung von CTAB. Bisher existiert jedoch in der Literatur keine systematische
thermodynamische Untersuchung der Mizellisierung von DTAB, TTAB und CTAB
in 0.1 M NaCl-Losung, was fiir diese Arbeit als Grundlage der Interpretation der
Solubilisierungsexperimente dient.

Die ITC-Methode erméglicht direkt die Bestimmung der ¢mc und der Enthalpie
des Transfers der Tensidmonomere aus der Mizelle in Wasser (AHgéng) und
wurde auf der Grundlage der Untersuchungen nach KRESHEK?* durchgefiihrt.
Typische, experimentell ermittelte Titrationskurven der Verdiinnung einer mizel-
laren DTAB-Losung in 0.1 M NaCl bei T=25 °C und T=60 °C sind in Abb. 3.1
dargestellt. Diese Titrationsexperimente bestehen aus 100 aliquoten Injektionen zu

je 2.5 ul. In den Heizleistungs-Zeit-Diagrammen (Abb. A und A’) verlauft die



30 KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

-1

)
60 T T T T T T T T T 250

w2
3 S0 1200
o AT 1150
= 30
B 4100
Z
5} 50
= 10
5 oF ALLERLLRRRLTLARALRRALRLRALRRALRLRALRAATLER IHUNTUATITAT Y 4 0
= =50 0 50 100 150 200 250 300 350 400 0 50 100 150 200 250 300 350 400
t / min
5 T T T T T T T 15
- e . 1
— L %
s ¢ i . A 2] {12
<) 3l £z u £2
— 3 = 419
i
3 g _,,._--""'. 1°
Q n 13
0 t t t t ' t t t t t +
C )
3t cmce . cmce clia
- <]
< 2t l 1?
-~
@] - 0
- | /\N“/\WMWW
2
of - -4
-1 L L L L L L L -6
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
¢,/ mM

Abb. 3.1: Bestimmung der cmc von DTAB in 0.1 M NaCl bei 25 °C (links) bzw. 60 °C (rechts)
durch ITC: Titration einer 150 mM (links) bzw. einer 130 mM (rechts) mizellaren DTAB-Ldsung
in 100 x 2.5 ul Schritte, (A) Heizleistung vs. Zeit, (B) molare Reaktionswérme Q) vs. Tensidkonzen-
tration cy in der Messzelle, (C) numerisch berechnete 1. Ableitung von den interpolierten Werten
aus (B) mit den Minima entsprechend der cme (25 °C: eme=8.2+ 0.3mM; 60 °C: ecme=10.1%+
0.3mM)

Demizellisierung sowohl bei 25 °C als auch bei 60 °C endotherm. Die Experimente
wurden nicht bei tieferen Temperaturen als 20 °C durchgefiihrt, weil ansonsten
die KRAFFT-Temperatur der Tenside (CTAB in Wasser 20—26 °C[™! kleiner mit
abnehmender Tensidkettenlinge und zunehmender Salzkonzentration™ 259 siche
Tab. unterschritten wird.

Die normierte Reaktionswérme @ (Abb.[3.1B und B’), die nach Abzug der Basis-
linie durch Integration der Heizleistungs-Kurve iiber die Zeit ermittelt wird, kann
in folgende drei Konzentrationsbereiche unterteilt werden?*): Wihrend der ersten
Injektionen ist die Konzentration der Tensidmolekiile in der Messzelle geringer als
die entsprechende cmc, was mit groflen, anndhernd konstanten Enthalpiewerten
einhergeht, die sich vor allem aus dem Zerfall der Mizellen in Monomere aber auch
der Verdiinnung der Mizellen und Monomere sowie der Freisetzung der Gegenionen
zusammensetzen. Die zweite Region ist durch eine deutliche Zunahme (Abb. 3.1
B) bzw. Abnahme (Abb. 3.1 B’) der Reaktionswarme gekennzeichnet, wodurch
das Erreichen der emc in der Messzelle angezeigt wird. Im dritten Konzentrati-
onsbereich fiihrt die weitere Injektion der konzentrierten, mizellaren Tensidlosung
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zur existierenden mizellaren Losung ausschlielich zu Warmeeffekten, die aus der
Mizellverdiinnung resultieren. Die emec ist als Mittelpunkt des Ubergangbereiches
der Reaktionswéirme () definiert. Zur genauen Bestimmung des cmc-Wertes wurde
die 1. Ableitung der Reaktionswirme () nach der absoluten Tensidkonzentration
cr gebildet. Dabei korrespondiert die eme mit dem Maximum (Abb. 3.1 C) bzw.
Minimum (Abb. 3.1 C’) der ermittelten Kurven, die fiir alle untersuchten Ten-
side in NaCl eine asymmetrische Form aufweisen und bisher nicht mit anderen
Tensiden in dieser charakteristischen Art beobachtet wurden. Im préamizellaren
Konzentrationsbereich des Tensides dissozieren im Verlauf der Titration die Ten-
sidmolekiile vollstdndig, wahrend im mizellaren Konzentrationsbereich die Gege-
nionen im Lésungsmittel aufgrund der grofien Oberflichenladungsdichte mit den
Mizellen interagieren. Der resultierende Gegenionenbindungsgrad liegt nach Mo-
ro1Y fiir ionische Tenside im Bereich von 0.5—0.8 und steigt fiir Losungen mit
zusdtzlichem Salzgehalt. Die zusétzliche Enthalpie aufgrund der Gegenionenad-
sorption von Chloridionen und Bromidionen ist eine moégliche Ursache der asym-
metrischen Form der Demizellisierungskurve.

Die Demizellisierungsenthalpie AH;ZZ?MZ wurde aus dem Reaktionswirmeunter-
schied zwischen Anfangs- und Endzustand des Experiments (Abb. [3.1/ B und B’)
unter Beriicksichtigung der Monomerkonzentration als auch der Tensidkonzentra-
tion in mizellarer Form in der Spritze, die wiederum durch cp.asizeiie = €7.Spritze —
CT Monomer Mt C7 Monomer & cmc gegeben ist, am Wendepunkt berechnet®. Die
abgelesene Reaktionsenthalpie A Hy.., beinhaltet zusétzlich folgende Verdiinnungs-

beitriagel???

AH;QZZMZ - A}[beob - A[—[monverd - AHmizverd (31)
wobei AH ,onverq durch separate Experimente aus der Verdiinnung der Monome-
re aus der Spritze und AH, i perq aus der Verdiinnung der Mizellen resultieren.
AH, i verq entspricht den Enthalpiewerten der letzten Injektionen eines Demizelli-
sierungsexperiments.

In den Abb. 3.2 — 3.5 sind die Enthalpogramme der Verdiinnung von mizellaren
DTAB-, TTAB- und CTAB-L6sungen bei verschiedenen Temperaturen dargestellt.
Die ermittelten cme-Werte sind in Abhédngigkeit von der Temperatur in Tab. 3.1
zusammengefasst.

Die eme aller untersuchten kationischen Tenside verédndert sich mit der Temperatur
und durchschreitet, wie auch mit anderen ionischen Tensiden (z. B. bei SDSI253])
ermittelt, ein Miniumum im Bereich von 20—34 °C. Mit zunehmender Alkylket-
tenldnge nimmt die cme von 8.23 mM fiir DTAB, 0.77 mM fiir TTAB zu 0.15mM
fiir CTAB in Salzlosung am Beispiel von 25 °C erwartungsgeméafl ab. Um den Ein-
fluss von zusétzlichem Salz auf die Mizellisierungseigenschaften der quarternéren
Alkylammoniumsalze zu untersuchen, wurden CTAB-Demizellisierungsversuche
auch in deionisiertem Wasser durchgefithrt. Ohne NaCl erhoht sich die eme von
CTAB ca. um den Faktor neun. BASHFORD et al.l%®, NiNmAM et al.l02 Pa-
REDES et al.?®4, HANSSON et al.?®® und LAH et al.?%% bestimmten die emc
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Abb. 3.2: Molare Reaktionswérme @) vs. Ten-
sidkonzentration cr der Demizellisierung von
DTAB (¢=100—150mM) in 0.1M NaCl bei
verschiedenen Temperaturen; gepunkte Kurve
entspricht der Simulation unter Verwendung
des ,,mass-action“-Modells
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Abb. 3.4: Molare Reaktionswirme @ vs.
Tensidkonzentration cr der Demizellisierung
von CTAB (c=5—10mM) in 0.1 M NaCl bei
verschiedenen Temperaturen; gepunkte Kurve
entspricht der Simulation unter Verwendung
des ,,mass-action“-Modells
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Abb. 3.3: Molare Reaktionswérme @ vs. Ten-
sidkonzentration cp der Demizellisierung von
TTAB (¢=50mM) in 0.1 M NaCl bei verschie-
denen Temperaturen; gepunkte Kurve ent-
spricht der Simulation unter Verwendung des
,mass-action “~-Modells
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Abb. 3.5: Molare Reaktionswérme @ vs. Ten-
sidkonzentration cp der Demizellisierung von
CTAB (¢=15—20mM) in Wasser bei verschie-
denen Temperaturen; gepunkte Kurve ent-
spricht der Simulation unter Verwendung des
,mass-action “~-Modells
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T DTAB TTAB CTAB CTAB*
eme  Popip| eme  Prify|eme  PoSy| eme  Poih,
°C mM mM mM mM
20 8.5 6.5-103] 0.94 5.9-10% 0.91 6.1-10%
25 8.2 6.8-10%| 0.77 7.2:10%| 0.15 3.7-10°] 0.9 6.2-10%
30 7.7 7.2:10%| 0.98 5.7-10*] 0.13 4.3-10°| 0.91 6.1-10*
40 8.3 6.7-10%] 1.02 5.4-10%] 0.15 3.7-10°| 1.09 5.1-10%
50 9.2 6.0-10%| 1.19 4.7-10*| 0.17 3.3-10°| 1.20 4.6-10%
60 10.3 5.4-10%] 1.28 4.3-10*| 0.2 2.8-10°| 1.44 3.9-10%
AC;?T/"?O(llemiz AC;LT/“?C?emiZ AC;?T/";QO(lIemiz AC;?J/“?c?emiz
J/mol~K J/mol-K J/Inol~K J/mol-K
50 | 288.12 | 448.69 | 515.65 | 544.0

Tab. 3.1: Kritische Mizellbildungskonzentration cmc/mM von DTAB (£0.3mM), TTAB
(£0.16 mM) und CTAB (£0.01 mM) in Abhéngigkeit von der Temperatur in 0.1 M NaCl bzw.
Wasser*, Molenbruch-Verteilungskoeffizient des Tensides zwischen wéssriger und mizellarer Pha-

se Py’ /%4 berechnet nach GI.13.2 sowie Anderung der Wirmekapazitit ACZ%?;MM ,(£10%) beim
Transfer der Tensidmonomere aus der Mizelle in Wasser bei T=50 °C

der Alkyltrimethylammoniumbromide in Wasser bei 25 °C fiir DTAB=8—15mM,
TTAB=3-3.6mM und fiir CTAB=0.89—1.3mM (Tab. 2.1 und Tab. B.1). Sowohl
die ecme-Werte als auch die berechneten Energiewerte, auf die am Ende des Ab-
schnittes noch einmal eingegangen wird, stimmen weitgehend fir CTAB/Wasser
mit den publizierten Werten iiberein.

Die Verringerung der cmc-Werte bei Anwesenheit von zusétzlichem Salz wurde hin-
reichend diskutiert?22 257, 2581 Mit zunehmender Salzkonzentration wird die elek-
trostatische Abstoflung zwischen den geladenen Kopfgruppen durch Bildung ei-
ner aus adsorbierten Gegenionen entstehenden STERN-Schicht reduziert. Dadurch
wird der Aggregationsprozess begiinstigt, die cmc nimmt ab. Die Bindung von an-
ionischen Gegenionen an Mizellen mit positiver Oberflichenladung nimmt in der
Reihenfolge!?? F~<Cl-<Br~<J~ zu. Jodid als Gegenion fithrt demnach bei katio-
nischen Tensiden zu einer kleineren eme als Fluorid. PAREDES et al.>4 untersuchte
die Demizellisierung von CTAB in 0.05 M NaBr. Obwohl im Vergleich zu den Un-
tersuchungen in NaCl nur die Hélfte der Elektrolytkonzentration verwendet wurde,
ist die eme bei 25 °C in NaBr (0.124 mM) im Vergleich zur ermittelten eme in NaCl
(0.15mM) erniedrigt. Mit zunehmender Ionengrofie vergrofert sich aufgrund der
Beibehaltung der priméaren Hydratationshiille der Gegenionen der Durchmesser der
Mizellenl® 259,

Unter Verwendung des Tensidmolenbruches in der Mizelle X}'=1 und in der Bulk-
phase X7 = Ccﬂwc wurde der Molenbruch-Verteilungskoeffizient zwischen der Bulk-
phase und den Tensidmizelle folgendermaflen berechnet:

Xr
X3

Cw

mjaq __
PT p—
cmece

(3.2)
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Mit zunehmender Kettenléinge des Tensids steigt der Verteilungskoeffizient von
PRl — 54108, PR%% = 4.3-10% zu PA%, = 2.810° bei 60 °C in NaCl
(Tab. 3.1)).

Abb. 3.2 zeigt fiir die Demizellisierung von DTAB in NaCl mit abnehmender Tem-
peratur von 60 °C auf 25 °C eine abnehmende Reaktionsenthalpie, bis schlief3-
lich ein Wechsel des Vorzeichens der Reaktionsenthalpie ab 30 °C vom positiven
in den negativen Bereich stattfindet. Bei 60 °C betriagt die Reaktionsenthalpie
AHpeop==+10.97k/mol, im Gegensatz zum Enthalpiewert bei 25 °C von -1.67 kJ/mol.
Untersuchungen bei tieferen Temperaturen konnten, wie erwahnt, aufgrund des
Unterschreitens der KRAFFT-Temperatur nicht erfolgen.

Fiir CTAB in NaCl betrigt A Hpservea=—22%/mol bei 60 °C und A H ppserved=

+2.8%/mol bei 25 °C (Abb. 3.4). Der Vorzeichenwechsel ins Negative wurde fiir
CTAB bei Erniedrigung der Temperatur bis 25 °C nicht beobachtet. Bei konstanter
Temperatur nimmt die Reaktionsenthalpie mit zunehmender Alkylkettenldnge zu.

Es ist offensichtlich, dass die Bestimmung der c¢mc im Bereich sehr kleiner Re-
aktionsenthalpien mit der ITC erschwert ist. Um die bestimmten Werte dieses
Bereiches iiberpriifen zu kénnen, wurde die Demizellisierungsenthalpie der unter-
suchten Tenside fiir einen relativ breiten Temperaturbereich ermittelt, sodass die

cme aus der Interpolation der Temperaturabhéngigkeit von AH;rfézgm bestimmt

werden konnte. Die AH. m/aq “Werte wurden nach KRESHEK?2%Y und PAULA et

T;demiz
al.222l mit einem Polynom 2. Grades angepasst:

AHS = AHY . (0) + aT + bT? (3.3)

T;demiz T;demiz

Durch Integration ergibt sich hieraus:

In emc (T) = 1/R(~AHX . (0)/T + aln T + bT) + Konstante (3.4)
Die so berechneten Kurven entsprechen den gepunkteten Linien in Abb. 3.6 und
Abb. Alternativ hierzu ist die Auftragung nach NUSSELDERIZY von In emc
gegen 1/T moglich, dessen anndhernde Beschreibung einem Polynom 2. Grades
folgt:

In emd (T) = AT?* + BT + C (3.5)

Unter Anwendung der KIRCHHOFF-Gleichung (Gl. 2.16) wird AH;QZ;iZ(T) beim
Erreichen des emc-Minimums null.

Zur Berechnung von AH;:C/ImeZ, AS;;;ZZZ?Z und AG;ZZ%Z wurde sowohl das ,, Pseu-
dophasen-Separations“-Modell (PS) als auch eine Simulationsmethode basierend
auf dem ,,mass action“-Modell (ma) verwendet. In Abb.[3.7/sind die Demizellisie-

rungsparameter, berechnet unter Anwendung des PS-Modells, zusammengefasst.
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Abb. 3.6: VAN'T HOFF-Diagramm der Temperaturabhéngigkeit der cmc’ von DTAB, TTAB und

CTAB in 0.1 M NaCl; die durchgezogene Linie wurde durch Berechnung des Polynoms 2.Grades
Hm/aq

T:demiz ermittelt

ermittelt, die gepunktete Linie wurde aus der Temperaturabhingigkeit von A

Die AHgézZliz—Werte der Tenside sind stark temperaturabhéingig und nehmen mit
Temperaturerhohung zu. Der Enthalpieverlauf von DTAB (gekreuzte Symbole)
und TTAB (offene Symbole) kreuzt bei 303 K bzw. 298 K die Nulllinie, wihrend

die Enthalpiewerte von CTAB (geschlossenen Symbole) im untersuchten Tempera-
turbereich ausschlieBlich positive Werte aufweisen.

Geméifl des PS-Modells, bei dem zum einen die Mizelle und zum anderen das
Losungsmittel mit den Monomeren als zwei separate Phasen nach der GIBBS’schen
Phasenregel betrachtet werden, wird die Freie Standard-GiBBs-Enthalpie fiir den
Transfer eines ionischen Tensidmonomers von einer Mizelle in das Losungsmittel
berechnet!!: 26272651

AGE, . = — (1 + %) RT -In emd = — (1+ B) RT - In emd (3.6)
wobei m die Anzahl an einer Mizelle gebundenen Gegenionen, N die Aggregati-
onszahl einer Mizelle, 3 den Gegenionenbindungsgrad und cmc’ die eme in Molen-
brucheinheiten wiedergibt. Diese Naherungsgleichung ist fiir ionische Tenside mit
groflen Aggregationszahlen anwendbar, aber streng betrachtet nicht korrekt, weil
von der vereinfachten Annahme ausgegangen wird, dass die Aktivitdt eines Tensid-
molekiils sowohl unter- als auch oberhalb der emc konstant bleibt. Wird der Zusatz
von NaCl unter der Bedingung cg,;. > cmc beriicksichtigt, ist der Transfer eines
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Tensidmonomers aus dem Wasser in die Mizellphase immer mit einem Cotransport
von 3 Chloridionen zur Erhaltung der Ladungsstochiometrie verbunden. AG¢
berechnet sich dann nach:

demiz

AGZemiz == (AG?\/[iz,TAB"' + BAG?\/[iz,Cl—)
- (RTIH Cmcl + ﬂ(#?\/liz,Cl_ - H’%sg,Cl— )) (37)

Hier entsprechen p},,, ~,- und pj 4.0l den chemischen Standardpotentialen der
Chloridionen in der Mizellphase bzw. in der Losung. Unter der Annahme, dass im
Gleichgewicht uf,,. - = I7.sg.01- i8t, berechnet sich die Freie Enthalpie nach:

AGjui = = (BT eme + BRTI [CI7], ) = =RTIn (eme' - [C1]] ) (3.8)

wobei [Cl } Lsg die Konzentration der Chloridionen in der wéssrigen Phase in
Molenbruchemhelten wiedergibt. Die berechneten Werte fiir AGy,,,;. von DTAB,
TTAB und CTAB sind positiv, variieren unter Verwendung von g = 0.78 —
0.82 (Tab. 2.1) zwischen 35—55k)/mol und weisen nur eine geringe Temperatu-
rabhéngigkeit auf (Quadrate in Abb. 3.7). Wie erwartet, fithrt eine Vergrofierung
des hydrophoben Molekiilteils eines Amphiphils zu grofieren positiven Werten der
Freien GiBBS-Enthalpie (AGY,,..;. c7a>AGgemiz 1748 >AGgemiz prap) beim Trans-
fer von einer apolaren Umgebung in Wasser. Der TASj,, . -Term der Alkyltrime-
thylammoniumbromide (Dreiecke in Abb.[3.7) wurde nach der GIBBS-HELMHOLTZ-
Gleichung (Gl 2.20) berechnet. ASj,, ;. ist negativ und die Ableitung nach der
Temperatur ist positiv.

Die Demizellisierungsentropie nimmt in der Reihenfolge CTAB<TTAB<DTAB
zu, d. h. dass mit verlidngerter Alkylkette die Demizellisierungsentropie negativer
wird. Wie im Abschnitt 2.2 erldutert, sind die treibenden Kréfte der Mizellbil-
dung die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Tensidmolekiilen in Wasser.
Die Anzahl der Wassermolekiile innerhalb der Hydrathiille um den hydrophoben
Molekiilteil des Tensides wird stark durch die Mizellbildung reduziert. Dies spie-
gelt sich in groflen positiven Entropiewerten wéhrend der Mizellisierung bzw. in
negativen Werten wahrend der Demizellisierung wider. Bei erhéhten Temperatu-
ren (T>60 °C) nimmt die Zunahme der Entropie ab, sodass der Hauptanteil von
AGY, . durch AH?, ., welche zunehmend negative Werte annimmt, beigesteuert
wird. Dieses auch unter der Bezeichnung ,,Enthalpie-Entropie-Kompensation® be-
kannte Phénomen ist fiir den Aggregationsprozess amphiphiler Molekiile aufgrund
hydrophober Wechselwirkungen charakteristisch und ausfiihrlich auch fiir andere
Tenside in der Literaturl8% 186, 222, 257, 266] hegchrieben.

Die Wirmekapazitéten der Demizellisierung AC) ;... wurden nach Gl.[2.16 ermit-
telt und sind im gesamten untersuchten Temperaturbereich positiv. Sie variieren
zwischen 220 J/moik und 780 J/moix in Wasser und NaCl-Losung. Dies bedeutet, dass

AC} ;. negativ fiir den Prozess der Mizellbildung und dem damit einhergehenden
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Transfer einer hydrophoben Oberfliche in eine apolare Umgebung ist!22% 267, In

Tab. [3.1 sind die AC} ,.,,;.-Werte der Demizellisierung fiir 50 °C zusammenge-
fasst. Es zeigt sich ein deutlicher Trend zu gréBeren ACY ,.,,,;.-Werten mit lingeren
hydrophoben Alkylketten des Tensids, wie es auch von DESNOYERS!28 beschrie-
ben wird. Prinzipiell ist die Berechnung der Temperaturabhéngigkeit von ACY 4.,
mit Hilfe der ITC-Methode moglich. Da aber, wie schon erwéhnt, die Demizelli-
sierungsenthalpie der Tenside bei tieferen Temperaturen aufgrund der KRAFFT-
Temperatur nicht ermittelt werden konnte und mindestens zwei der verbleibenden
Enthalpiewerte dem Nulldurchgang von AHj, .. sehr nahe gelegen sind, wurde
auf die Berechnung der Temperaturabhéngigkeit von AC} ... verzichtet. Wird
der Temperaturverlauf der Demizellisierungsenthalpie in Abb. [3.7 betrachtet, ist
der konstante Anstieg der CTAB-Kurve erkennbar, wihrend der Anstieg der Ent-
halpiekurve von TTAB und DTAB mit zunehmender Temperatur abnimmt. Bei
300K betrigt ACY ,;.~-300 bis -500/moik fiir DTAB, TTAB und CTAB. Im Fall
von geséttigten Kohlenwasserstoffketten kann die hydrophobe Oberfléiche durch die
Anzahl an Wasserstoffatomen (ny) ausgedriickt werden. Nach GILL et al.?23l ist
AC) demiz = 33ng?/molk bei 298 K. -500 J/molk entsprechen demnach einem Wasser-
»,Benetzungsentzug® von ca. 7—8 Methylengruppen eines Tensidmolekiils wéhrend
der Mizellisierung der Alkyltrimethylammoniumbromide in Salzlésung. Die verblei-
benden Methylengruppen der Tenside stehen demnach noch mit Wasser im Kon-
takt, was das , Fjord“-Modell zum Aufbau einer Mizelle bestétigt (2.9). Ahnliche
Ergebnisse wurden mit Octylglucosid (OG) und Sodiumdodecylsulfat (SDS) von
PAULA et al.??? ermittelt. Am Beispiel des SDS in Wasser wurde ein AC? .. -
Wert von 450 7/molk bei 300 K ermittelt, und die Abnahme von ACY .., mit zu-

nehmender Temperatur dhnelt dem untersuchten kationischen DTAB.

Unter Verwendung des ,ma“-Modells wurde die mizellare Aggregationszahl N,
die Demizellisierungsenthalpie und die Freie GiBBS-Standard-Enthalpie der Demi-
zellisierung durch eine nicht-lineare Regressionsroutine der experimentellen I'TC-
Demizellisierungskurven, basierend auf dem Verfahren des simulierten Temperns,
ermittelt. Das ,,ma“-Modell, dessen Theoriel?% 262 . a. ausfiihrlich in GARIDEL[28!
und PAULAR??Y et al. diskutiert ist, beschreibt die Mizellbildung M,, mit n Mono-
meren des Tensides S und Gegenionen B durch folgendes Gleichgewicht2%°)

nSt + B~ = M{An (3.9)

Die Gleichgewichtskonstante K der Mizellbildung ist dann gegeben durch:

]

UETRT o

Der Gegenionenbindungsgrad nimmt nach Moro1l) mit zunehmender Kettenlinge
der ionischen Tenside zu. Fiir den Gegenionenkondensationsgrad ( wurden nach
Untersuchungen von TREINER™ in Wasser die Werte fiir DTAB 0.78, fiir TTAB
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0.8 und fiir CTAB 0.82 als untere Grenze fiir Untersuchungen in Salzlésung iiber-
nommen. Aus der durch die Kurvenanpassung ermittelten Gleichgewichtskonstante
K wurde AG?, .. entsprechend folgender Gleichung berechnet:

miz

AG, =—RT'ln K = _NAGZGmiz,Monamer (311)

miz,Mizelle

Sind der Gegenionenbindungsgrad und die
Gleichgewichtskonstante bekannt, ergibt sich
daraus die Aggregationszahl N. Die Standard-
Entropie wurde im Anschluss mit der (GIBBS-
HeLMHOLTZ-Gleichung (Gl. 2.20) berechnet.

o)

(o)
T
1

ii

| W
= 30 1 Die gepunkteten Kurven in den Abb. [3.2 bis
g 20} 1 Abb. 3.5 wurden durch die auf dem ,,ma‘“-Mo-
=~ 10} 1 dell basierenden Fitroutine ermittelt. Die dar-
E) 0f ! aus berechneten thermodynamischen Parame-
%0—10-— 1 ter fiir die Demizellisierung von DTAB, TTAB
& 20l ] und CTAB sind in Tab. 3.2/ zusammengefasst.

30F 1 Die Demizellisierungsenthalpie, berechnet nach
40} W ] dem ,,PS“- als auch ,,ma“-Modell stimmen zu-
T e rmoms | 1 friedenstellend iiberein und werden zunehmend
= o eagcmsTasoran | 1 endotherm mit langerer Alkylkette des Tensids.
M 1 Die Zunahme betrigt ca. +2—3%/mol pro zu-
288 300 312 324 336 séitzlichen zwei Methylengruppen bei 25 °C in
T/K NaCl-Losung und steigt mit zunehmender Tem-

peratur. Im Vergleich zum ,ma“-Modell sind

Abb. 3.7: Berechnete thermodynami- . o K] ..
sche Parameter der Demizellisierung die AGGey,,-Werte um ca. +2%/mol vergrossert

von DTAB, TTAB und CTAB in 0.1 M und die ASG ;. -Werte um ca. 107/moix verklei-
NaCl als Funktion der Temperatur un- nert. Diese relativ kleine Diskrepanz der zwi-
ter Verwendung des ,Pseudophasen- schen der direkt aus der kalorimetrischen Mes-
Separations®-Modells sung und unter Anwendung des ,, ma‘“-Modells
ermittelten Werte deutet auf eine nur geringe Ungenauigkeit der Extrapolation der
cme hin. Des Weiteren besteht auch die Moglichkeit, dass zusétzliche Einfliisse, wie
z. B. weitere Dissoziationsprozesse im System und im Modell unberiicksichtigt sind.

1
N
S

T
=
R

N
S S
T

Der Trend, dass sich mit zwei zusétzlichen Methylengruppen im Tensidmolekiil
die Energiewerte um einen konstanten Wert verdndern, ist auch fiir AG® jep. mit
einer Vergroferung von ca. 5%/mol und einer Verkleinerung von AS®gepmi. von ca.
6—13/molk erkennbar.

Unter Anwendung des ,,ma“-Modells wurde die Aggregationszahl N der Tensid-
monomere an der c¢mc ermittelt, die fiir die untersuchten Systeme in Tab. 3.2
aufgefiithrt sind. Die Aggregationszahl wird aus dem Anstieg der Demizellisierungs-
kurve berechnet, sodass die Bestimmung von N mit einem relativ groflen Fehler be-
haftet ist. Die Analyse der Daten zeigte jedoch keine deutliche Abhéngigkeit von N
von der Temperatur, obwohl nach Studien von SCHULZ?%) und DORRANCER™! die
Aggregationszahl der Alkyltrimethylammoniumbromide mit zunehmender Tempe-
ratur abnimmt. Bei 60 °C, der Temperatur bei der das Signal-Rausch-Verhéltnis
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der Messkurven am giinstigsten ist, variiert die mittlere Aggregationszahl der Ten-
side DTAB, TTAB und CTAB in Salz und deionisiertem Wasser, berechnet an
der eme zwischen den Werten N=16—23. LIANOS et al.l% ™(Tab.[2.1) bestimmte
mit Hilfe der Fluoreszenstechnik fiir DTAB N=54, TTAB N=68 und fiir CTAB
N=90. BACH et al.l>*"l ermittelte mittels UV-VIS Spektroskopie und Kalorimetrie
fir DTAB N=50 und fiir CTAB N=92 in Wasser bei 25 °C. Ein Vergleich der
Daten mit den berechneten Werten in NaCl und Wasser zeigt einen grofien Unter-
schied. Die mogliche Ursache hierfiir liegt im Konzentrationsunterschied der mizel-
laren Tensidlosung, die zur Ermittlung der Aggregationszahlen verwendet wurde.
Wiéhrend fiir die Ergebnisse von LIANOS und BACH postmizellare Tensidkonzen-
trationen verwendet wurden, beziehen sich die hier vorgestellten Ergebnisse von
N auf die exakte cme. Es ist bekannt, dass die Aggregationszahl mit zunehmen-
der Konzentration oberhalb der eme steigt (Abschnitt 2.2.1 und [2.7). Diskutiert
wurde dies sowie die Frage der Prézision und Verwendbarkeit der Bestimmung von
N mittels eines auf dem ,,ma“-Modell basierenden Anpassungsverfahrens schon in
fritheren Studien von MAJHI et al.?%3] die mit zunehmender Aggregationszahl und
damit steilerem Anstieg der Titrationskurven eine Abnahme der Bestimmungsme-
thodengenauigkeit beobachteten.

In der Literatur existieren kalorimetrische Untersuchungen der Demizellisierung
von Alkyltrimethylammoniumbromiden in Salzlésung. PAREDES et al.?*Y unter-
suchte die Mizellisierung von CTAB in 0.05M NaBr-Losung und Wasser bei 25
°C unter Verwendung des ,,PS“-Modells zur Analyse der Daten. Diese und weite-
re Ergebnissel?”!) sind im Anhang B Tab. B.1 zusammengefasst und sind in guter
Ubereinstimmung mit den berechneten Daten von CTAB in 0.1 M NaCl und Was-
ser. Die Demizellisierungsenthalpie in 0.05 M NaBr bei 25 °C ist endothermer trotz
geringerem Salzgehalt (+4.9%/mol) als AHJ, .. mit Chlorid als Gegenionen im
Losungsmittel (+3.0%/mol). Die Demizellisierungsenthalpien von CTAB in Was-
ser (+8.2k/mol) sind im Wasser grofier als bei erhohter Ionenstirke (Salz). Dies
beweist den starken Einfluss der Gegenionenart auf die Demizellisierungsenthal-
piel26%. Durch die Dissoziation der Mizellen werden die Gegenionen partiell hydra-
tisiert, was einen exothermen Effekt in Abhéngigkeit von der Ionengréfie verursacht
und von MARKUS2™ fiir Bromidionen mit -0.335 %//mmol und fiir Chloridionen mit
-0.365%J/mmol ermittelt wurde. Der Hydratationsbeitrag der Chloridionen betragt
am Beispiel von CTAB in Wasser und NaCl bei 25 °C -5.2k/mol zugegebener Ten-
sidstoffmenge. Unter der Annahme eines Gegenionenkondensationsgrades von &1,
bedeutet dies, dass mit der Zugabe von 1 mol Tensid auch 1mol der Chloridionen
hydratisiert werden, was bei vollstdndiger Hydratation einen Beitrag von -335%J/mol
verursacht. Da aber nur ein Bruchteil (1.5 %) dieser Enthalpie durch die Demizel-
lisierungsexperimente ermittelt wurde, kann nur von einer partiellen Hydratation
ausgegangen werden. Die Demizellisierungsenthalpie verlauft in der Reihenfolge
von Jodid iiber Bromid zu Chlorid als Gegenion weniger endotherm und der exo-
therme Hydratationsenthalpiebeitrag ist dementsprechend grofier beim kleinsten
Chlorid-Ion/27!.

In Abb.[3.5 und Abb.[3.8 sind zum Vergleich mit den erhaltenen Demizellisierungs-
daten in 0.1 M NaCl (geschlossene Symbole) die experimentell ermittelten Titra-
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tionskurven mit den Simulationsergebnissen und die berechneten thermodynami-
schen Parameter AH;?QZ?MZ, AG;ZZ%Z und TAS%?;Z?Z sowie der VAN’T HOFF-
Plot von CTAB in deionisiertem Wasser (offene Symbole) dargestellt. In Tab. 3.2
sind diese Energiewerte, berechnet nach dem ,ma“- und ,,PS“-Modell, sowie N
zusammengefasst. Fiir viele ionische Tenside wird die Aggregationszahl N mit ab-
nehmender Ionenstirke (Salzgehalt) aufgrund der schlechteren Abschirmung der
Oberflichenladung einer Mizelle kleiner™. Eine Folge davon ist die Zunahme von
hydratisierten hydrophoben Oberflichen in der Mizelle, was sich in der Verklei-
nerung des ACZ%?;emiz—Wertes widerspiegeln sollte. Die Ergebnisse zeigen jedoch
nur eine geringe Salzkonzentrationsabhéngigkeit von N und AC;%?;@mw Wie auch
durch Untersuchungen mit SDS und Cetylpyridiniumchlorid von CHATTERJEE!Z™
bestétigt, sind die AGY,,,;, Werte am Beispiel von CTAB in NaCl gréfer als in
Wasser. Die Temperatur, bei der AH gepmi. = 0, ist fiir CTAB in Wasser zu Tempe-

raturen unterhalb 290 K verschoben. Der T'AS, O;,m/ 1 _Term durchschreitet die Null-

T;demiz
linie, wie auch bei anderen ionischen und nichtionischen Tensiden beobachtet!!| bei
ca. 373K, dem Siedepunkt des Wassers, was vom Ergebniss von SHINODA et al.[?”]
mit 430 K abweicht. Deutlich ist, dass die Entropie der Demizellisierung von CTAB
in Wasser im Vergleich zum NaCl-haltigen Losungsmittel zu grofleren Werten ver-
schoben ist.

T T T T T
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Abb. 3.8: Links: VAN'T HOFF Darstellung der Temperaturabhéngigkeit der cmc’ von CTAB in
Wasser und 0.1 M NaCl (durchgezogene Linie: Polynom 2. Grades, punktierte Linie: berechnet aus
der Temperaturabhéngigkeit von AH}%Z?M ,); rechts: berechnete thermodynamischen Parameter
der Demizellisierung von CTAB in Wasser (offene Symbole) und 0.1 M NaCl (geschlossene Sym-

bole) als Funktion der Temperatur unter Anwendung des ,,Pseudophasen-Separations“-Modells
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T AH;e*;mz AH;:miz AGZe*miz AGZe’mzz AS;;nzz Asgc:mzz N’
/OC kJ/mol kJ/mol kJ/Inol kJ/mol J/mol~K J/mol-K
DTAB |25 |-1.8 -1.9 34.1 32.8 -120.2  -109.5 | 35
30 | -0.2 34.8 -115.4
40 | 5.2 5.9 35.8 33.9 -97.8 -89.3 23
50 | 8.7 10.7 36.6 34.5 -86.6 -73.6 20
60 | 10.9 14.8 37.5 35.3 -79.7 -61.6 20
TTAB | 20 | -2.3 -2.2 39.1 36.8 -141.1 -133.3 | 15
25 0.6 40.3 -133.1
30 | 3.5 3.8 40.7 37.9 -12277  -1126 | 14
40 | 8.5 8.9 41.6 39.6 -105.7  -98.0 20
50 | 13.6 14.8 42.5 40.7 -89.3 -78.3 15
60 | 174 18.0 43.6 414 -78.5 -70.2 20
CTAB | 25 | 3.0 4.0 44.6 43.1 -139.7  -130.9 | 20
30 | 4.8 4.9 45.7 44.5 -135.0  -130.7 | 35
40 | 11.1 11.9 46.9 44.6 -114.3  -104.5 | 20
50 | 15.5 18.3 48.0 45.8 -100.8  -85.2 24
60 | 214 27.1 49.3 46.0 -83.7 -07.0 16
CTAB* 20 6.3 46.2 -136.1 | 16
25 | 8.2 49.7 -139.3
30 | 13.2 13.0 50.6 48.7 -123.4  -110.5 | 24
40 | 184 18.8 51.3 50.3 -105.1  -104.2 | 36
50 | 24.1 24.4 52.6 51.0 -88.23  -82.5 27
60 | 29.2 30.8 53.3 51.4 -72.37  -61.8 23

Tab. 3.2: Thermodynamische Parameter AHj, .. demiz
ASS,,.i. (£5.5]-mol™ - K1) und die Aggregationszahl N von DTAB (3 = 0.78), TTAB (8 =
0.8) und CTAB (8 = 0.82) in Abhéngigkeit von der Temperatur in 0.1 M NaCl (bzw. Wasser*)

basierend auf dem ,Pseudo-Phasenseparations“-Modell (¥ ) und ,mass action“-Modells (¢)

(£1.5kJ - mol™1), AGS,, .. (+0.4kJ - mol~1),
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Zusammenfassung

Die ITC ermdglicht die thermodynamische Charakterisierung der Demizellisierung
der Alkyltrimethylammoniumbromide mit unterschiedlicher Alkylkettenlange. Es
wurden die cme und Demizellisierungsenthalpie als direkte Messgrofie von DTAB,
TTAB und CTAB bei Temperaturen zwischen 20 °C und 60 °C in NaCl-Loésung und
am Beispiel von CTAB in Wasser zur Untersuchung des Einflusses von zusétzlichem
Salz ermittelt. Die Analyse der ITC-Titrationskurven erfolgte mit dem ,,PS“-Mo-
dell und , ma“-Modell zur Bestimmung von AHj, .., AGY,,.,. und AS5, . . Des
Weiteren wurde die Aggregationszahl N der Tenside unter Beriicksichtigung des
Gegenionenkondensationsgrades mit einer Simulationsmethode basierend auf dem
,ma‘“-Modell berechnet. Es konnte gezeigt werden, dass sich mit zunehmender
Alkylkettenldnge des Tensides die ecme und ASj,,,,.-Werte verkleinern, wahrend
AHy,, .. und AGY,,,,, groBere Werte annehmen. In Salzlosung sind die cmc so-
wie AHj, . und ASj5,,...-Werte kleiner als in Wasser. Ein Vergleich der aus dem
,, PS“- und ,,ma‘“-~-Modell ermittelten thermodynamischen Parameter zeigt eine gute
Ubereinstimmung der Enthalpie, Freien GiBBs-Enthalpie und Entropie. Die Ag-
gregationszahl fiir DTAB, TTAB und CTAB, die genau an der cmc der Tenside
ermittelt wurde, variiert zwischen 20—30. Die AC? Tajemzz Werte sind positiv und
variieren zwischen 280—620 J/mol. k. Diese Untersuchungen stellen die Grundlage der
Interpretation der thermodynamischen Parameter aus den Untersuchung der Wech-
selwirkungen dieser homologen Tenside mit den zwitterionischen und anionischen

Vesikeln, bestehend aus DMPC und DMPG, dar (Abschnitt3.1.2 und [3.1.3).

3.1.2 Verteilung der Alkyltrimethylammoniumbromide
zwischen Bulk- und Vesikelphase

Die Untersuchung der Verteilung der Alkyltrimethylammoniumsalze DTAB, TTAB
und CTAB zwischen Wasser und DMPC-, DMPG- und DMPC-DMPG (1:1) Vesikel
erfolgte mittels I'TC in 0.1 M NaCl bei 40 °C, 50 °C und 60 °C (Abschnitt |A.1.3.2).
Wie im Phasendiagramm der Vesikel-Mizell-Umwandlung (Abb. 2.14) ersichtlich,
wurden die Verteilungsexperimente ausschliellich im Vesikelbereich durchgefiihrt.
Die Tensidkonzentrationen, die fiir die Verteilungsexperimente verwendet wurden
liegen fiir DTAB, TTAB und CTAB zwischen 0.5—0.05mM, d. h. unterhalb der
entsprechenden cmce des Tensids, sodass sich die Tensidmonomere in die Lipidve-
sikel ohne Zerstérung dieser einbauen und dadurch Mischvesikel entstehen.

In Abb. 3.9 sind drei Beispiele der Verteilungsexperimente von DTAB zwischen
0.1M NaCl und DMPC-, DMPG- und DMPC/DMPG (1:1)-Vesikel bei 40 °C
dargestellt. Hierfiir wurde eine konzentrierte DMPC- bzw. DMPG- (20 mM) oder
DMPC/DMPG (1:1)-Lipiddispersion (9mM) in eine 0.05 mM DTAB-Losung in 25
Einzelschritten mit je 10 pl injiziert. In den Heizleistungsdiagrammen (Abb.|3.9A)
ist erkennbar, dass der Einbau der Tensidmonomere in Lipidvesikel bei 40 °C exo-
therm verlauft. Mit zunehmender Lipidkonzentration in der Messzelle nimmt der
Anteil freier Tensidmonomere durch den fortschreitenden Einbau in die Lipidmem-
bran ab, sodass die freiwerdende Reaktionswérme @ kleiner bis hin zur Annédherung
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Abb. 3.9: ITC-Verteilungsexperimente: Titration (25 x 10ul) einer Lipiddispersion (DMPC
20mM - links, DMPG 20mM - mitte, DMPC/DMPG (1:1) 9mM - rechts) in eine monomere
DTAB-Losung (0.05mM) in 0.1 M NaCl bei 40 °C, A: Heizleistung vs. Zeit, B: experimentell
ermittelte normalisierte Reaktionswérme (Q) vs. molares Verhéltnis von Lipid zu Tensid in der
Reaktionszelle, C: @ vs. Lipidkonzentration in der Zelle

an den konstanten Wert wird, der ausschliellich der Verdiinnungswirme der Li-
pidvesikel entspricht. In den Diagrammen B und C der Abb. ist die molare
Reaktionswiarme () als Funktion des molaren Verhéltnisses von Lipid/Tensid in
der Zelle (R ) bzw. als Funktion der totalen Lipidkonzentration (c) in der Zelle
dargestellt.

Zur thermodynamischen Charakterisierung der Tensidaufnahme in die Lipidpha-
se wurde ein Modell zur Kurvenanpassung der ITC-Ergebnisse nach KELLER??™!
verwendet, welches die Bestimmung des intrinsischen Verteilungskoeffizienten zwi-
schen Lipiddoppelschicht und der Phasengrenzfliche in Molenbrucheinheiten (P;/ ‘)
sowie die Bestimmung der molaren Transferenthalpie (AH;/ “) erlaubt. Die aus-
fithrliche Theorie der verwendeten Fit-Funktion ist in der Publikation von KELLER
et al.’™ beschrieben und wird im Folgenden zum Versténdnis der Ergebnisse nur
in den wesentlichen Punkten erldutert.

Unter Annahme der idealen Mischbarkeit des Tensids zwischen Bulk (aq)- und

Lipidphase (b) ist der apparente Verteilungskoeffizient P;l/ “ gegeben als Quotient
der Molenbriiche von aggregatgebundenem Tensid (X?%) und freiem Tensid in der
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wéssrigen Phase (X77):

a _ X3
Py = X;{q (3.12)
T

Die Molenbriiche sind unter Verwendung der molaren aggregatgebundenen Tensid-
konzentration ¢, der molaren freien Tensidkonzentration in der wiissrigen Phase
¢!, der molaren Lipidkonzentration ¢, und der molaren Wasserkonzentration cy,
definiert als:

b

c
Xb=__T und Xil=—"
T (CL + CbT> T (CW + CTq)

aq
Cp

(3.13)

Unter Vernachlissigung von ¢7! im Nenner, da ¢! < ¢y und unter Verwendung
der absoluten Tensidkonzentration cr fiir die Substitution von ¢! = cp — ¢4 ist der
apparente Verteilungskoeffizient gegeben durch:

prlea _ Crew (3.14)
T (er — &) (e + &) '

Die Auflosung der Gleichung nach der aggregatgebundenen Tensidkonzentration
ergibt:

1
b b/aq
cr=——\ P/ (er —cL) — ew+
T 2Pb/GQ( T

2
\/P;/aq (cr +cp)? — 2R;/aq(CT —cp)ew + ew? ) (3.15)

Fiir die Tensidaufnahme in die Lipidvesikel wurde die Konzentration des fiir die
Tensidmonomere zugénglichen Lipides durch den “Erreichbarkeitsfaktor® ~'=0.5
korrigiert (¢, — 7'cz). Nach HEERKLOTZ et al.'32 270 erfolgt die Bindung ioni-
scher Tenside in Abhéngigkeit von der Molekiilgeometrie und Temperatur an der
Auflenseite der Lipidvesikel, deren Zugénglichkeit bei Ultraschallbehandlung und
einem Durchmesser von 30—80nm ca. 60—50 % der absoluten Lipidmolekiilzahl
einer Doppelschicht betrégt.

Das Verteilungsgleichgewicht eines ionischen Tensids zwischen Lipidmembran und
Bulkphase wird im Fall einer nichtionischen oder zwitterionischen Lipidkopfgruppe
stark durch die elektrostatische Abstoffung der Membranoberfliche bzw. im Fall
einer gegensitzlich geladenen Lipidkopfgruppe durch elektrostatische Anziehung
beeinflusst?””. Im Verlauf des Einbaus der kationischen Alkyltrimethylammonium-
bromide in DMPC-Vesikel wird die Vesikeloberflédche positiv aufgeladen. Dies wirkt
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einem weiteren Einbau der kationischen Tenside aufgrund der elektrostatischen Ab-
stofBungskrifte zwischen Vesikeloberfliche und verbleibenden Tensidmonomeren in
der Bulkphase entgegen. Im Gegensatz dazu fiihrt die negative Oberflichenladung
der DMPG-Vesikel zu einer elektrostatischen Anziehung der kationischen Tenside
aus der Bulk- an und in die Vesikelphase, bis eine , Elektroneutralitat der Ve-
sikeloberfliche gegeben ist. Erst ein dariiber hinaus gehender Tensideinbau kann
zu einer positiven Aufladung der Vesikel fithren. Demnach wird das Verteilungs-
gleichgewicht besser zwischen der Lipidphase und der Grenzphase am Bilayer (statt
Bulkphase) durch den intrinsischen Verteilungskoeffizienten P;/ ‘ beschrieben, wel-
cher sich aus dem Quotienten der Molenbriiche des Tensids in der Lipidphase und
der wiissrigen Grenzphase (X') zusammensetzt:

. Xb
pi=2L 3.16
T T X (3.16)
Der Molenbruch des Tensids an der Grenzschicht X7, bezogen auf die Tensid-
konzentration in der Bulkphase X7/, kann mit dem BOLTZMANN-Term (Gl. 2.11)
ausgedriickt werden:

; X} —zreApi/
pi/et = 2T _ S A 1
T X;q €xp < kBT (3 7)

wobei zp der Ladungszahl des Tensids (d. h. im Fall der Alkyltrimethylammoni-
umsalze zr = +1), e der Elementarladung, A¢"/? dem Oberflichenpotential der
Membran in Bezug auf die wéssrige Bulkphase, kg der BoLTZMANN-Konstante
und 7" der absoluten Temperatur entspricht. Der apparente Verteilungskoeffizient
P;/ “ist damit das Produkt der Verteilungskoeffizienten zwischen Grenzschicht

und Bulkphase P;/ “ sowie zwischen Grenzschicht und Lipidphase P;/ "

(3.18)

a A i/a % - A i/aq
p;/q:P;/ 'PT/q:P;/eXp( ZeAp >

kT

Entsprechend der GOuY-CHAPMANN-Theorie auf der Grundlage der POISSON-
Gleichung und BoLTZMANN-Verteilung ist die Oberflachenladungsdichte o vom
Oberflichenpotential Ag”/*? folgendermafien abhingig:

. —zreApi/ag
o= sgn(Agol/“q)\/QOOORTeoer Z ! <exp (Zlek—TsD) _ 1) (3.19)
I

R entspricht hierbei der universellen Gaskonstante, ¢, der Dielektrizitatskonstante
des freien Raumes, ¢, der Dielektrizitatskonstante des Wassers in Abhéngigkeit von
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der Temperaturl?™ und ¢{? der Bulkkonzentration aller Ionen (NaCl) inklusive der
Tensidionen und deren Gegenionen.

Eine weitere unabhingige Berechnungsmoglichkeit der Oberflichenladungsdichte o
bietet deren Definition als Funktion des molaren Verhéltnises von Tensid zu Lipid
in der Doppelschicht (RY, L= ./cr) und des molekularen Oberflichenbedarfs des
membrangebundenen Tensidmolekiils Arp:

zreRY,

o= A+ B Ay (3.20)
Ar wurde aus den mit IRRAS ermittelten GiBBS-Isothermen (Kapitel 3.2.1) an der
cme der entsprechenden Tenside bestimmt. Fiir DTAB wurde demnach eine Fliache
von 0.30nm?, fiir TTAB 0.34nm?, fiir CTAB 0.38nm? und fiir DDAB 0.38 nm?
ermittelt. Der molekulare Fldchenbedarf der Lipide DMPC und DMPG betrigt
nach Untersuchungen von KISELEVEZ™ 280 (58 0.68 nm? und wurde fiir beide
Lipide zur Berechnung mit A;=0.68 nm? festgelegt.

Mit dem Gleichsetzen von Gl.[3.19 und [3.20 wurde Ap'/% durch ein iteratives
Verfahren berechnet und diente unter Verwendung der Gl.13.18 zur Berechnung der
aggregatgebundenen Tensidkonzentration nach GI.[3.15.

Die experimentell ermittelten molaren Warmen @, die sich aus der schrittweisen
Lipidzugabe in die Tensidlosung ergeben, setzen sich formal aus der molaren Trans-
ferenthalpie des Tensids von der Bulk- in die Lipidphase AH;/ “ und der molaren
Verdiinnungswérme der Lipidvesikel Qr, verduen Zusammen:

AHY

_ALD
Q = Anp An,

+ QL,verduen (321)

Hierbei entsprechen An% und Any den jeweiligen Stoffmengeninderungen von
membrangebundenem Tensid bzw. der Anderung der Lipidstoffmenge in der Reak-
tionszelle nach einer Injektion. Unter Einsetzen des Volumens der Reaktionszelle
V und der Anderung Konzentration von aggregatgebundenem Tensid Ach nach
der Injektion lisst sich die Anderung der Stoffmenge von gebundenem Tensid mit
Hilfe von An% = VAd,. substituieren. Wenn &, die Gleichgewichtskonzentrati-
on des gebundenen Tensids vor der Injektion ist und ¢4 der Tensidkonzentrati-
on nach einer Injektion entspricht, lisst sich Acl folgendermafien beschreiben:
Adyp=d — (1- %) ¢.. Die Berechnung der molaren Reaktionswiirme @ erfolgt
dann nach:

AV AR
= b - ]. e —— e T verauenn 22
Q V <CT < v > CT) —ATLL + QL d (3 )

Die GI.13.22 und [3.15, die sich wiederum unter Beachtung der Elektrostatik fiir
geladene Tenside aus den GI. [3.18— 3.20] ergeben, wurden in EXCEL (Microsoft,
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Abb. 3.10: Experimentell ermittelte Reaktionswéirme @ (Quadrate) vs. molares Verhéltnis Li-
pid/Tensid (25x10 pl) der Verteilung von DTAB (0.05mM) in DMPC- (links) 20 mM, DMPG-
(mitte) 20mM und DMPC/DMPG (1:1)-Vesikel 9mM (rechts) bei 40 °C, 50 °C und 60 °C' in
0.1 M NaCl mit Kurvenanpassungl2™! (durchgezogene Linien)

Redmond, USA) implementiert. Mit Hilfe einer nichlinearen Kurvenanpassung,
basierend auf der Methode der kleinsten Fehlerquadrate, konnten aus den experi-
mentell ermittelten ()-Werten als Funktion der Titrationszahl die Parameter P;/ ’

und AH;/ “ berechnet werden.

Mit P:ﬁ/ " wurde im Anschluss die Freie Standard-GiBBs-Enthalpie durch AG;? /=

—RT- lnP:I;/ " bestimmt, die wiederum zur Berechnung des Entropieterms 7' AS;b/ ’
mit Hilfe der GiBBS-HELMHOLTZ-Gleichung (Gl 2.20) unter Annahme der Niherung
AH;/ — AH;/ b= AH;b/ " diente. Die so erhaltenen thermodynamischen Grofien
der verschiedenen Systeme im untersuchten Temperaturbereich sind in den Tab. 3.3
und (3.4 zusammengefasst. Jede Messung wurde mehrfach mit verschiedenen In-
jektionsvolumina und unter Verédnderung der Tensid- bzw. Lipidkonzentration wie-
derholt. Es ergaben sich dabei folgende Abweichungen: fiir P;/ * < Faktor 2, fiir

AH;/ *1<2.5 kI /mol und fiir die Verdiinnungswirmen -0.2 #eal/s< Q1 yerduen < 0.3 Heal/s,

In den Abb.[3.10— 3.12[sind die experimentell ermittelten sowie die mit Hilfe des
Modells nach KELLERE™! berechneten molaren Reaktionswirmen @ als Funkti-
on von Ry p fiir die Lipide DMPC, DMPG und DMPC/DMPG (1:1) mit DTAB
(Abb. 3.10), TTAB (Abb. 3.11) bzw. CTAB (Abb. bei 40 °C, 50 °C und
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Abb. 3.11: Experimentell ermittelte Reaktionswéirme @ (Quadrate) vs. molares Verhiltnis Li-
pid/Tensid der Verteilung von TTAB 0.5 mM(links) bzw. 0.05 mM (mitte und rechts)) in DMPC-
(links, 25 x 10 pl) ) 20mM, DMPG- (mitte, 30 x 1 ul) 20mM und DMPC/DMPG (1:1)-Vesikel
9mM (rechts, 25 x 10 pl) bei 40 °C, 50 °C und 60 °C in 0.1 M NaCl mit Kurvenanpassungl>™!
(durchgezogene Linien)

60 °C zusammengefasst. Die experimentell ermittelten Ergebnisse aller untersuch-
ten Systeme bei verschiedenen Temperaturen konnten gut mit dem vorgestellten
Modell, basierend auf der Annahme, dass kein Ubergang der Tensidmolekiile von
der dufleren in die inneren Schicht der Vesikelbilayer (,,flip-flop*) erfolgt, angepasst
werden.

Die Kurvenverldufe der jeweiligen Tensid-Lipid-Gemische zeigen keine charakte-
ristischen Unterschiede mit verdnderter Temperatur, aber einen deutlichen Unter-
schied zwischen dem kationischen Tensid und dem jeweiligen Lipid. Wéahrend die
molaren Reaktionswérmen ) der Tensid-DMPC-Systeme iiber einen breiten Be-
reich kontinuierlich mit zunehmender Vesikelzugabe abnehmen, verlaufen die Titra-
tionskurven der entsprechenden Tensid-DMPG-Systeme steiler mit Vesikelzugabe.
Demnach erfolgt ein schnellerer Einbau der Alkyltrimethylammoniumbromide in
die DMPG-Vesikel. Der Aufbau der positiven Oberfachenladung der DMPC-Vesikel
im Verlauf des Tensideinbaus fithrt aufgrund der elektrostatischen Abstofung zu
einem gehemmten Einbau weiterer kationischer Tensidmolekiile, sodass der Titrati-
onskurvenverlauf abgeschwéchter verlauft und erst bei grofleren Lipidkonzentratio-
nen in der Zelle die gesamten Tensidmonomere ,, verbraucht* sind. Umgekehrt wirkt
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Abb. 3.12: Experimentell ermittelte Reaktionswéirme () (Quadrate) vs. molares Verhéltnis Li-
pid/Tensid der Verteilung von CTAB (0.05mM) in DMPC- (links, 25 - 30 x 1 pl) ) 20mM,
DMPG- (mitte, 25—30x1 pl) 20 mM und DMPC/DMPG (1:1)-Vesikel 9mM (rechts, 25 x 10 pl)
bei 40 °C, 50 °C und 60 °C in 0.1 M NaCl mit Kurvenanpassung?™ (durchgezogene Linien)

auf den Einbau kationischer Tenside in Vesikel mit anionischer Oberflachenladung
eine elektrostatische Anziehung, die zu einem sofortigen Einbau der Tensidmono-
mere in die DMPG-Vesikel und somit steileren Kurvenverlauf fithrt. Trotz grolem
Uberschuss an abschirmenden Gegenionen in der Losung (0.1 M NaCl) haben die
elektrostatischen Wechselwirkungen einen bedeutenden Einfluss auf den Einbau
der Alkyltrimethylammoniumbromide in die entsprechenden Lipidvesikel bzw. die
Verteilung des Tensides zwischen Lipidmembran und wéssriger Phase.

In Abb.[3.13 ist am Beispiel der DTAB-Lipid-Systeme die Abhéngigkeit der ermit-
telten thermodynamischen Grofen AH:bp/ “ AG?F/Z und T AS:bF/ " als Funktion der
Temperatur dargestellt.

Die Transferenthalpien fiir den Transfer der DTAB-Molekiile aus der wiéssrigen
Phase in die Lipidvesikel sind im untersuchten Temperaturbereich negativ und
die Betrige sind im Vergleich zu den Mizellisierungsenthalphien (Transfer aus der
wissrigen Umgebung in die Mizellphase) bei gleicher Temperatur (Tab.[3.2) grofier.
Die Adsorption der Tenside an die Vesikel ist zusétzlich mit einer partiellen Dehy-
dratation der ionischen Tensidkopfgruppe verbunden, was einen zusétzlichen exo-
thermen Beitrag verursacht. Theoretisch sind auch zusétzliche Enthalpiebeitrége
durch die Ionenpaarbildung zwischen anionischen PL und kationischem Tensid zu
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erwarten. Ein Vergleich der Transferenthalpiewerte zwischen DTAB-DMPC (-14.2
bis -17.6%J/mo1) und DTAB-DMPG (-13.8 bis -26.8%J/mol) zeigt eine Tendenz zu
grofferen Betrigen fiir den Transfer des DTAB in DMPG-Vesikel als in DMPC-
Vesikel und einen ,,Zwischenstellung® fiir die DTAB-PC/PG (-15.9 bis -21.8 %J/mol).
Die Auswertungen der TTAB-Lipid- und CTAB-Lipid-Systeme (Tab. 3.3) zeigen
kaum Verdnderungen der Transferenthalpien des jeweiligen Tensids in die verschie-
denen Lipidvesikelspezies. Die bei der Demizellisierung beobachtete starke Tem-
peraturabhingigkeit von AH}%Z&W ist nur sehr schwach bei den AH;/ “_Betriigen
im untersuchten Temperaturbereich ausgeprégt (Tab. 3.2). Die daraus ableitbaren
AC,-Werte der Demizellisierung fiir DTAB, TTAB und CTAB variieren zwischen

~ 300 und ~ 500 J/mol.k bei T=50 °C (Tab. 3.1).
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Abb. 3.13: Thermodynamik (molare Transferenthalpie (Kreise), molare Freie Transferenthalpie
(Quadrate) und der Entropieterm TASyyqns) der DTAB-Verteilung in die Lipidvesikel bestehend
aus DMPC (offene Symbole), DMPG (geschlossene Symbole) und DMPC/DMPG (1:1) (gekreuzte
Symbole) als Funktion der Temperatur mit linearer Kurvenanpassung (gestrichelte Linien) der
Energiewerte des DMPG-DTAB-Gemisches

Aufgrund der relativ hohen Hauptphasenumwandlungstemperatur von DMPC und
DMPG (24 °C und 23.5 °CM1U) und der z.T. zusétzlichen Verschiebung von T}, zu
hoheren Temperaturen infolge des Tensideinbaus (Abschnitt [3.1.3) wurde auf die
systematische Untersuchung der Temperaturabhingigkeit von AH;/ “ und AC;/ o
aus drei Messpunkten fiir alle untersuchten Systeme verzichtet. In der Abb. [3.13
ist durch die gestrichelte Linie (lineare Regression) die Verkleinerung von AHZI}/ “
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des DTAB-DMPG-Systems mit zunehmender Temperatur als Beispiel dargestellt.
Die aus den im Vergleich zu den berechneten Demizellisierungsenthalpien gréfieren
Betriigen der Transferenthalpien fithren nach Gl.[2.16 zu ACb/ “-Werten fiir den
Transfer von DTAB in ein DMPG-Vesikel zwischen -400 und -600 I/mol K. T, die
extrapolierte Temperatur, bei der AH;/ “ = 0 betrigt ~10 °C. Der Enthalpie-
“Nulldurchgang“ der Tensidtransferenthalpien ist im Vergleich zu AHy: legm, des-
sen ,, Nulldurchgang“ bei T;=30 °C liegt, zu tieferen Temperaturen verschoben.
AC’Z;’I von DTAB in DMPG-Vesikel ist vom Betrag groer als AC), ., was dar-
auf hinweist, dass mehr hydrophobe Oberfliche der Tensidmolekiile formiert in
einer Mizelle als eingebaut in einem Vesikel dem direkten Kontakt zum Wasser
ausgesetzt ist bzw. durch die dichtere Packung der Vesikel infolge des Tensidein-
baus weniger hydrophobe Lipidoberfliche zum Wasser gerichtet ist.
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Abb. 3.14: Abhéngigkeit der molaren Transferenthalpie, molaren Freien Transferenthalpie und
des molaren Transferentropieterms T ASy qns der Verteilung der Alkyltrimethylammoniumbro-
mide zwischen Bulkphase (0.1 M NaCl) und Lipidvesikel bestehend aus DMPC (offene Sym-
bole), DMPG (geschlossene Symbole) bzw. zwischen DDAB und DMPG (farbige Symbole) in
Abhéngigkeit von der Kettenldnge des Tensids bei 40 °C

In Abb. [3.14 wurden die berechneten Energien fiir den Transfer der Tensidmo-
lekiile in die Lipiddoppelschicht als Funktion der Alkylkettenldnge der untersuch-
ten Tenside bei T=40 °C aufgetragen. Es wird deutlich, dass die Transferent-
halpie unabhéngig von der Kohlwasserstoffkettenldnge des Tensides ist, was im
Kontrast zu der mit zunehmender Tensidalkylkettenldnge kleiner werdenden Mi-
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zellisierungsenthalpie steht. Die annihernde Ubereinstimmung der Transferenthal-
piewerte aller untersuchten Tensid-Lipid-Systeme fithrt demzufolge auch zu ver-
gleichbaren AC’;{ “1-Werten (-400 und -6007/mo1 k) der DTAB-, TTAB- und CTAB-
Lipid-Gemische. Damit ist eine deutliche Ann&herung an die ermittelten Wéarme-
kapazitdtswerte der Mizellisierung von CTAB gegeben, (CTAB mit AC), .=
5159/molK), was auf einen &hnlichen effektiven Schutz der hydrophoben CTAB-
Ketten gegeniiber dem Wasser sowohl im Mizellverbund als auch eingebaut im
Vesikel schlieflen l&sst.

Die Werte der Freien Transferenthalpien AGl}/i am Beispiel der DTAB-Lipidgemi-
sche in Abb. [3.13 sind negativ und variieren zwischen -31 und -38%J/mo1 und sind
damit den Werten der Freien Mizellisierungsenthalpie von DTAB sehr nah. Die
Bildung der Mizelle aus Tensidmonomeren und der Einbau der Tensidmonomere in
Lipidvesikel ist mit der gleichen Anderung der Energie verbunden, was im Kontrast
zu den bisher in der Literatur untersuchten anionischen Tensid-Lipid-Systemen
steht, wo der Betrag der Freien Demizellisierungsenthalpie immer etwas grofier
als die der Transferenthalpie der Tensidmonomere in Lipidvesikel ist. Die Analyse
von AGY" zeigt auBerdem keinen Einfluss des Lipidtyps auf die AGY'-Werte und
nur eine geringe Tendenz zu grofleren Betrégen mit zunehmender Temperatur. Mit
steigender hydrophober Kettenlinge des Tensids wird jedoch in Abb.[3.14 deutlich,
dass die Freien Transferenthalpien entsprechend der AG,,;,-Werte bis -52 kJ/mol fiir
das CTAB-PC/PG-System bei 60 °C abnehmen (Tab. 3.3).

Die molaren Transferentropien AS:bF/ " nehmen mit Temperaturerhohung ab und
zeigen wie die vorher diskutierten Energiewerte keine signifikanten Unterschiede des
jeweiligen Tensids mit DMPC, DMPG oder dem Gemisch aus beiden. Der TAS;/ =
Term nimmt fiir die DTAB-Lipid-Systeme positive Werte zwischen 12—21%J/mol an
und ist somit im Vergleich zu den Mizellisierungsentropien der jeweiligen Tenside
bedeutend kleiner. Umgekehrt verhélt sich die Abhéngigkeit der Entropie von der
Kettenldnge des Tensids. Mit Vergroflerung des hydrophoben Tensidmolekiilteils
vergroBert sich der Transferentropie-Term bishin zu 35%/mal fiir CTAB/DMPG
bei T=50 °C (Tab.[3.3).

Insgesamt betrachtet ist der Verteilungsprozess der Alkyltrimethylammoniumbro-
mide in DMPC- und DMPG-Vesikel im untersuchten Temperaturbereich sowohl
von der Enthalpie als auch der Entropie getrieben. Mit Verlangerung der hydro-
phoben Alkylketten der Tenside nimmt der Entropieterm an Bedeutung fiir AGbT/ ‘
zu.

Die berechneten Verteilungskoeffizienten der Tenside zwischen der Grenzschicht
und den verschiedenen Lipidvesikeln P;/ " sind in Tab. 3.3/ und in Abb.[3.15 bei 60
°C zusammengefasst. Es ist keine Temperaturabhéngigkeit und kein Einfluss der
Lipidvesikelladung erkennbar. Die PYb/ "“Werte fiir DTAB-DMPC, DTAB-DMPG
und DTAB-PC/PG liegen zwischen 1.5 - 10° und 11 - 10°. Trotz der erkennbaren
Unterschiede der Reaktionswirme vs. R r-Kurvenverldufe zwischen den einzel-
nen kationischen Tensiden und dem zwitterionischen DMPC bzw. dem anionischen
DMPG, weist der intrinsische Verteilungskoeffizient unter Beriicksichtigung der
elektrostatischen Wechselwirkungen und unter Annahme der idealen Mischbar-
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Abb. 3.15: Abhéingigkeit des Verteilungskoeffizienten (P;/ Z) von der Kettenldnge des Tensids
bei 60 °C

keit des Tensides sowohl in der Bulk- als auch in der Lipidphase als auch un-
ter der Vorgabe, dass das Tensidmolekiil keinen ,flip-flop“ von der &dufleren in
die innere Lipidschicht der Vesikel vollzieht, keine charakteristischen Unterschie-
de auf. Dies bedeutet, dass keine unterschiedlichen spezifischen Wechselwirkungen
z. B. zwischen der quarterndren Ammoniumkopfgruppe der Tenside und der PC-
bzw. PG—Lipidkopfgru})pe nachzuweisen sind.Die apparenten Verteilungskoeffizi-
enten der Tenside (PY*’) mit DMPC sind ca. zehnfach kleiner als die P;/ “Werte
entsprechender Systeme aufgrund der elektrostatischen Abstofiung. Im Gegensatz
dazu sind die apparenten Verteilungskoefizienten der Tenside (PY?) mit DMPG
aufgrund der elektrostatischen Anziehungskréifte ca. zehnfach grofler als die ent-

sprechenden intrinsischen Verteilungskoeffizienten.

Mit zunehmender Kettenldnge der Tenside vergroflern sich der Verteilungskoef-
fizient des jeweiligen Tensids von DTAB iiber TTAB zum CTAB um eine Zeh-
nerpotenz. Der Einbau der Tenside mit zunehmenden hydrophoben Molekiilanteil
ist in Lipidvesikel begiinstigt. Ahnliche Ergebnisse wurden mit Gallensalzen (GS)
unterschiedlicher Hydrobhobie in DPPC-; DPPG- und POPC-Vesikel durch HiL-
DEBRAND et al.l'®! ermittelt. Im Gegensatz zu den hier vorgestellten Ergebnissen
zeigen diese Studien jedoch einen starken Einfluss der Lipidart auf den intrin-
sischen Verteilungskoeffizienten (P;/ ‘) zwischen negativ geladenen GS-Molekiilen
und DPPC- bzw. DPPG-Vesikeln. Die PY/*-Werte der GS-DPPG-Systeme sind im
Vergleich zu den GS-DPPC-Systemen um zwei Zehnerpotenzen erhcht, was auf
die stérkere Kriimmung der PG-Vesikel zuriickgefithrt wurde und nach Studien
von KELLER®®!Y mit dem nichtionischen OG bestitigt wurde.

Zusitzlich wurde die Verteilung von DDAB in 0.1 M NaCl, dem zwei-Cyo-kettigen
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Abb. 3.16: Experimentell ermittelte Reaktionswédrme @ (Quadrate) vs. molares Verhéltnis Li-
pid/Tensid der Verteilung von DDAB (0.1 mM) in DMPC- (links, 20mM) und DMPG- Vesikel
(rechts, 20 mM) durch 29 x 3ul Injektionsschritte bei 40 °C, 50 °C und 60 °C in 0.1 M NaCl mit
Kurvenanpassung2™ (durchgezogene Linien)

Alkyltrimethylammoniumbromid, zwischen Bulkphase und Lipidvesikel bestehend
aus DMPC und DMPG untersucht, um einen direkten Vergleich mit den Ver-
teilungsstudien an der Wasser-Luft-Grenzflache, die im Abschnitt [3.2.1 vorgestellt
werden, erzielen zu konnen (Anhang/A.1.3.2)). Auf die Untersuchung der Thermody-
namik der DDAB-Mizellisierung dieser Substanz musste aufgrund der sehr niedri-
gen cvc und dem kleinen Signal-Rausch-Verhéltnisses der Titration von vesikuléren
DDAB-Suspension in das Losungsmittel verzichtet werden. Nach MATSUMOTO!®!
betréigt die cvc von DDAB im Wasser ~0.014 mM. In der Literatur existieren jedoch
sehr unterschiedliche Angaben. JUNQUERA et al.?82 und anderel® 283289 hestimm-
ten deutlich grofiere cve-Werte im Bereich von 0.05—0.18 mM. Fest steht, dass sich
nach Uberschreiten dieser kritischen Konzentration statt Mizellen kleine runde Par-
tikel mit einem Durchmesser von 10—12nm bilden, die einen vesikuldren Aufbau
besitzen?®%. Erst ab einer Konzentration von 0.1 mM DDAB in 0.1 M NaCl in der
Reaktionszelle konnten auswertbare Verteilungsexperimente durchgefiihrt werden.

In Abb. 3.16 sind die experimentell ermittelten Reaktionswarmen (Q als Funkti-
on von R, mit den Kurvenanpassungen zusammengefasst. Auch hier wird er-
sichtlich, dass die Titrationskurvenform charakteristische Unterschiede zwischen
DDAB/DMPC und DDAB/DMPG aufgrund des elektrostatisch modulierten Ein-
baus der Tensidmonomere in entsprechende Lipidvesikel aufweist. Die Analyse
der Energiewerte in Tab. [3.4/ und Abb. [3.14 (farbig gekennzeichneten Symbole)
zeigt eine geringe VergroBerung der negativen Transferenthalpiewerte der DDAB-
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Tensid| Lipid | T P;/i p;/aq A H%b/aq AG%W T AS;,b/i
°C kJ/mol kJ/mol kJ/mol

DTAB | DMPC| 40 1.5-105 | 9.4-10* | -14.2 -31.0 17.0

50 4.5:10° | 2.2:10° |-17.1 -35.2 18.0
60 2.5-10° | 1.4-10° | -17.6 -34.3 16.9

DMPG| 40 1.9-10° | 4.4-10% | -13.8 -31.8 17.7
20 3.0-10° | 7.1-10¢ | -21.8 -33.9 12.0
60 2.6-10° | 5.0-10° | -26.8 -34.3 7.8

PC/PG| 40 3.0-105 | 2.2:10% | -15.9 -33.1 16.8
(1:1) 50 11-10° | 8.3-10% | -15.9 -37.3 21.6
60 9.2.10° | 7.1-10° | -21.8 -38.1 16.3

TTAB | DMPC| 40 8.9-10° | 2.4-10° |-16.3 -41.4 254
20 6.3-10° | 1.8-10° | -20.5 -41.9 21.5
60 6.4-105 | 1.8-10° | -23.0 -43.5 20.5

DMPG| 40 1.2:10° | 1.0-107 | -14.2 -36.4 224
50 2.6-105 | 1.4-107 | -21.8 -39.8 18.0
60 9.6-10° | 4.8-107 | -20.9 -44.4 23.6

PC/PG| 40 | 20-10° | 15107 |-23.0 [-37.7 | 145
(1:1) |50 | 1.0-107 | 82107 |-235 |-435 |19.7
60 | 1.7-107 |1.2:10% |-30.1 |-46.1 | 16.2

CTAB | DMPC | 40 9.3-107 | 3.0-10¢ | -13.0 -47.7 34.7
20 7.6-107 | 3.3-105 | -20.9 -48.6 27.9
60 6.4-107 | 2.8-10° | -23.0 -49.8 26.8

DMPG| 40 3.6-107 | 2.6-10% | -13.8 -45.2 31.5
20 9.8-107 | 7.0-10% | -14.7 -49.4 34.9
60 9.0-107 | 6.5-10% | -18.4 -50.7 32.5

PC/PG| 40 | 4.0-107 |3.0.10% |-23.8 [-456 |21.5
(1:1) |50 | 7.3107 | 54108 |-226 |-435 | 19.7
60 | 1.4-10° |1.1-10% |-25.1 [-51.9 | 26.9

Tab. 3.3: Molare Transferenergien AH;’b/aq, AGOT"b/aq und TAS;’b/i sowie qu/i und P;/aq der
Tensidverteilung von DTAB, TTAB bzw. CTAB zwischen 0.1 M NaCl und DMPC-, DMPG- bzw
DMPC/DMPG(1:1)-Vesikel als Funktion der Temperatur
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Tensid| Lipid | T pb/i P | AHSY| AGSY | TASSY

OC kJ/mol kJ/mol kJ/mol
DDAB | DMPC | 40 4.6-107 | 2.9-106 |-9.2 -46.1 36.8

50 7.6-107 | 4.6-10° |-8.8 -48.6 40.0

60 7.2.107 | 3.8-10% |-7.9 -50.2 42.0

DMPG| 40 1.2:.10" | 1.2:10% | -10.5 -42.3 32.0
20 1.1-.10 | 1.0-10® | -12.6 -43.5 31.1
60 6.7-10" | 6.4-10% | -10.1 -49.8 40.0

Tab. 3.4: Molare Transferenergien AH;’b/aq, AGOT’b/i und TAS;’b/i sowie P%/aq und ij/aq der
DDAB-Verteilung zwischen 0.1 M NaCl und DMPC- bzw. DMPG-Vesikel als Funktion der Tem-
peratur

Lipid-Gemische im Vergleich zu den DTAB-Lipid-Systemen, die fiir das DDAB-
DMPC-System zwischen -7.9 und -9.2%/mol und fiir das DDAB-DMPG-System
zwischen -10.1 und -12.6%J/mol variieren. Es ist auch hier kein deutlicher Unter-
schied von AH;/ “ zwischen DMPC und DMPG und desweitern kaum eine Tem-
peraturabhéngigkeit erkennbar. Mit den kleineren Betrigen von AH;/ “ geht eine

Verkleinerung der negativen AC;;,/ iT-Betréige des Transfers von DDAB von der ve-
sikuldren Struktur in die Lipidvesikel einher.

Im Gegensatz dazu weisen die negativen Freien GiBBS-Enthalpie-Werte der DDAB-
Lipidsysteme bedeutend groflere Betriage aufgrund des Vorhandenseins zweier hy-
drophober Ketten in Vergleich zum einkettigen DTAB auf (AGZZ’F%——42 bis -50 kJ/mol),
was auf das Vorhandensein von DDAB-Monomeren in der vorgelegten Tensidlosung
schlieflen l&sst. Der TAS:bF/ ‘“Term zeigt eine deutliche Vergréfierung der positiven
Werte mit zunehmender Temperatur und liegt insgesamt mit 31 bis 42 J/mol-K weit
iiber den Werten der DTAB-Lipid-Systeme.

Die ermittelten intrinsischen Verteilungskoeffizienten (Pb l) fiir DDAB-PC betra-
gen 4.6—7.6-107 und fiir DDAB-PG 1.1—-6.7-107. Sie sind als farbige Symbole in
Abb. 3.15/ dargestellt und in der GréBenordnung mit den Py b/ Werten des cinket-
tigen CTAB in DMPC- und DMPG-Vesikel vergleichbar.

In der Literatur existieren bislang keine thermodynamischen Verteilungsstudien
der verwendeten kationischen Tenside mit DMPC- bzw. DMPG-Vesikel. INOUE et.
all2%7 ermittelte unter Verwendung der statischen Lichtstreumethode fiir TTAB
bzw. CTAB die Verteilungskoeffizienten zwischen Wasser und DPPC-Vesikel ohne
Beriicksichtigung der Elektrostatik bei einer Temperatur oberhalb der Hauptpha-
senumwandlungstemperatur des Lipids in reinem Wasser. Es wurden Werte von
9.6-10% bzw. von 1.8-10* ermittelt, die im Vergleich zu den mit der ITC ermittelten
PY’“Werten bedeutend kleiner sind. PANTALER et. all'®8 berechnete einen Vertei-
lungskoeffizienten von 1.3-10% fiir DTAB in Erythrozytenmembranen bei 37 °C bei
einer DTAB-Konzentration, die zur Lyse der Vesikel fiihrt.
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Zusammenfassung

Mit Hilfe der ITC wurde die Verteilung der kationischen Tenside DTAB, TTAB
und CTAB in DMPC- und DMPG-Vesikeln bzw. in DMPC/DMPG 1:1 Mischvesi-
keln in 0.1 M NaCl in einem Temperaturbereich von 40—60 °C untersucht. Durch
die Anwendung der von KELLER?™ entwickelten Fitroutine zur Auswertung der
experimentell ermittelten Reaktionswéirmen unter Annahme der idealen Mischbar-
keit des Tensides in der Bulk- und Vesikelphase, unter der Beriicksichtigung der
elektrostatischen Wechselwirkungen sowie der Annahme, dass das Tensidmolekiil
bei 60 °C noch keinem nennenswerten ,flip-flop® von der &ufleren in die innere
PL-Schicht der Vesikel unterliegt, wurden der Verteilungskoeffizient P;/ " und ij/ “

sowie die Energiewerte fiir AH:bF/ ", AG?F/ " und TAS:bF/ " ermittelt.

Ein Vergleich der Verteilungskoeffizienten ergibt mit zunehmender Kettenldnge des
Tensids eine Vergrofierung in dér Reihenfolge von DTAB<TTAB<
CTAB~DDAB um ca. eine Zehnerpotenz. Es wurden keine signifikanten Unter-
schiede von P;l/ " zwischen den einzelnen kationischen Tensiden mit den zwitterio-
nischen DMPC- bzw. den anionischen DMPG-Vesikel und dem Lipidgemisch er-
fasst. Die apparenten Verteilungskoeffizienten aller Systeme, ermittelt ohne elektro-
statischer Korrektur, zeigt eine deutliche Verkleinerung der Tensid-DMPC-Werte
aufgrund der elektrostatischen Abstoflung zwischen den kationischen Mischvesi-
keln und den verbleibenden kationischen Monomeren bzw. eine Vergréflerung der
Tensid-DMPG-Verteilungskoeffizienten infolge der elektrostatischen Anziehung
zwischen anionischen PL-Vesikeln und kationischen Tensidmonomeren.

Die Transferenthalpien der einzelnen Tenside verdndern sich vom DTAB zum
CTAB sowie zwischen den verschiedenen Lipidvesikeln kaum. Sie weisen mit Tem-
peraturerhohung nur geringfiigig kleinere Werte auf. Die Transferenthalpien des
Verteilungsprozesses sind etwas kleiner als die der Mizellisierungsenthalpien. Die
Transferenthalpien der DDAB-Lipidsysteme sind jedoch bedeutend grofer.

Mit zunehmender Kettenldnge der Tenside verkleinern sich die Freien GIBBS-
Enthalpie-Werte und vergroflern sich die Entropieterme. Sie zeigen eine grioflere
Temperaturabhéngigkeit aber keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Ober-
flichenladungen der PL-Vesikel. Die treibende Kraft der Alkyltrimethylammonium-
bromid-Verteilung zwischen der wéssrigen Phase und der Lipidphase ist sowohl
enthalpischer als auch entropischer Natur.

In dem kleinen Temperaturbereich von 40 °C bis 60 °C sind die Transferenthalpie-
werte und Verteilungskoeffizienten schwach temperaturabhéngig. Nach den bisher
verdffentlichten Lipid-Tensid-Verteilungsstudien ist mit zunehmender Temperatur
eine Verkleinerung der Transferenthalpie und der Verteilungskoeffizienten zu er-
warten. Nach Studien an SDS mit POPC-Vesikeln?™! erfolgt mit zunehmender
Temperatur ein , flip-flop“ der Tensidmolekiile von der dufleren in die innere Li-
pidschicht der Vesikel. Die ermittelten Verteilungskoeffizienten fiir SDS variieren
zwischen 4.5 und 1.5-10° im Temperaturbereich von 25—65 °C. Die Freien GIBBS-
Enthalpiewerte und Entropiewerte sind in guter Ubereinstimmung mit den berech-
neten Werten fiir die DTAB-Lipid-Systeme. Unter der Annahme, dass auch bei den
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hier verwendeten kationischen Tensiden ein , flip-flop* der Alkyltrimethylammoni-
umbromide innerhalb des Bilayer stattfindet, sollte der Verteilungskoeffizient bei
hoheren Temperaturen kleiner sein.

3.1.3 Solubilisierung der Lipidvesikel in Mischmizellen
Untersuchungen mit ITC

Die ITC diente weiterhin zur Charakterisierung der Vesikel-Mizell-Phasenumwand-
lung der DMPC-, DMPG- und DMPC/DMPG (1:1)-Vesikel mit den Alkyltrime-
thylammoniumbromiden in 0.1 M NaCl bei 30 °C und 60 °C (Abschnitt A.1.3.3).
Wie im allgemeinen Phasendiagramm der Vesikel-Mizell-Umwandlung (Abb. 2.14)
ersichtlich, fithren die Solubilisierungsexperimente durch die drei Bereiche des Pha-
sendiagramms. Dafiir wurde die zu injizierende Tensidkonzentration von DTAB,
TTAB und CTAB weit oberhalb der emce des jeweiligen Tensids gewéhlt.

In Abb. [3.17 ist je ein Beispiel der Solubilisierung von DMPC-Vesikeln (links)
bzw. DMPG-Vesikeln (rechts) mit DTAB bei 60 °C in 0.1 M NaCl zu sehen. Die
mizellare DTAB-Losung wurden in 100x1ul (links) bzw. in 100x2.5ul (rechts)
Injektionsschritten in die Messzelle titriert, die die Lipiddispersion in definierter
Konzentration von 2mM enthielt.

Anhand der Heizleistung-Zeit-Diagramme (Abb. 3.17A und A’) und anhand der
durch die Integration der Titrationspeaks ermittelten Reaktionswirmen
(Abb. [3.17B und B’) ist erkennbar, dass die DTAB-Zugaben in DMPC-Vesikel
ausschlieBlich endotherm von +5%/mol bis 4+13kJ/mol verlaufen. Zu Beginn der Ti-
tration von DTAB in DMPG-Vesikel zeigen die Peaks deutlich eine Uberlagerung
von endo- und exothermen Prozessen, die in einem Reaktionswirmeverlauf von
-17%J/mol bis +13kJ/mol resultieren. Im vesikuldren Bereich des Solubilisierungsex-
perimentes finden demnach verschiedene elementare Prozesse nacheinander oder
gleichzeitig statt.

Die Reaktionswéirmen dieses Bereiches setzen sich aus den Enthalpiebeitragen der
Demizellisierung von DTAB (gelbe Kurve) (AH7/*) aufgrund des vollsténdigen
Zerfalls der Tensidmizellen in Monomere sowie den partiellen Transferenthalpie-
beitriigen des Tensidmonomers in die Vesikel (AHY") zusammen (rote Kurve).

AHY" ist dabei vom Verteilungskoeffizienten P des Tensides zwischen wis-
sriger und Vesikel-Phase abhéngig. Aufgrund des Aufbaus einer positiven Ober-
flichenladung im Zuge des Einbaus von DTAB in DMPC-Vesikel werden die freien
DTA*-Tonen in der wissrigen Phase abgestofien. Trotzdem sind die Tensidmono-
mere aufgrund des hydrophoben Effektes bestrebt, sich bevorzugt in Lipidvesikel
einzubauen, um sich nicht frei in der wéssrigen Losung zu bewegen, sodass das
Gleichgewicht auf die Seite des Tensideinbaus in Lipidvesikel verschoben wird. Bei
geringer Tensidkonzentration iiberwiegt der Anteil der Transferenthalpie des Ten-
sides von der wissrigen in die vesikuldre Phase. Die Transferenthalpie nimmt zu
Beginn der Injektionen aufgrund der sich entwickelnden elektrostatischen Absto-
Bung am Beispiel der Tensid-DMPC-Systeme ab, sodass die Reaktionswirmen zu
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Abb. 3.17: ITC-Solubilisierungsexperiment: Titration einer 250 mM mizellaren DTAB-Losung
in eine vesikulédre 2mM DMPC-Dispersion (100x 1ul, links) bzw. in eine 2mM DMPG-Dispersion
(100x 2.5u1, rechts) in 0.1 M NaCl bei 60 ° C. A: Heizleistung vs. Zeit, B: molare Reaktionswérme
Q@ als Funktion der Tensidkonzentration cr, gelbe Kurve: Demizellisierung von DTAB, C: 1.

Ableitung von B mit den Extrema ¢ und 59
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Beginn des Solubilisierungsexperimentes stark ansteigen. Die weitere Zugabe von
Tensidmolekiilen in die Reaktionszelle fithrt bei einem mit Tensid angereichertem
Vesikel zu einem nur noch geringen weiteren Einbau des Tensides und die Re-
aktionswarmen stellen sich infolge auf einen konstanten endothermen Wert ein.
Die kationischen Tensid-DMPG-Systeme weisen zu Beginn des Solubilisierungs-
experimentes einen steileren Anstieg des Reaktionswirmeverlaufs auf. Der parti-
elle Transfer der vollstdndig demizellisierten Tensidmolekiile in DMPG-Vesikel ist
wihrend der ersten Titration durch elektrostatische Anziehung verstéirkt. Eine wei-
tere Zugabe an DTAB zu den MV fiihrt nur noch zu einem verringerten Einbau
der Tensidmolekiile aufgrund der Neutralisation der Oberflichenladung bzw. der
anschliefenden positiven Aufladung der Vesikel bei groflerem Tensidanteil als Lipi-
danteil in der Membran. Die Tensideinlagerung in die Vesikel nimmt ab, sodass sich
die Brutto-Reaktionswiarme () auf einen konstanten endothermen Wert einpegelt,
der in diesem Bereich vor allem aus der Demizellisierungsenthalpie resultiert. Die
Hohe der Heizleistungspeaks korreliert jedoch aufgrund eines komplexen Zusam-
menspiels exo- und endothermer Prozesse unterschiedlicher Kinetik wéihrend der
ersten Injektionen nicht mit den integrierten Reaktionswérmen Q).

Die quantitative Beschreibung der normalisierten Reaktionswarme des mischvesi-
kuldren Bereichs (Q%) durch die Zugabe von mizellarer DTAB-Losung zu DMPC-
Vesikeln in der Reaktionszelle ist gegeben durch:

AV a m,a
Qg“ = V (CbT - (1 - 7) é%) ’ AH;)"/ ! + A]¥§)’,ve1ﬂduen + AI_[T’ I (323)

wobei AH% der normalisierten Verdiinnungswéirme, V' dem Volumen der
Reaktionszelle, AV dem Injektionsvolumen und & bzw. ¢ der Gleichgewichts-
konzentration von membrangebundenen Tensid vor bzw. nach der Injektion ent-
sprechen. Diese wurden nach GI.13.15 unter der Annahme der idealen Mischbarkeit
des Tensides in allen Phasen berechnet. Der apparente Verteilungskoeffizient des

Tensides zwischen Wasser- und Lipidphase (PY9) ergibt sich aus dem intrinsi-

schen Verteilungskoeffizienten (P;/ “) entsprechender Temperatur (Tab. 3.3) nach
GL.[3.18 und G1.13.19. Durch Einsetzen der Demizellisierungsenthalpie AH )71 von
DTAB bei 60 °C aus Tab. 3.2 (+14.8J/mol) ist der vesikuldre Bereich des Solubi-
lisierungsexperimentes simulierbar (Abb.[3.17A, rote Kurve). Die dabei ermittelte
Transferenthalpie der DTAB-Monomere von der Bulk- in die DMPC-Vesikelphase
aus den Solubilisierungsexperimenten betrigt AHY5 ,=-17.21/mo1, der ermittelte

verduen

intrinsische Verteilungskoeffizient Pg/Ti 4p = 2.0 10° bei einer Verdiinnungswiérme
von AHD 14 g verduen = 0-0006%7/mol, was in guter Ubereinstimmung mit dem durch

das Verteilungsexperiment ermittelten Transferenthalpiewert und Verteilungskoef-
fizienten (Tab. 3.3) steht.

Mit zunehmender Tensidkonzentration und zunehmender Temperatur ist das Per-
meationsvermogen der Tensidmolekiile in die Lipidvesikel erhéht. Zur Berechnung
der Reaktionswérme im vesikuldren Bereich wurde die Gesamt-Lipidkonzentration
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ohne Korrektur durch den , Lipidzugénglichkeitsfaktor* ~ verwendet, was den in-
trinsischen Verteilungskoeffizienten, ermittelt anhand der Solubilisierungsdaten,
aufgrund der grofleren Lipidkonzentration geringfiigig erniedrigt.

Mit fortschreitender Zugabe mizellarer DTAB-Losung zur DMPC-Dispersion (Abb.
3.17B und B’) kommt es ab einer Tensidkonzentration von ~6 mM zu einer deut-
lichen Abnahme der endothermen Titrationspeaks und damit der Reaktionsent-
halpien. Ab einer Tensidkonzentration von ~7mM vergréfern sich die Reakti-
onswarmen wieder und bleiben weiterhin endotherm. Dieser prinzipielle Reakti-
onswarmeverlauf ist auch auf das DTAB-DMPG-System iibertragbar. Die Ande-
rung der Reaktionswéarme in kleinere endotherme Titrationspeaks mit DMPG ist
fiir den DTAB-Konzentrationsbereich von 10 mM bis 12 mM ermittelt worden. Die
beiden Wendepunkte im Heizleistungs-Zeit-Diagramm sowie Reaktionswérmeplot

spiegeln die Sittigungs- und Solubilisierungsphasengrenze 5% und ¢ der Vesikel-

Mizell-Phasenumwandlung wider. ¢% entspicht hierbei der kritischen Tensidkon-
zentration der Sattigung der Vesikel. Die gebildeten Mischvesikel der Zusammen-
setzung R?sat kénnen keine weiteren Tensidmolekiile aufnehmen und beginnen ab
dieser Tensidkonzentration, in Mischmizellen der Zusammensetzung R7' oLy zer-
fallen. Die endothermen Reaktionswéirmen des Koexistenzbereiches resultieren aus
dem Transfer der Tensid- und Lipidmolekiile von tensidgesittigten MV zu lipid-
gesittigten MM. Zusétzlich verteilen sich freie Tensidmolekiile aus der Spritze, v.a.
bei Tensiden grofler cme, zwischen wéssriger Phase und MM in der Zelle, weil die
Tensidmonomerkonzentration innerhalb der Spritze (cmc) groBer als die in der Zel-

le (caTq’O) ist. Die Reaktionsenthalpie wird somit durch die Tensidtransferenthalpie
aus der Vesikelphase in die wiissrige Umgebung (b — ag, —AH;/ “), der Mizelli-
sierung (ag — m, AH' /29) und der gleichzeitig wirksamen Transferenthalpie der

Lipidmolekiile aus dem Vesikel in die Mizellen (b — m, AH?/ b) beeinflusst. Die
quantitativen Beitrdge hédngen von der Zusammensetzung der vesikuldren, mizel-
laren und wiissrigen Phasen ab, die durch R%**, R7** und ¢4*° gegeben sind. Bei
konstanten Beitrdgen innerhalb des Koexistenzbereiches sind die Reaktionswérmen
im Koexistenzbereich Qlj’frm nach HEERKLOTZ et al.l™ in Ubereinstimmung mit

der Phasenregel annéhernd konstant.

Die stetig abnehmenden endothermen Reaktionsenthalpien des dritten, mischmi-
zellaren Bereiches der Solubilisierung resultieren schliefSlich aus dem teilweisen Zer-
fall der Mizellen aus der Spritze zur Erhaltung des Tensidverteilungsgleichgewich-
tes zwischen wissriger und mischmizellarer Phase. Desweiteren treten noch Mi-
schungswérmen zwischen reinen Tensidmizellen und Mischmizellen auf. Im Gegen-
satz dazu resultieren bei Tensid-Lipid-Gemischen mit viel geringeren Tensid-cmc-
Werten nach HEERKLOTZ et al.l™! die geringen Reaktionswirmen im mischmi-
zellaren Bereich aus einer ,nichtidealen Mischbarkeit” oder einem Mizelliibergang
zweiter Ordnung,.

Eine quantitative Beschreibung des Koexistenzbereiches und mischmizellaren Be-
reiches der Solubilisierung von ionischen Tensiden mit Phospholipiden erfolgte
durch KELLERI?®! et al. am System POPC/SDS.

Mit der Bildung der 1. Ableitung der Reaktionswarme nach der Tensidkonzentra-
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tion (Abb. [3.17C und C’) ist die exakte Bestimmung der kritischen Grofien 5%
und ¢?'-Werte moglich, die zur Erstellung der Phasendiagramme von DTAB mit
DMPC-, DMPG-Vesikel und DMPC/DMPG (1:1)-Mischvesikel bei 30 °C und 60
°C (Abb.[3.18 bis Abb.3.20) verwendet wurden. Beispiele des Reaktionswérmever-
laufs als Funktion der Tensidkonzentration sind fiir die verschiedenen Tensid/
DMPC- bzw. /DMPG-Systeme bei 30 °C sowie 60 °C im Anhang Abb. B.1— B.4
dargestellt. Diese dienten der Erstellung der Phasendiagramme. Zur Verifizierung
der Phasengrenzen der unterschiedlichen Tensid-Lipid-Systeme wurden die durch
DLS ermittelten Phaseniibergénge in die Diagramme zusétzlich eingetragen. Diese
Ergebnisse werden am Ende dieses Abschnittes diskutiert.

Die lineare Regression der experimentell ermittelten ¢ und ¢5?'-Werte nach Gl. 2.4
und 2.5 fithren zu den R%*™ mit ¢%° bzw. R}** mit ¢49°"-Werten, die in Tab. 3.6
zusammengefasst sind. Der R%**-Wert am Beispiel des DTAB/DMPC-Systems bei
30 °C bzw. 60 °C betrdgt 0.52 bzw. 0.54. DMPC-Vesikel kénnen somit vor der
Solubilisierung 0.52—0.54 DTAB-Molekiile pro Lipidmolekiil ab einer freien Ten-
sidkonzentration von cj**" =

3.18mM bei 30 °C bzw. ¢j7** =5.64mM bei 60 °C aufnehmen. Analog dazu er-
gibt sich aus den RJ"*” des DTAB/DMPC-Systems bei 30 °C bzw. 60 °C, dass
eine Mizelle wenigstens 0.62 bzw. 0.90 Tensidmolekiile pro DMPC-Molekiil ent-
halten muss. Da ¢§7*"'=c39*'=c4° ist fiir das Beispiel DTAB/DMPC bei 30 °C
299%3.41, wobei die mit 3 ermittelbare lineare Regression zu relativ groBen
Abweichungen der R?sat- und R?’SOI—Werte fithrt. Es kann davon ausgegangen wer-
den, dass die tatsichlichen ¢2** und 4**-Werte bei geringeren Tensidkonzen-
trationen als die durch die lineare Regression ermittelten Werte liegen, da bei
ionischen und nichtionischen Tensiden mit abnehmender Lipidkonzentration die
kritischen 5%~ und ¢5?’-Werte abnehmen und von der Linearitéit der Phasengren-
zen abweichen. Diese Tendenz ist besonders bei den experimentellen Daten der
CTAB/Lipid-Systeme beobachtet worden, was die im Vergleich zu den eme-Daten
von CTAB relativ groBen ¢57** und ¢3**-Werte, ermittelt aus der linearen Re-
gression der Messpunkte bei gréferen Lipidkonzentrationen, erklart. Solubilisie-
rungsstudien mit Gallensalzen% und SDS bzw. DTAB mit DMPC in Wasser!'¢!
zeigen diese Abweichungen der Messdaten vom theoretisch linearen Verhalten der

cs- und c5?-Werte ebenfalls.

Aus der geringen Vergroferung von R%** und R}** mit zunehmender Kettenlinge
der Tenside bei 30 °C ist erkennbar, dass mehr Tensid pro Lipidmolekiil eingebaut
werden kann, je hydrophober das ,, Gastmolekiil“ ist. Die CTAB/Lipidsysteme zei-
gen bei 60 °C jedoch keine VergroBerung der R?sat und Ry ol Werte im Vergleich
zu den TTAB/Lipidsystemen bei entsprechender Temperatur. Das abweichende
Verhalten von CTAB bedeutet fiir das CTAB/Lipid-Verhéltnis im MV bei 60 °C
ein gleichbleibender bis geringerer Anteil an CTAB im MV und in der MM mit
zunehmender Temperatur und damit eine vergréferte Empfindlichkeit der Lipid-
vesikel gegeniiber CTAB als gegeniiber TTAB und DTAB bei 60 °C. Die genaue
Ursache dafiir ist z.Z. noch unklar. Die verstirkte Unordung der Acylketten von
CTAB bei hohen Temperaturen im Vergleich zu TTAB und DTAB kann zu ei-
nem verstarkt zerstorenden Einbau in die Lipidvesikel fiihren. Bei 60 °C wird der
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Einfluss der Alkylkettenldnge des Tensides auf das Tensid /Lipid-Verhéltnis in den
Mischaggregaten geringer. Eine Temperaturerh6hung fithrt durch die Erh6hung des
trans-gauche-Anteils der Kohlenwasserstoffketten zu einer gréfleren Beweglichkeit
und damit zu einer verstiarkten Fluidisierung der Alkylketten sowohl der Lipide als
auch der Tenside, sodass sich mehr Tensid pro Lipidmolekiil in die Vesikel bzw.
Mizellen einbaut. Gleichzeitig bedeutet dies, dass bei hoheren Temperaturen mehr
Tensid zur Sattigung und Solubilisierung der Vesikel notwendig ist bzw. die MV
bei 30 °C instabiler als bei 60 °C sind. Dies ist an den sich vergréBernden R%**
und RJ"*”-Werten des entsprechenden Tensid/Lipid-Systems von 30 °C zu 60 °C
erkennbar.

Aus den Abb. 3.18- 13.20/ ist ersichtlich, dass die Phasengrenzen der einzelnen
Tensid/Lipid-Gemische bei 60 °C eine Aufweitung der Koexistenzbereiche im Ver-
gleich zu den Phasengrenzen bei 30 °C aufweisen. Besonders bei grofien Lipid-
konzentrationen treten in einem weiten Konzentrationsbereich Mischvesikel neben
Mischmizellen im Gleichgewicht bei hoheren Temperaturen auf.

Eine wichtige Erkenntnis sind die mindestens doppelt so grofSen Ri}’sat- und Ry o0l
Werte und damit grofieren Tensid/Lipid Verhéltnisse in den entsprechenden MV
und MM der Tensid/DMPG-Gemische als in den Tensid/DMPC-Systemen. Dies
zeigt, dass sich bedeutend mehr Tensid pro DMPG-Molekiil in den Mischaggrega-
ten befindet bzw. mehr Tensid zur Sattigung und Solubilisierung der DMPG- als
der DMPC-Vesikel notwendig ist. R%**- und R7"** der Tensid/DMPG-Gemische
sind sowohl bei 30 °C als auch bei 60 °C > 1, was zeigt, dass ein Uberschuss
an Tensidmolekiilen im Mischaggregat vorliegt und die MV als auch die MM da-
mit an der Séttigungs-und Solubilisierungsphasengrenze positiv aufgeladen sind.
Die DMPC/DMPG-Mischvesikel weisen erwartungsgeméf eine ,, Zwischenstellung*
hinsichtlich der Rp-Werte auf.

Auch INOUE et al.'3" ermittelte anhand von Solubilisierungsuntersuchungen mit
dem negativen DLPA eine geringeres Solubilisierungsvermégen des kationischen
Tensids TTAB im Vergleich zu verschiedenen zwitterionischen PL, was mit stark
vergroferten R%*- und RJ*'-Werten zwischen 1—3 einhergeht. Dies spricht auch
in diesem System fiir eine nach der Ionenpaarbildung zusétzliche Einlagerung ka-
tionischer Tenside in die Vesikel, sodass diese vor der Umwandlung in MM eine
kationische Ladung aufweisen.

Untersuchungen von URABNEJA3 et al. an zwitterionischen Ei-Phosphatidyl-
cholin-Vesikeln bzw. an negativ geladenen Gemischen aus EPC/Dicetylphosphat-
Vesikeln mit DTAB, TTAB und CTAB bei 25 °C in Wasser ergaben ebenfalls eine
Verschiebung der ¢5%- und ¢5?-Werte zu grofieren Tensidkonzentrationen mit ne-
gativ geladenen Vesikeln. Zwischen kationischen Vesikeln, bestehend aus EPC/Ste-
arylamin und negativen Vesikeln besteht jedoch kein signifikanter Unterschied
in der Lage der Solubilisierungs-“onset“- und -,offset“-Konzentration. In dieser
Lichtstreu-Studie wurde jedoch ausschliellich mit einer Lipidkonzentration <1 mM

gearbeitet, sodass R**'- und RJ"*” nicht berechnet werden konnten.

Insgesamt betrachtet, verschieben sich die Phasengrenzen mit zunehmender Hydro-
phobizitit des Tensids zu geringeren Tensidkonzentrationen, was mit dem Verschie-
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Abb. 3.18:  Phasendia-
gramme  der  Vesikel-Mi-
zell-Umwandlung von
DTAB-DMPC (oben),
DTAB-DMPC/DMPG (1:1)
(mitte) und DTAB-DMPG
(unten) bei 30 °C (links)
und 60 °C (rechts) in 0.1M
NaCl:  Tensidkonzentration
cr vs. Lipidkonzentration
c, in der Zelle; ¢ (ge-
schlossene  Symbole)  and
cs?t (offene Symbole); die
durchgezogenen Linien sind
durch lineare Regression der
experimentellen Daten ermit-
telt, die Kreuze entsprechen
den Werten von ¢ (+) and
5t (x), ermittelt durch DLS
bei 30 °C (links) und 55 °C
(rechts); die gestrichelten
Linien entsprechen den cmc’s
von DTAB bei 30 °C bzw. 60
°C
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Abb. 3.19:  Phasendia-
gramme  der  Vesikel-Mi-
zell-Umwandlung von
TTAB-DMPC (oben),
TTAB-DMPC/DMPG (1:1)
(mitte) und TTAB-DMPG
(unten) bei 30 °C (links)
und 60 °C (rechts) in 0.1M
NaCl:  Tensidkonzentration
cr vs. Lipidkonzentration
c, in der Zelle; ¢ (ge-
schlossene ~ Symbole)  and
cs?t (offene  Symbole); die
durchgezogenen Linien sind
durch lineare Regression der
experimentellen Daten ermit-
telt, die Kreuze entsprechen
den Werten von c¢§* (+) and
5ot (x) ermittelt durch DLS
bei 30 °C (links) und 55 °C
(rechts); die  gestrichelten
Linien entsprechen den cmc’s
von TTAB bei 30 °C bzw. 60
°C
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Abb. 3.20:  Phasendia-
gramme  der  Vesikel-Mi-
zell-Umwandlung von
CTAB-DMPC (oben),
CTAB-DMPC/DMPG (1:1)
(mitte) und CTAB-DMPG
(unten) bei 30 °C (links)
und 60 °C (rechts) in 0.1M
NaCl:  Tensidkonzentration
cr vs. Lipidkonzentration
c, in der Zelle; ¢ (ge-
schlossene  Symbole)  and
cs?t (offene Symbole); die
durchgezogenen Linien sind
durch lineare Regression der
experimentellen Daten ermit-
telt, die Kreuze entsprechen
den Werten von ¢ (+) and
5t (x) ermittelt durch DLS
bei 30 °C (links) und 55 °C
(rechts); die gestrichelten
Linien entsprechen den cmc’s
von CTAB bei 30 °C bzw. 60
°C
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ben der emc zu geringeren Konzentrationen korreliert. Der Einfluss der Kettenldnge
des Tensides wurde von URBANEJA!*3] durch Messungen an zwitterionischen EPC-
Vesikel untersucht. Es ergab sich, wie auch die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen,
keine lineare Abhiingigkeit der ¢52* und c¢§?'-Werte von der Tensidkettenléinge son-
dern es wurden viel groflere kritische Konzentrationen von DTAB als von TTAB
bzw. CTAB beobachtet, wobei der Unterschied zwischen TTAB und CTAB gerin-
ger ist. Demnach sind bedeutend mehr DTAB- als TTAB- und CTAB-Molekiile zur
Sattigung bzw. Solubilisierung Lipidvesikel notwendig. Dies spiegelt sich auch in
der nicht-linearen Abhéngigkeit der cme der betreffenden Tenside wider (Tab!3.1).
Mit zunehmender Temperatur sind die Phasengrenzlinien zu grofleren Tensidkon-
zentrationen verschoben, was mit einer geringeren Verteilung der Tensidmolekiile
zwischen Bulk- und Vesikel-Phase aufgrund der grofleren Wasserloslichkeit des Ten-
sides bei hoheren Temperaturen und der damit verbundenen Verschiebung der

t ! .. : :
e und ¢ -Werte zu grofieren Konzentrationen einhergeht.

MaJHI et al.'® untersuchte die Solubilisierung von DMPC-Vesikeln mit DTAB
in reinem Wasser bei 30 °C und 60 °C und ermittelte bei 30 °C’ R%**=0.26 und
RI*'=0.36 bzw. bei 60 °C R%**=0.4 und RJ"*"=0.64. Die hier vorgestellten Er-
gebnisse der Solubilisierungsuntersuchungen in NaCl-haltigen Losungsmitteln zei-
gen eine Verbreiterung des Koexistenzbereiches bei grofleren Lipidkonzentratio-
nen und grofere Ry und R}7**-Werte im Vergleich zu den ermittelten Wer-
ten fiir DMPC und TTAB in Wasser (TTAB/DMPC/Wasser/30 °C: R%**=0.46,
R =063, 47°"=2.4 und }4*'=2.4)37 Die groBere Ionenstirke des Mediums
verursacht eine Reduktion der elektrostatischen Wechselwirkungen und fiihrt so zu
einer Begiinstigung der Aggregation, was anhand der cmc-Werte am Beispiel von
CTAB in Wasser und NaCl (Abschnitt. erldutert wurde. Die Verbreiterung
des Koexistenzbereiches und die Verschiebung der Phasengrenzen zu geringeren
Tensidkonzentrationen bei erhohter Ionenstirke (Salz) im Losungsmittel ist fiir
ionische Tensid/PL-Gemsiche bekannt und hinreichend diskutiert*3].

Untersuchungen an DMPC mit dem anionischen SDS in Wasser bei 60 °C ergaben
RY*=0.59 und R;*”=0.63 und in 0.1 M NaCl RY**"=1.05 und Rj"**'=1.52[180],
Zwischen DTAB und SDS existiert kein Unterschied in der Kettenldnge, sie un-
terscheiden sich aber hinsichtlich der Ladung und der Gréle der Kopfgruppe. Die
Solubilisierungskennzahlen von DMPC-Vesikeln durch SDS stimmen gut mit den
DTAB/DMPC-Werten (Ry**=0.54 und Rj*”'=0.90 bei 60 °C in NaCl) iiberein.
Im Gegensatz dazu ermittelte VAUTIER-GIONGO™?! am Beispiel des kiirzerketti-
gen DHPC stéirker attraktive Wechselwirkungen zwischen SDS und DHPC als zwi-
schen DTAB und DHPC, was auf Unterschiede im Kopfgruppenbau beider Tenside
zuriickgefithrt wurde. SDS besitzt eine kleinere Kopfgruppe (57A%(33]) als DTAB
(63A21]), Untersuchungen von DMPC mit dem nicht-ionischen Tensid OGM27 in
Wasser bei 27 °C und 70 °C ergaben viel grofiere R7** und Ri"*"'-Werte, was zeigt,
dass die Empfindlichkeit der DMPC-Vesikel gegeniiber nichtionischer Tenside ge-
ringer ist.

Eine genauere Analyse des Solubilisierungsverhaltens der Lipid/Tensid-Systeme
bietet der Vergleich der aus den Phasengrenzen ermittelbaren Verteilungskoeffizien-
ten, die in Tab. 3.7 zusammgefasst sind. Aus den Anstiegen der Regressionslinien
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der Phasendiagramme wurde der Tensidmolenbruch in den koexistierenden MV
(X2*"yund MM (X7*"") nach folgenden Gleichungen berechnet:

» Rb,sat _ Rm,sol
% = = b,sat T = = m,sol (324)
1+ Ry L+ Ry
Der Molenbruch-Verteilungskoeffizient der Tensidmolekiile (P}’ / b) bzw. des DMPC

oder DMPG (P}" / b) zwischen tensidgeséttigten Vesikeln und lipidgesittigten Mi-
zellen wurden folgendermaflen berechnet:

m m,sol
m/b _ XT _ XT

b X /b _ XZL B 1— X;n,sol
T Xg_‘ X;,sat

P = = 3.25
L Xz 1— X%sat ( )

Der Tensidverteilungskoeffizient zwischen der wéssrigen und der MV-Phase (P2

bzw. der MM-Phase (P}n/aq), wurde unter der Voraussetzung cyy = 55555 mM >>>
24 aus dem Verhiltnis der Molenbriiche des Tensides im Bilayer bzw. in der Mi-

aq,0
zelle und dem Molenbruch in Wasser (X570 = %) ermittelt:

b b,sat m m,sol
blag __ XT . XT m/aq __ XT . XT
PYI* = S = S0 PP = San = oo (3.26)

Der Molenbruch-Verteilungskoeffizient von DTAB und DMPC zwischen tensid-
gesittigten Vesikeln und lipidangereicherten Mizellen betrégt bei 30 °C P]gnT/f’L1 p=1.12
bzw. Ppll,.=0.94 und bei 60 °C Ppt’, .=1.35 bzw. Pp/},,=0.81. Der Verteilungs-
koeffizient der kationischen Tenside zwischen MM und MV ist erwartungsgemaf
>1, da der Molenbruch des Tensides in der mizellaren Phase gréfler als der in der
vesikuldren Phase ist. Analog dazu ist der Verteilungskoeffizient des Lipides zwi-
schen MM und MV <1. Mit zunehmendem hydrophoben Molekiilanteil im Tensid
sollte der Verteilungskoeffizient des Tensides zwischem MM und MV abnehmen,
weil der Molenbruch des Tensides in der vesikuldren Phase (X;’Sat) zunimmt. Dies
ist in jedem Fall fiir die TTAB/Lipid- im Vergleich zu den DTAB /Lipid-Systemen
zutreffend. Die CTAB/Lipid-Systeme weisen diesen Trend zu niedrigeren PgZ%ZB—
Werten nicht auf, die mit DMPC einen Wert von PgT/Zle.% und mit DMPG
Pgl%ngl.S?) annehmen. Der Verteilungskoeffizient des Tensides zeigt tendenzi-
ell groflere Werte mit DMPG- als mit DMPC-Vesikel. Der Verteilungskoeffzient
des Lipids DMPG zwischen den Mischaggregaten variierten bei 30 °C und 60
°C zwischen PDm]\/;PG:O.61—O.82 und ist geringfiigig kleiner als der Verteilungs-
koeffizient von DMPC Pglj\/f pc=0.81-0.95. Dies zeigt, dass von beiden geséttigten
Lipiden das DMPC leichter als das DMPG in die mizellare Phase iiberfiihrt wer-
den kann. Die Ursache liegt in den elektrostatischen Anziehungen zwischen den
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kationischen Tensidmolekiilen und den negativen PL-Molekiilen, die stabilere Vesi-
kel bilden als die tensidangereicherten DMPC-Vesikel. Untersuchungen mit GS an
Phosphatidylglycerol-Vesikel 9 ergaben umgekehrt eine zu geringeren Tensidkon-
zentrationen verschobene Solubilisierung aufgrund der elektrostatischen Abstoflung
zwischen den negativen Ladungen und gréfieren Hydratation der PL-Kopfgruppe.
Daran wird deutlich, dass die Ladung des ,, Gastmolekiils“ und die Ladung des PL
fiir die Solubilisierung von grofler Bedeutung sind.

Der Verteilungskoeffizient von DTAB zwischen der wissrigen und der Vesikel-
bzw. Mizellphase betrigt bei 30 °C P .= 5.6-10% baw. Pp/%.= 6.2-10° und
bei 60 °C PY = 3.4-103 bzw. Pp/%. = 4.6:10%. Diese Werte sind kleiner als
die mit SDS in POPC-Vesikeln ermittelten Werte von KELLER et al.28 die bei
65 °C Réngzkg:?).O-l()4 und Pgn[égq3.7-104 betragen, was am grofleren Einlagerungs-
vermogen des ungeséttigten POPC liegt. Insgesamt sind die Verteilungskoeffizien-
ten aufgrund elektrostatischer Abstoffung zwischen den positiv aufgeladenen MV
und MM infolge des Alkyltrimethylammoniumtensideinbaus in DMPC-Vesikel und
bei groBem Anteil von Tensid im DMPG-Vesikel kleiner als mit Korrektur der
elektrostatischen Effekte, die zu viel grofleren Verteilungskoeffizienten PYb/ * (Ab-
schnitt [3.1.2) der Membranadsorption von DTAB aus der wassrigen Grenzschicht
fithren. Am Beispiel des DTAB/DMPC-Gemisches betrégt Pg/TiAB:2.5-1O5 bei 60

°C unter Annahme von y=0.5 (Verteilungsexperimente) bzw. Pg/% 45=2.0-10° mit
v=1 (vesikulérer Teil der Solubilisierungsexperimente). Wie fiir viele andere nich-
tionische Tenside existiert fiir die Verteilung der Alkyltrimethylammoniumbromi-
de in DMPC- und DMPG-Vesikel eine nahezu linearen Abhéngigkeit zwischen der
Alkylkettenldnge des Tensides und der Freien molaren Standard-GiBBs-Enthalpie
(AG%b/ ") der Membranbindung (Abb. 3.14). Auch die Verteilungskoeffizienten P;/ “

und P’ /aq vergrofern sich mit zunehmender Kettenldnge am Beispiel von DMPC
bei 30 °C von P .= 5.6 -103 bzw. Pl = 6.2-103, iiber P9 .= 3.3-10* baw.
P59 — 3.6-10% bishin zu P .= 7.3-10* baw. PAl%%= 7.9-10°,

In Abb. 3.21] sind die ermittelten Verteilungskoeffizienten der Tenside zwischen
wiéssriger und Aggregat-Phase als Funktion der Kettenldnge der Alkyltrimethylam-
moniumbromide aufgetragen. Es ist auf dem ersten Blick erkennbar, dass sich die
Verteilungskoeffizienten mit zunehmender Kettenldnge und damit gréferer Hydro-
phobizitét des Tensidmolekiils vergrofern (Ausnahme CTAB-DMPC 60 °C). Des-
weiteren sind die Verteilungskoeffizienten bei 60 °C kleiner als bei 30 °C, was mit
der Vergroflerung der eme der Tenside mit zunehmender Temperatur einhergeht.
Erwartungsgeméf} sind die Werte von P’ /99 o15Ber als die Werte von P;/ “,

GeméB der Tab. 3.5, in der am Beispiel des DTAB/DMPC-Gemisches die Ther-
modynamik der kalorimetrisch untersuchten Prozesse bei 60 °C zusammgefasst
wurden, sind die Freien Standard-GiBBs-Enthalpien von DTAB aus der wéssrigen
Phase in die Aggregatphase als auch von der Vesikelphase in die Mizellphase
AG%I;X]? 2 negativ und nehmen im Betrag in folgender Reihenfolge ab: DTAB-
Ubergang von der wissrigen in die reine, mizellare Phase (aq—m)>DTAB-Transfer
von der wéssrigen Grenzschicht in die Vesikelphase (i—b)>DTAB-Transfer aus der
wéssrigen Bulkphase in die Vesikelphase (aq—b)>DTAB-Transfer von der Vesikel-
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Abb. 3.21: Abhéngigkeit der Verteilungskoeflizienten P;/ “ und Py’ / “?berechnet nach Gl. 3.26,
von der Kettenlinge des Tensides bei 30 °C und 60 °C in DMPC- und DMPG-Vesikel

phase in die Mizellphase (b—m). Die Verteilung von DMPC zwischen Vesikel und
Mizelle ist im Gegensatz dazu durch einen positiven Wert der Freien Standard-
GiBBS-Enthalpie gekennzeichnet. Die Vorzeichen und Gréflenordnung dieser Para-

meter entsprechen den Ergebnissen der SDS/POPC-Solubilisierungsstudie

0288

Tab. 3.5: Thermodynamik der DTAB-Verteilung zwischen wéssriger, mizellarer und vesikulérer
Phase mit DMPC bei 60 °C; * siehe Tab.[3.1 und Tab.[3.2, (1) aus dem Verteilungsexperiment
(Tab. 3.3), (2) aus dem Fit der Messpunkte des mischvesikulédren Bereichs des Solubilisierungs-
experiment berechnet (rote Kurve, Abb.[3.17)

Amphiphil | P1-P2 | X7/ i NS
kJ/mol
DTAB aq—m* 1 5.4-103 -37.5
aq—m X! 4.6-10° -23.4
aq—b Xh 3.4-10° -22.5
i —b! 2.510° | -34.3
i —b? 2.0-10° | -33.8
b—m XDt x| 1.35 -0.8
DMPC b—m Xt x| 0.8t +0.6
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°C mM mM

30 | DMPC | DTAB| 0.52 0.62 3.18 3.64 0.34 0.38
TTAB | 0.56 0.64 0.49 0.71 0.36 0.39
CTAB| 0.63 0.72 0.11 0.48 0.39 0.42

o e . b,sat m,sol aq,sat aq,sol b,sat m,sol
T Lipid Tensﬂ Ry Ry cp Cp X7 Xp

DMPG | DTAB| 1.21 1.90 6.35 6.72 0.55 0.66
TTAB | 1.54 2.42 0.90 0.90 0.61 0.71
CTAB| 1.71 2.29 0.23 0.09 0.63 0.70

DMPC/| DTAB| 0.82 | 154 |[553 |548 |045 |0.61
DMPG | TTAB| 1.09 | 167 [094 [091 |052 |0.63
(1:1) | CTAB|0.89 |1.81 037 | (- 0.47 | 0.64
0.21)

60 | DMPC | DTAB| 0.54 0.90 5.64 5.89 0.35 0.47
TTAB | 0.79 0.98 0.79 1.39 0.44 0.49
CTAB| 0.57 0.81 0.96 0.96 0.36 0.45

DMPG | DTAB| 1.23 2.17 7.33 8.19 0.55 0.68
TTAB | 1.64 2.87 1.13 2.82 0.62 0.74
CTAB | 1.19 2.61 0.09 0.88 0.54 0.72

DMPC/| DTAB| 0.84 |1.69 |6.75 |7.57 |046 |0.63
DMPG | TTAB| 122 [231 [070 |1.10 [055 |0.70
(1:1) |CTAB|1.15 [1.88 |0.13 |1.03 |053 |0.65

Tab. 3.6: ITC-Kenngrifien der Séattigungs- und Solubilisierungsphasengrenzen fiir die Solubili-
sierung von DMPC-, DMPG- und DMPC/DMPQG (1:1)-Vesikeln mit DTAB, TTAB und CTAB
in 0.1 M NaCl bei 30 °C und 60 °C, die durch lineare Regression der experimentell ermittelten
¢39t- und ¢59'-Werte ermittelt wurden, X5:** und X7** nach GI.13.24
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T | Lipid | Tensid P" | pM* | a0 | ph/ea | ppi/es
°C mM
30 | DMPC | DTAB| 1.12 [094 |341 |5.6-103| 6.2:10°

TTAB | 1.09 0.95 0.60 3.3-10%| 3.6-10%
CTAB | 1.08 0.95 0.30 7.3-10%| 7.9-10%

DMPG | DTAB|1.20 |0.76 |6.53 | 4.7-10°| 5.6-10°
TTAB| 1.17 0.74 0.90 3.7-10%| 4.4-10*
CTAB| 1.10 | 0.82 0.16 | 2.2:10°| 2.4-10°

DMPC/| DTAB| 1.35 0.72 5.51 4.5-10%] 6.1-10°
DMPG | TTAB | 1.20 0.78 0.93 3.1-10*| 3.8-10%
(1:1) CTAB | 1.37 0.67 0.08 3.3-10°| 4.5-10°

60 | DMPC | DTAB| 1.35 0.81 D.77 3.4-10%| 4.6-10°
TTAB | 1.12 0.90 1.09 2.2-10%| 2.5-10%
CTAB| 1.23 0.87 0.96 2.1-10| 2.6-10%

DMPG | DTAB| 1.24 0.70 7.76 3.9-10%| 4.9-10°
TTAB | 1.20 0.68 1.98 1.7-10%] 2.1-10%
CTAB | 1.33 0.61 0.49 6.2-10%| 8.3-10%

DMPC/| DTAB|1.38 | 0.68 |7.16 | 3.5:10% 4.9-10°
DMPG | TTAB| 127 | 0.67 |0.90 | 3.4-10%| 4.3-10*
(1:1) | CTAB|1.22 |0.75 |0.58 |5.1-10%| 6.3-10%

Tab. 3.7: Verteilungskoeffizienten ermittelt aus I'T'C-Solubilisierungsexperimenten von DMPC-
DMPG- und DMPC/DMPG (1:1)-Vesikeln mit DTAB, TTAB und CTAB in 0.1 M NaCl bei 30

°Cund 60°C, Py"'" und P}"’® wurden nach GL.13.25 berechnet; ¢37° = (c39°™ + 29°°") /2 unter
der Annahme, dass caTq’S“t = c%q"wl = c%q’o; qu/aq und P;l/aq nach GIL.[3.26
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Untersuchungen mit DLS

DLS-Messungen an den Lipidddispersionen, bestehend aus DMPC-, DMPG- bzw.
DMPC/DMPG-Vesikeln mit verschiedenem Tensidanteilen bei 30 °C sowie 55 °C
wurden durchgefithrt, um die mit ITC ermittelten Solubilisierungsphasengrenzen
zu bestétigen und Informationen iiber die Partikelgréfien der Mischaggregate zu
erhalten. In Abb. 3.18 [3.20 sind die Tensidkonzentrationen als Funktion der

Abb. 3.22: DLS-Solubilisierungsexperiment: Titration (10—20ul) einer mizellaren TTAB-Lésung
(200mM) in DMPG-Vesikel (8mM) in 0.1 M NaCl bei 55 °C: Auotokorrelationsfunktion bei
steigender Tensidkonzentration cy, MV+MM: Koexistenzbereich

Lipidkonzentration, ermittelt an den Phasengrenzen mit DLS, als gekreuzte Sym-
bole hinzugefiigt. Zur Bestimmung der Phasengrenzen erfolgte die Titration der
mizellaren Tensidlosung in 10—30 ul Schritten zu den PL-Vesikeln bei 30 °C und
55 °C. Ein Beispiel der ermittelten Autokorrelationsfunktionen nach jeder schritt-
weisen Zugabe einer 200 mM TTAB-Losung in DMPG-Vesikel (8 mM) bei 55 °C
ist in Abb. [3.22 dargestellt. Es lassen sich deutlich die drei Bereiche des Pha-
sendiagramms am Kurvenverlauf unterscheiden, deren Grenzen, markiert durch
gestrichelte Linien, aus den entsprechenden I'TC-Experimenten {ibernommen wur-
den. Fiir einige ausgewéhlte TTAB-Zugaben dieses Beispielexperimentes sind in
Abb.3.23 die Streuintensitatskurven in Abhangigkeit vom hydrodynamischen Ra-
dius R; dargestellt.
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Abb. 3.23: DLS-PartikelgréBenverteilung (ungewichtet) der Solubilisierung von DMPG-Vesikeln

(8mM) mit TTAB (200mM) in 0.1 M NaCl bei 55 °C: Anderung der PartikelgréBenverteilung
mit steigender Tensidkonzentration, MV: mischvesikuldrer Bereich MM: mischmizellarer Bereich,
MV~+MM: Koexistenzbereich

Die reinen Lipid-Vesikel weisen aufgrund der Extrusion durch ein Polycarbonat-
filter mit einem Porendurchmesser von 100 nm einen durchschnittlichen initialen
Rp-Wert von ~50 nm mit einer schmaleren Verteilung im Vergleich zu ausschliefSlich
durch Ultraschallbehandlung hergestellten Vesikeln auf. Im Gegensatz zu Unter-
suchungen mit GS an PL nach HILDEBRAND et al.’3% ist zu Beginn der Titra-
tion die Partikelgrofie der Vesikel durch den TTAB-Einbau kaum veréndert. An
der Sattigungsphasengrenze der PL-Vesikel steigt jedoch die Partikelgrofie bis zu
Radien von ~100nm an. Im Koexistenzbereich von MM und MV treten neben
grofleren Aggregaten von ca. 30—130nm Radius kleinere Mischaggregate von ca.
3nm auf. Des Weiteren existiert ab der Tensidkonzentration, bei der MM neben
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MYV vorliegen, ein weiterer, im Vergleich zu den Hauptfraktionen viel geringerer
Anteil an sehr groflen Aggregaten mit einem durchschnittlichen apparenten Ra-
dius von ca. 10000 nm, der bei allen untersuchten Tensid-Lipid-Systemen ab der
Sattigungskonzentration des Tensides beobachtet wurde. Diese intermediér detek-
tierbare Population grofler Strukturen sind moglicherweise wurmartige Mizellen,
die visuell durch Schlierenbildung innerhalb der Kiivette einhergehend mit einer
Viskositiatszunahme beobachtet wurden.

Im MM-Bereich nimmt die Partikelgréfie der MM mit zunehmender Tensidkonzen-
tration von 10nm bis 3nm weiter ab und die Fraktion an grofen Wurm-Mizellen
bleibt bestehen. Die angegebenen Radien der Aggregate kénnen insbesondere in
der Ndhe der Phasengrenzen nur als Orientierungshilfe dienen, weil wihrend der
Vesikel-Mizell-Umwandlung verschiedene Intermediate z. B. gedffnete Vesikel, stab-
chenformige Mizellen und Wurmmizellen auftreten, deren genaue Grofie mit der
DLS aufgrund der auf der STOKES-EINSTEIN-Bezichung basierenden Groéflenana-
lyse (sphérische Partikel, Gl.[2.26) nicht ermittelbar ist.

Die durchschnittlichen hydrodynamischen Radien der Aggregate der einzelnen Ten-
sid-Lipid-Systeme mit verschiedenen Lipidkonzentrationen bei 55 °C ist in den
Abb. [3.24— [3.26 zusammengefasst. Die Phasengrenzen werden aus dem Beginn
bzw. dem Ende des steil abfallenden Kurvenabschnittes ermittelt. Die gestrichelten,
senkrechten Linien stellen die durch die ITC ermittelten Séattigungsphasengrenzen
fiir die mit DLS verwendete niedrigste Lipidkonzentration bzw. die Solubilisierungs-
phasengrenzen fiir die mit der DLS verwendete hochste Lipidkonzentration dar. Es
liisst sich eine relativ gute Ubereinstimmung der mit beiden Methoden erhalte-
nen Phasengrenzen in Abb. 3.18— [3.20 sowie Abb. [3.24— [3.26 erkennen, obwohl
ein Temperaturunterschied von 5 °C zwischen den ITC- und DLS-Experimenten
bei hohen Temperaturen besteht und eine unterschiedliche Préaparation der Lipid-
vesikel (ITC: Ultraschall; DLS: Extrusion; Abschnitt A.3.2) zugrunde liegt. Die
analogen Ergebnisse der Tensid-Lipid-Systeme fiir die bei 30 °C ermittelten Pha-
sengrenzen sind im Anhang B Abb. B.5— B.7| gezeigt.

Im MV-Bereich, kurz unterhalb von %, steigt die Grofie der Vesikel sowohl bei
30 °C als auch bei 55 °C stark an. Mit zunehmender Lipidkonzentration ist das
Anschwellen der Vesikel vergrofiert, was besonders deutlich an den Untersuchun-
gen mit DMPG-Vesikeln in Abb. [3.25 bei 55 °C, aber auch bei 30 °C im Anhang
Abb. B.5 und B.6 ersichtlich ist. Bei einer DMPG-Konzentration von 8 mM ent-
stehen mit CTAB bei 55 °C MV eines Radius von ca. 250 nm. Aber auch die
Zugabe von Alkyltrimethylammoniumbromiden zu DMPC-Vesikeln fiihrt zu ei-
nem enormen Groéflenwachstum der Vesikel bei Konzentrationen kurz unterhalb
der Sattigungskonzentration. Sowohl mit DTAB, TTAB als auch mit CTAB bilden
sich bei einer DMPC-Konzentration von 5mM Vesikel von >100nm.

Das Vermogen der lamellaren Phase, durch die Zugabe von CTAB zu DMPC-
bilayer stark Wasser einzulagern, wurde auch von RYDHAG et al.'®l sowohl in
Wasser als auch in wissriger NaCl-Losung durch Rontgenbeugung und DLS un-
tersucht und bestéatigt. Es wurde fiir die MV dieses Systems im Wasser bei 30
°C eine max. Anschwellung bis zu 99 % Wasserinhalt gemessen. Die Ursache des
drastischen Anschwellens der lamellaren Phase durch die Zugabe der kationischen
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Abb. 3.24: DLS-Solubilisierung von DMPC-Vesikeln mit DTAB, TTAB und CTAB in 0.1M
NaCl bei 55 °C: hydrodynamischer Radius Ry, vs. Tensidkonzentration cp; geschlossenen Sym-
bole: c;,=2mM, offene Symbole: c;, =5 mM, Quadrate: Hauptfraktion, Dreiecke: Nebenfraktion;
senkrechte Linien entsprechen den ITC-Phasengrenzen fiir die Séttigung (sat*) und Solubilisie-
rung (sol*) der entsprechenden Lipidkonzentration

Tenside liegt in der sehr hohen Oberflichenladungsdichte der Bilayer infolge des
Einbaus der Tenside, die zu einer verstarkten Hydratation fiihrt. Dieser Effekt ist
nach diesen Untersuchungen grofler in reinem Wasser als elektrolythaltigen Me-
dien. Nach EKWALL?? betrigt die Querschnittsfliche von CTAB 0.25—0.30 nm?
und von DMPC 0.68 nm? innerhalb der lamellaren Phase.

Bei R%*=0.63 fiir CTAB/DMPC bei 30 °C in NaCl (Tab. [3.6) entspriiche dies
1.2-10'* Ladungen pro cm? Vesikeloberfliche. An jedes DTAB-Molekiil werden nach
kalorimetrischen, gravimetrischen und IR-spektroskopischen Untersuchungen von
BINDER et al.??l zusitzlich 2.6 Molekiile Wasser gebunden. Die kationisch auf-
geladenen Vesikel sind gegen Fusion elektrostatisch stabilisiert/???, sodass nicht
von einer Vergroflerung der Vesikel aufgrund der Zusammenlagerung der intakten
Vesikel ausgegangen werden kann.

Auch Untersuchungen an Lecithin-Cetyltrimetylammoniumchlorid-Gemischen mit
cryo-TEM!162 und an POPC/DTAB und CTAB-Gemischen2%) bestitigen diese si-
gnifikante Vergroferung der Vesikel kurz unterhalb der kritischen Tensidséttigungs-
konzentration in den Bilayern. Des Weiteren zeigten diese Studien die Existenz in-
termedidrer Strukturen, wie gedffneter Vesikel, sowie die zusétzliche Existenz von
fadenformigen, flexiblen, zylinderartigen MM ab c%mt. Nach NMR-spektroskopi-
schen- und cryo-TEM-Untersuchungen von GUSTAFSSON et al.l!5% 19 Jiegt die Ur-
sache des drastischen Vesikelwachstums von Lecithin/DTAB- und Lecithin/CTAB-
Gemischen an der Bildung von Porendefekten in den Vesikeln infolge einer loka-
len Entmischung innerhalb der Membran durch den Tensideinbau (,,edge-actant®).
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Abb. 3.25: DLS-Solubilisierung von DMPG-Vesikeln mit DTAB, TTAB und CTAB in 0.1 M
NaCl bei 55 ° C: hydrodynamischer Radius Ry, vs. Tensidkonzentration cr; geschlossenen Symbole:
c,=2mM, offene Symbole: c;, =4 mM, gekreuzte Symbole: c;, =8 mM, Quadrate: Hauptfraktion,
Dreiecke: Nebenfraktion; senkrechte Linien entsprechen den ITC-Phasengrenzen fiir die Séttigung
(sat*) und Solubilisierung (sol*) der entsprechenden Lipidkonzentration

Die so entstehenden offenen Vesikel verschmelzen darauf zu grofleren Aggregaten.
Die Bildung der ,,Membranlécher® wurde besonders mit CTAB und im geringeren
Ausmafl mit DTAB beobachtet. Als Ursache wurde hier der zunehmende Unter-
schied zwischen der Kettenldnge des Tensides und des Lipides angenommen, der
bei DTAB/EPC grofer als bei CTAB/EPC ist. Je ungleicher die Packung der Mo-
lekiile innerhalb der Membran ist, desto schwerer bilden sich Entmischungsgebiete,
sodass DTAB innerhalb der EPC-Vesikel weniger , kanten-aktiv* wirksam ist.

DTAB bzw. CTAB weisen im Vergleich zum DMPC und DMPG eine um zwei
Methyleneinheiten verkiirzte bzw. verlingerte Kette auf und TTAB besitzt die
gleiche Alkylkettenléinge wie die verwendeten PLL DMPC und DMPG. Das An-
schwellen der MV wurde jedoch in allen Systemen beobachtet, sodass der Einfluss
der Kettenléingen dieser Systeme fiir das Groflenwachstum weniger bedeutend ist.

Die DLS-Ergebnisse der DMPC/DMPG-Mischvesikel weichen von den Ergebnissen
der reinen Lipide ab. Bei 55 °C sinkt mit Zugabe an Tensid zunéchst der Vesikelra-
dius, um sich dann auch in der Ndhe von ccbp’sat stark zu vergroflern. Bei 30 °C weist
nur das DTAB-DMPC/DMPG-Gemisch diesen Radienanstieg mit zunehmender
Tensidkonzentration auf.

Nach den DLS-Ergebnissen erfolgt der Vesikel-Mizell-Ubergang mit zunehmender
Tensidkonzentration von intakten Vesikel iiber stark angeschwollene Vesikel zu klei-
nen Mischmizellen. Der Prozess der stdbchenférmigen oder runden Mizellbildung
ist in allen Systemen durch die gleichzeitige Bildung und Existenz von wurmartigen
Superaggregaten gekennzeichnet. Es wurde keine deutliche Verdnderung der Parti-
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Abb. 3.26: DLS-Solubilisierung von DMPC/DMPG (1:1)-Mischvesikel (6 mM) mit DTAB,
TTAB und CTAB in 0.1 M NaCl bei 55 °C: hydrodynamischer Radius Ry, vs. Tensidkonzen-
tration cp; Quadrate: Hauptfraktion, Dreiecke: Nebenfraktion; senkrechte Linien entsprechen
den ITC-Phasengrenzen fiir die Séttigung (sat®) und Solubilisierung (sol*) der entsprechenden
Lipidkonzentration

kelgrBe bei nur geringer Tensidkonzentrationen beobachtet, was in Ubereinstim-
mung mit Untersuchungen von ALMGREN!%! an EPC/CTAB steht.

Untersuchungen mit DSC

Die ITC- und DLS-Solubilisierungsstudien wurden sowohl bei 30 °C als auch bei
55 °C durchgefiihrt, beides Temperaturen oberhalb der Hauptphasenumwandlung-
stemperatur der reine Lipide DMPC und DMPG, sodass sie vor dem Tensidein-
bau in der fluiden, fliissigkristallinen L,-Phase vorliegen. Die DSC-Untersuchungen
wurden durchgefiihrt, um den Einfluss der Tensidinkorporation in die Lipidmem-
bran auf die Phasenumwandlungstemperatur des Lipides zu untersuchen. Gerade in
Hinblick auf die lytische Wirkung der kationischen Tenside auf Membranen und der
damit verbundenen Anwendungsmoglichkeiten ist die Phasenumwandlungstempe-
ratur eine entscheidende Gréfle, da Membranen ihre biologische Funktionen meist
nur in der fliissigkristallinen Phase aufrecht erhalten kénnen. 7;, von Membranen
ist ein Maf fiir die Packungsdichte in der Gelphase. In der Gelphase kommt es
zur Anndherung der all-trans-Kohlenwasserstoffketten und somit einem gegeniiber
dem Entropieverlust groflen Gewinn an VAN-DER- WAALS-Wechselwirkungen. Bei
der Auswertung von T, wurde sich nur auf die Peakmaxima bezogen.

Die Experimente wurden unter Variation des Lipidtyps, Variation der Kettenlédnge
des Tensids sowie unter Tensidkonzentrationsdnderung durchgefiihrt. Die Tensid-
konzentrationen wurden so gewéhlt, dass entweder MV, MV neben MM oder aus-
schliefilich MM vor dem Aufheizen der Probe vorlagen. Durch das Aufheizen der
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Gelphasenvesikel, die ab bestimmten Tensidkonzentationen mit MM koexistieren,
erfolgt eine Umwandlung in den mischmizellaren Zustand.
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Abb. 3.27: DSC Autheizkurven (zweiter Scan): Abhéngigkeit der isobaren Wérmekapazitéit von
der Temperatur von DMPC (5mM, links), DMPG (5mM, mitte) und DMPC/DMPG (1:1)-
Gemischen (5mM, rechts) mit zunehmendem DTAB-Anteil in 0.1 M NaCl; zur besseren Sicht-
barkeit wurden die Rohkurven entlang der Ordinatenachse verschoben

Fiir alle untersuchten Systeme sind die zweiten Aufheizkurven in Abb.[3.27, Abb.
3.30/ und Abb. [3.31 mit unterschiedlichen Anteilen des jeweiligen Tensides dar-
gestellt. Der erste Scan unterschied sich von den folgenden, weil die Zugabe des
Tensids zu den vorpréparierten Vesikel zu Strukturen fiithrte, die noch nicht im
Gleichgewicht vorlagen. Dies liegt an der begrenzten Fahigkeit der Tensidmolekiile,
sich in Lipidbilayer, die sich im Gel-Zustand befinden, einbauen zu kénnen. Wenn
diese Gemische iiber T, erhitzt werden, kommt das System in den Gleichgewichts-
zustand und alle folgenden Scans sind reproduzierbar. Die Zusammensetzung der
Gemische orientiert sich an den durch I'TC ermittelten Phasendiagrammen, sodass
Proben der Zusammensetzung des vesikuldren Bereiches, der Koexistenzphase so-
wie der mischmizellaren Phase préapariert und vermessen wurden.

Die reinen Lipide DMPC bzw. DMPG (roten Kurven) weisen bei 7,=14 °C bzw.
11.4 °C die Vorumwandlungstemperatur (Lg— Pg ) und bei 7,,=24 °C bzw. 22 °C
die Hauptphasenumwandlungstemperatur (Pg— L,) auf. Bei dem DMPC/DMPG-
Gemisch (1:1) betragt 7,,=24.7 °C und die Vorumwandlung ist kaum noch erkenn-
bar.

In Abb. 3.28]ist die Abhéngigkeit von T}, mit zunehmendem DTAB-Anteil sowohl
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Abb. 3.28: DSC: Abhingigkeit der Phasenumwandlungstemperaturen (Peakmaxima) von
DMPC (5mM, links), DMPG (5mM, mitte) und DMPC/DMPG (1:1)-Gemischen (5mM,
rechts) mit zunehmendem DTAB-Anteil in 0.1 M NaCl; geschlossene Symbole: Umwandlung von
Pg/— L,; offene Symbole: zweite Peak der Hauptphasenumwandlung; die roten Linien entsprechen
T,, der reinen Lipide

von DMPC, DMPG als auch DMPC/DMPG (1:1) dargestellt. Es ist erkennbar,
dass die T;,-Verschiebung zu tieferen Temperaturen in allen DTAB-Lipid-Systemen
sowie ein vollstdndiges Verschwinden der Vorumwandlungspeaks vom DMPC und
DMPG auftritt. Die Gelphase der PL wird aufgrund des Tensideinbaus destabili-
siert.

Mit zunehmendem DTAB-Anteil (2—6mM) in der 5mM DMPC-Suspension split-
tet sich der Hauptphasenumwandlungspeak in zwei Peaks (geschlossene Symbole
und offene Symbole in Abb.3.28 auf, was nicht nur auf die Koexistenz der DMPC-
Vesikel in der Gel- und der fliissigkristallinen Phase zuriickzufiihren ist, sondern auf
ein komplexeres Mehrphasengleichgewicht unterschiedlicher Strukturen. Dies kann
mit der Bildung von tensidangereicherten und tensidarmen Regionen innerhalb
des Vesikels interpretiert werden. Die Zugabe von Tensidmolekiilen zu Lipidvesi-
keln fiihrt zu einer Serie von verschiedenen Gleichgewichtszustédnden bis schlieflich
die Bilayerstruktur der Vesikel zerstort wird.

Mit weiter zunehmenden DTAB-Konzentrationen bis ca. 15mM sinkt 7, von
DMPC als auch DMPG bis auf ~ 10 °C. Der Umwandlungspeak verbreitert sich
mit zunehmenden DTAB-Einbau in DMPC-Vesikel und die Umwandlungsenthalpie
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Abb. 3.29: DSC: Abhéingigkeit der Phasenumwandlungsenthalpie AyH von DMPC (5mM,
links), DMPG (5mM, mitte) und DMPC/DMPG (1:1)-Gemischen (5mM, rechts) mit zuneh-
mendem DTAB-Anteil in 0.1 M NaCl

entsprechend der Peakfliiche verkleinert sich von 30%//mol auf 5%J/mol (Abb.[3.29)
aufgrund der Zerstorung der geordneten PL-Molekiilanordnung in den PL-Vesikeln
durch den DTAB-Einbau. Generell bedeutet eine Verbreiterung des Umwandlungs-
peaks eine Verringerung der Kooperativitdt der Phasenumwandlung. Die Umwand-
lungsenthalpie der Lipide sind im Wesentlichen durch die Anderung der VAN-DER-
WaALS-Wechselwirkungen zwischen den Kohlenwasserstoftketten sowie der trans-
gauche-Isomerisierungsenergie bestimmt, die beide vom Lateralabstand der Lipide
abhéngig sind. Eine Abnahme der Umwandlungsenthalpie kann demnach mit einer
Erhohung des Lipid-Lipid-Abstandes interpretiert werden, was durch die Einlage-
rung der Tensidmolekiile verstandlich ist.

Der DTAB-Einbau in DMPG-Vesikel hingegen fiihrt zunéchst zu einem stetigen
Abfall von T, verbunden mit einer Verbreiterung des Umwandlungspeaks und einer
Verringerung der Phasenumwandlungsenthalpie bis auf 15%//mol bei ¢prap=4 mM.
Mit zunehmender DTAB-Konzentration steigt Ay H wieder auf einen Wert von
15%I/mol bei einer DTAB-Konzentration von 9mM an und die Peakbreite verrin-
gert sich signifikant. Die DTAB-Konzentration entspricht an diesem eutektischen
Punkt einem molaren Tensid/Lipid-Verhéltnis von & 2:1. Vergroflert sich die Um-
wandlungsenthalpie, bedeutet dies eine zunehmende Kooperativitiat zwischen den
DMPG-Molekiilen, was auf eine Entmischung in PL-Regionen und Tensidregionen
innerhalb der MV schlieflen lasst.

Das DTAB-DMPC/DMPG-Mischsystem zeigt keine Phasentrennung der Peaks,
nur eine stetig abnehmende Umwandlungstemperatur und eine Verbreiterung der
Umwandlung einhergehend mit einer geringen Zunahme von Ay H bis 40 % /mol bei
cprap=6 mM. Danach nimmt die Phasenumwandlungsenthalpie stetig ab bis auf
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einen Wert von 12.5%/mol bei cprap=18 mM.
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Abb. 3.30: DSC Autheizkurve (zweiter Scan): Abhédngigkeit der isobaren Wéirmekapazitét von
der Temperatur von DMPC (5mM, links), DMPG (5mM, mitte) und DMPC/DMPG (1:1)-
Gemischen (5mM, rechts) mit zunehmendem TTAB-Anteil in 0.1 M NaCl; zur besseren Sicht-
barkeit wurden die Rohkurven entlang der Ordinatenachse verschoben

Die Analyse der Lipid-TTAB-Systeme in Abb.[3.30 ldsst sowohl fiir DMPC, DMPG
als auch DMPC/DMPG bis zu einer Tensidkonzentration von crrap=2mM eine
T,n-Verschiebung zu hoheren Temperaturen erkennen (siehe Anhang Abb. B.8).
Aufgrund der Peakverschiebung zu tiefen Temperaturen wurde auf eine exakte
Analyse der Phasenumwandlungsenthalpie der TTAB- und CTAB-Systeme ver-
zichtet. Mit zunehmender TTAB-Konzentration sinkt die Hauptphasenumwand-
lungstemperatur bis zu Werten unterhalb der des reinen Lipides in allen Syste-
men verbunden mit einem Verkleinerung von Ay H. Die Gel-Phase wird durch
den TTAB-Einbau destabilisiert. TTAB/DMPG weist auch wie DTAB/DMPG
bei crrap=8—9 mM eine deutliche Verschmélerung des Phasenumwandlungspeaks
einhergehend mit einer Enthalpievergrofferung auf. Das Eutektikum bildet sich
bei einem TTAB/DMPG-Verhéltnis von 1.6:1, was den ITC-Phasengrenzen mit
Ry — R™°l 1.5 — 1.6 entspricht.

Der Einbau von CTAB in Lipidvesikel, bestehend aus DMPC und DMPG (Abb.
3.31), fithrt zu einer generellen Verschiebung von T,,, zu htheren Temperaturen als
die der reinen Lipide (Anhang Abb/B.9). CTAB stabilisiert somit stark die Gelpha-
se der Vesikel. Bis zu einem Tensidanteil von 4—14 mM in DMPC 5 mM verschiebt
sich T}, auf ca. 40—45 °C, der Umwandlungspeak ist sehr breit und weist ver-
schiedene Schultern auf, was auch hier auf die Anwesenheit verschiedener Gleich-
gewichtsphasen schlielen lasst. Mit zunehmendem Tensidanteil wird der Umwand-
lungspeak wieder schmaler, 7;, nimmt ab und weist ab einem CTAB-Anteil von
18 mM einen scharfen Ubergang bei T,,~28 °C auf. Die Umwandlungsenthalpien
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Abb. 3.31: DSC Autheizkurve (zweiter Scan): Abhéingigkeit der isobaren Wirmekapazitédt von
der Temperatur von DMPC (5mM, links), DMPG (5mM, mitte) und DMPC/DMPG (1:1)-
Gemischen (5mM, rechts) mit zunehmendem CTAB-Anteil in 0.1 M NaCl; zur besseren Sicht-
barkeit wurden die Rohkurven entlang der Ordinatenachse verschoben

nehmen ab corap=14mM ab. Wie auch im DTAB/DMPG- bzw. TTAB/DMPG-
System ermittelt, ist bei einer Konzentration von corap=9 mM in DMPG-Vesikeln
der scharfe Ubergangspeak mit groBter Phasenumwandlungsenthalpie beobachtet
wurden. Ab dieser Konzentration nimmt Ay H stetig ab.

BLANDAMER et al.?*! untersuchte die Wechselwirkungen des Modelllipids Dime-
thyldioctadecylammoniumbromid (DOAB) mit CTAB durch DSC. Der Einbau von
CTAB in die DOAB-Membran fiihrt zu einer Verschiebung von 7,, zu kleineren
Temperaturen. Der Einbau der CTAB (Cj¢)-Kationen nachbarstindig zu einem
Lipid mit einer Cig-Kettenldnge fithrt zu einer Kettenldngenungleichheit inner-
halb der Vesikelpackung, was die thermische Stabilitéit der Gelphasenvesikel ernied-
rigt. Umgekehrt ist der Effekt mit CTAB und einem Lipid kleinerer Kettenléinge,
dem Didodecylphosphate (Cy3). Hier wurde eine Phasenumwandlungstemperatur-
erhohung um 10 °C ermittelt?* und damit eine Stabilisierung der Gelphase. Unter-
suchungen der PL-Phasenumwandlung mit n-Alkoholen und quarterniaren Alkyl-
trimethylammoniumbromiden verschiedener Kettenlinge!?® bestétigen den Trend
zur Erhohung von T), bei groflerer Tensidkettenldnge im Vergleich zur Lipidket-
tenldnge und umgekehrt.

Das Kettenldngenverhéltnis des Tensides zum verwendeten Lipid ist fiir die La-
ge von T,, entscheidend. An den hier vorgestellten Ergebnissen ist erkennbar,
dass bei einer Vergroflerung der Tensidalkylkettenldnge im Vergleich zur Lipid-
alkylkettenldnge, eindeutig ein Trend zu hoheren Phasenumwandlungstemperatu-
ren zu verzeichnen ist, wihrend umgekehrt bei kiirzerer Tensidkettenldnge (DTAB
(C12)< DMPC/DMPG (Cy4)) eine Verschiebung zu niedrigeren Temperaturen er-
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folgt. Die Konsequenz des Tensideinbaus mit kiirzeren Alkylketten als die der PL
in den Lipidvesikeln ist die Bildung von Fehlstellen® zwischen den Alkylketten
im Bilayer, die die umliegenden PL-Molekiile zu einer Umorientierung zwingen,
um diese ,Locher” zu verkleinern. Die Membran erfihrt eine Ausdehnung und
Storung der Ordnung hinsichtlich gréferer Fluiditdt und geringerer Alkylketten-
ordnung innerhalb der PL-Doppelschicht. Die Richtung der 7;,-Verschiebung ist
dabei unabhéingig von der Ladung der Kopfgruppe des Lipides. Die Quantitét
der Gelphasenstabilisierung von CTAB/DMPG ist im Vergleich zu CTAB/DMPC
verdndert. Der CTAB-Einbau in DMPG-Vesikel fithrt max. zu einer T},-Erhchung
auf 35 °C bei einem CTAB-Anteil von 2mM. Dies zeigt, dass durch die CTAB-
Einlagerung die elektrostatische Anziehung zwischen der kationischen und anioni-
schen Ladung im Kopfgruppenbereich der MV die Gelphase weniger stabilisiert ist
und damit die Alkylketten weniger dicht gepackt sind als durch die Einlagerung
von CTAB in DMPC-Vesikel, wo eine positive Ladung in den zwitterionischen
Kopfgruppenbereich der Vesikel eingefithrt wird. Die Alkyltrimethylammonium-
Kopfgruppe ist relativ voluminds, die die Positionierung direkt zwischen der PC-
oder PG-Kopfgruppe erschwert, sodass nach Studien von ELIASZ et al.?%) an
DPPC-Vesikeln mit einer homologen Reihe von Alkyltrimethylammoniumbromi-
den sowie verschiedenen Fettsduren und n-Alkoholen von einer Einlagerung der
Kopfgruppe des Wirtsmolekiils, versetzt in Richtung Vesikelinnerem, ausgegangen
wird. Dies erklart auch die geringe Verschiebung von 7;,, zu hoheren Temperaturen
bei geringen TTAB-Konzentrationen trotz der Aquivalenz zwischen den Alkylket-
tenldngen der PL und TTAB. Die Ergebnisse von ELIASZ bestétigen diese Theorie.
Bei Untersuchungen der pharmakologischen Eigenschaften der Alkyltrimethylam-
moniumbromide von JAKOB” und CRAIG et al.2%¥ ist bekannt, dass es eine
optimale Kettenldnge fiir die pharmakologische Wirksamkeit als Ganglienblocker
gibt. Danach ist die Erregungsiibertragung an Nervenzellen besonders mit zuneh-
mender Kettenldnge des Homologen gehemmt, was dadurch erklart wird, dass ab
einer bestimmten Kettenldnge die Tensidmolekiile innerhalb der Membran beson-
ders stark der Orientierung der PL-Alkylketten angepasst sind und die Membran
dadurch stabilisiert wird.

Zusammenfassung

In Abhéngigkeit von der Kettenldnge des betreffenden Tensides verschieben sich
die Sattigungs- und Solubilisierungsphasengrenzen der Vesikel-Mizell-Umwandlung
von DTAB zum CTAB zu geringeren Tensidkonzentrationen. DMPG-Vesikel weisen
einen breiteren Koexistenzbereich als DMPC-Vesikel auf. Die signifikant grofieren
R und RJ*-Werte der DMPG /Tensid-Systeme zeigen, dass sich bedeutend
mehr Tensid in die DMPG-Vesikel als in die DMPC-Vesikel an den Phasengrenzen
einbaut. Diese Werte zeigen weiterhin, dass sich mehr Tensid als zur Erhaltung
der Ladungsneutralitidt einlagert, sodass die MV an der Sattigungsphasengrenze
eine positive Oberflachenladung aufweisen. Die Temperatur beeinflusst das Solubi-
lisierungsverhalten entscheidend. Bei 30 °C sind die Phasengrenzen zu niedrigeren
Tensidkonzentrationen als bei 60 °C verschoben. Am Beispiel des DTAB/DMPC-
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Systems wurde ein komplettes thermodynamisches Profil mit der Berechnung der
verschiedenen Verteilungskoeffizienten der Demizellsisierung, Verteilung und Solu-
bilisierung erstellt, dass in sich schliissig ist.

Mit Hilfe der DLS-Untersuchungen konnten die kalorimetrisch ermittelten Phasen-
grenzen bestétigt werden. Es wurde in allen Systemen direkt vor der Sattigungs-
phasengrenze eine starke Vergroflerung der Vesikel infolge des Tensideinbaus beob-
achtet. Des Weiteren existieren ab dem Beginn des Vesikel-Mizell-Umwandlungs-
prozesses sehr grofle Aggregate, die vermutlich Wurmmizellen darstellen.

Die DSC-Studien dienten vor allem zur Untersuchung der Abhéngigkeit der Haupt-
phasenumwandlungstemperatur der PL vom Tensidanteil in der Mischung. Hervor-
zuheben ist der Einfluss der Tensidkettenlédnge auf 7;,. Bei kleinerer Kettenldnge
im Vergleich zum Lipid am Beispiel des DTAB sind die Kettenschmelztempera-
turen des PL zu niedrigeren Werten verschoben und umgekehrt fithrt der Einbau
langerer Tensidketten in die PL-Vesikel (CTAB) zu einer Erhohung von T,,. Die
Phasenumwandlung ist in jedem Fall endotherm und sehr komplex, was auf die Ko-
existenz verschiedener Gel-Phasen und fliissig-kristalliner Phasen der Vesikel bzw.
Tensid- und PL- angereicherter Regionen innerhalb der Vesikel zuriickzufiihren ist.
Die Tensid-DMPG-Systeme bilden bei einem molaren Verhéltnis von ca. 2:1 ein
charakteristisches Eutektikum.
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3.2 Untersuchungen an der Wasser-Luft-
Grenzfliche

3.2.1 Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie

Die Infrarot-Reflektions-Absorptions-Spektroskopie wurde zunéchst zur Charakte-
risierung der Adsorption von DTAB, TTAB und CTAB aus der Subphase an die
W/L-Grenzfliche genutzt. Des Weiteren wurden die durch das Spreiten der ent-
sprechenden Substanz auf der Wasseroberfliche entstandenen reinen Monolayer,
bestehend aus DMPC-ds4, DMPG-d5s, DMPC-d5,/DMPG-ds, (1:1) sowie DDAB,
mit IRRAS untersucht.

Diese Informationen stellen wiederum die Grundlage fiir die Charaktrisierung der
Wechselwirkung der einzelnen Tenside mit den DMPC-d54, DMPG-d54 sowie DM-
PC-d54/DMPG-d5,4 (1:1)-Monolayern mit IRRAS dar. Es wurden isotopisch mar-
kierte PL verwendet, um zwischen den Alkylketten der Tenside und PL unterschei-
den zu konnen. Mit Hilfe der IRRAS-Untersuchungen konnten somit separate In-
formationen iiber die einzelne Molekiile und Molekiilteile an der W/L-Grenzfldche
gesammelt werden.

Adsorptionsuntersuchungen an Gibbs-Monoschichten aus Tensiden

Untersuchungen des Oberflichendrucks Zur Charakterisierung der Tensi-
dadsorption an der W/L-Grenzfliche wurden die mizellaren Tensidlosungen von
DTAB, TTAB und CTAB schrittweise in die Subphase (0.1 M NaCl) titriert. Nach
jeder Injektion wurde eine Equilibrierzeit von ca. 4 h eingehalten (Abbschnitt A.4.2
und [A.4.4).

Die Injektion von fiinf Teilmengen in unterschiedlichen pl-Schritten der mizellaren
DTAB-Losung (400mM) in die Subphase des Troges fiithrte schlielich zu einer
DTAB-Konzentration von 10 mM und kann in Abb. 3.32 anhand des Druck-Zeit-
Verlaufs verfolgt werden.

Mit zunehmender Tensidkonzentration in der Subphase steigt der Oberflachendruck
an und pegelt sich nach Einstellung des Gleichgewichtes zwischen DTAB-Molekiilen
in der W/L-Grenzfliche und in der Subphase auf einen konstanten Wert ein, der
durch das Plateau gekennzeichnet ist. Mit Erreichen der eme von DTAB (Abb. 3.32]
cprap=7—10mM bei Injektion 4—5) steigt der Oberflaichendruck nicht mehr mit
fortschreitender DTAB-Injektion an, d. h. die W/L-Grenzfléche ist mit Tensidmo-
lekiilen geséttigt. Die eme von DTAB wurde mit [TC ermittelt und betréagt bei 20
°C 8.5mM (Abschnitt [3.1.1). Nach den ersten zwei Injektionen steigt der Ober-
flachendruck schnell zu einem Maximum an und fallt anschliefend langsam durch
die Verteilung der DTAB-Molekiile zwischen W /L-Grenzfliche und Subphase bis
zur Einstellung des Gleichgewichts-Oberflachendrucks ab. Das m-Maximum direkt
nach der Injektion wird durch das Einbringen und Entfernen der Spritze durch
die Grenzflache auf den Boden der Subphase verursacht, weil dadurch eine gewisse
Anzahl an Tensidmolekiilen von der Spritzennadel direkt auf die W/L-Grenzfldche
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Abb. 3.32: Oberflichendruck w als Funktion der Zeit t nach der Injektion einer 400 mM DTAB-
Lésung in 0.1 M NaCl, die zu verschiedenen Subphasenkonzentrationen von DTAB fiihrt: (1)
ImM, (2) 3mM, (3) 5mM, (4) 7mM und (5) 10mM mit Anordnungsvorschligen (I-IV) der
DTAB-Molekiile wihrend des Adsorptionsprozesses an der W/L-Grenzfléiche bei verschiedenen
DTAB-Konzentrationen und Oberflidchendriicken (Plateauwerte a-f)

transferiert werden. Eine weitere mogliche Ursache des langsamen Druckabfalls
nach den ersten beiden Druckmaxima stellt die Bildung von ,,Oberflichenmizellen
als zweidimensionale Eigenaggregate an der W /L-Grenzfliche dar, die erstmals
von ALBRECHT®Y und Yuel?® beschrieben wurden und deren Bildung von Is-
RAELACHVILIBY ausfiihrlich unter thermodynamischen Gesichtspunkten unter-
sucht wurde. Im Gegensatz zu den zur Oberflaichennormalen der W /L-Grenzfléche
senkrecht orientierten klassischen Tensiden mit Kopf-Schwanz-Struktur, sind die
Tensidmolekiile zur Bildung von Oberflichenmizellen parallel zur Grenzfliche an-
geordnet und bilden so plattenartige Mizellen auf der Oberflaiche der Subphase.
In Abb. 3.32 a—f sind zusétzlich Anordnungs- und Orientierungsvorschlige der
DTAB-Molekiile wéhrend des Adsorptionsprozesses an der W/L-Grenzflache bei
verschiedenen DTAB-Konzentrationen skizziert. Diese Anordnungsannahmen wur-
de auf der Grundlage der detailierten Analyse der OH- und CHs-IR-Banden, die
Informationen iiber die Struktur und Orientierung der Molekiile beinhalten, ent-
wickelt und im Verlauf des Abschnittes separat diskutiert.

Zum Versténdnis des 7 vs. t-Kurvenverlaufs ist eine Erldauterung zum Geschehen
auf molekularer Ebene nach der Tensidinjektion notwendig. Werden die Tensid-
mizellen unterhalb der Wasseroberfliache eingespritzt, zerfallen diese in Monomere,
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soweit die cmce des Tensides in der Subphase nicht iiberschritten ist. Nach dem Mo-
dell von ANIANSSON et al.lB%0: 392 erfolgt die Demizellisierung in zwei Stufen: ein
schneller Prozess, bei dem einzelne Molekiile aus den Mizellen als Monomere in die
Losung treten und umgekehrt sowie ein langsamer Prozess, bei dem die Mizellen
vollstandig zerfallen. Auch die Adsorption unterliegt zwei Teilprozessen: zunéchst
erfolgt die Diffusion der Tensidmonomere aus der Bulkphase in die Suboberfliache
und danach erst die Adsorption in der W/L-Grenzfliche. Die Anreicherung der
Tensidmolekiile in der Grenzflache erfolgt unter einem Gewinn an Freier GIBBS-
Enthalpie, die durch das Zusammenspiel des hydrophoben Effektes, der VAN DER
WaaLs-Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten und der intermolekular wirk-
samen elektrostatischen Abstolungskriifte zwischen den Tensidkopfgruppen verur-
sacht wird. Die Adsorptionskinetik von DTAB, TTAB und CTAB in 0.1 M NaBr
an der W/L-Grenzfliche unterhalb und oberhalb der eme wurde von VALKOVS-
KA et al.?%! intensiv diskutiert und ein theoretisches Modell zur Beschreibung des
Adsorptionsprozesses unter der Annahme einer langsamen, diffusionskontrollierten
Adsorption entwickelt, das sehr gut mit den experimentellen Daten iibereinstimmt.

MEISTER et al.?% untersuchte die Adsorptionskinetik von OG und SDS an der
W/L-Grenzfliche. Der Verlauf der 7 vs. t-Kurve mit diesen Tensiden in Wasser
ergibt deutliche Unterschiede. Die Gleichgewichtseinstellung nach jeder Injektion
erfolgt bei den kationischen Tensiden in 0.1 M NaCl nach langeren Zeiten (200 min)
als bei den von MEISTER et al. verwendeten nichtionischen und anionischen Tensi-
den in Wasser (Plateauwert nach ca. 30 min) unter sonst gleichen experimentellen
Bedingungen. Demnach fiihrt der gréflere Elektrolytgehalt in der Subphase zu einer
verlangsamten Diffusionsrate der Tenside in die W/L-Grenzfliche und umgekehrt.
Nach der ersten Injektion der kationischen Tenside DTAB, TTAB und CTAB konn-
te nicht, wie bei MEISTER et al. beobachtet, ein plotzliches Auftreten des zweiten
Peaks ermittelt werden, was in dieser Publikation mit der Umorientierung der
Tensidmolekiile in Oberflichenmizellen interpretiert wurde. Zu Beginn der Tensi-
dadsorption von DTAB, TTAB und CTAB kénnen sowohl Oberflichenmizellen als
auch aufrecht orientierte Tensidmolekiile auf der W/L-Grenzfliche nebeneinander
vorliegen.

Die beobachtete Adsorptionskinetik von TTAB und CTAB &hnelt der von DTAB,
d. h. dass der Oberflachendruck mit zunehmender Tensidkonzentration in der Sub-
phase zunimmt bis sich 7 bei ca. 30 ™N/m mit dem Erreichen der e¢me nicht mehr
verdndert.

Kombination des Oberflichendruckmessungen mit IRRAS Die Informa-
tionen iiber die Konformation und Orientierung der Alkyltrimethylammonium-
bromide an der W /L-Grenzschicht konnte wihrend der Oberflichendruckmessung
mit Hilfe von IRRAS gewonnen werden. Hierfiir wurden die antisymmetrische
(Vas(CHsy)) und symmetrische (v5(CHsy)) Methylen-Streckschwingungsbande der
Alkylketten bei 2925 cm ™! bzw. 2850 cm ™! ausgewertet. Zusitzlich wurden die an-
tisymmetrische und symmetrische Streckschwingung des Wassers (v(OH)) bei einer
Wellenzahl von 3600 cm™! analysiert (Tab.[2.2).
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Abb. 3.33: IRRA-Spektren der antisymmetrischen und symmetrischen Streckschwingung des
Wassers (v(OH)) des DTAB-GIBBS-Monolayers auf 0.1 M NaCl bei verschiedenen DTAB-
Konzentrationen: (a) 0mM, (b) 1mM, (¢) 3mM, (d) 5mM, (e) 7mM und (f) 10mM; innere
Abbildung: Funktion der Extinktion von v(OH) als Funktion von cprap

Abb. 3.33 zeigt die Spektren der OH-Streckschwingungsbande der DTAB-GIBBS-
Monoschicht bei den verschiedenen DTAB-Konzentrationen zwischen 1—10 mM. In
der inneren Abbildung ist die Intensitdt der OH-Banden als Funktion der DTAB-
Konzentration dargestellt, die mit zunehmender DTAB-Konzentration bis zu einem
Maximum bei cprap=5mM (<ecmeprap=8.5mM, Tab!3.1) steigt. Danach fillt die
Intensitit mit weiterer DTAB-Injektion bis zur ¢mc und dariiber hinaus ab.

Die Intensitéat der OH-Bande des IRRA-Spektrums korelliert mit der Filmdicke, wie
ausfiihlich von MEISTER et al.[?%! beschrieben wird und an dieser Stelle nur qualita-
tiv interpretiert wird. Die durchschnittliche Schichtdicke der GiBBS-Monolayer von
DTAB als auch von TTAB und CTAB (Abb. B.10 und B.11) nimmt bis zu einer
Konzentration zu, die ungefahr halb so grofl wie die ecmc des betreffenden Tensides
ist. Der darauffolgende Intensitéitsabfall kann nicht zweifelsfrei mit der Abnahme
der Schichtdicke interpretiert werden, da mit zunehmender Zeit eines Experimentes
die Diffusion der Tensidmolekiile innerhalb der Subphase in den Nachbartrog an
Bedeutung gewinnt. Verschiedene andere Untersuchungen an GIBBS-Monolayern
mit SDS oder OG auf Wasser®®* 3% ergaben ein Filmschichtdickenwachstum bis
zum Erreichen der kritischen Mizellbildungskonzentration des Tensides. Die Inten-
sitét der OH-Bande der homologen kationischen Tenside DTAB, TTAB und CTAB
auf 0.1 M NaCl kann so nur mit einer Zunahme der Schichtdicke der Monoschicht
bis zur dritten Injektion interpretiert werden. Dies ist durch eine Verdnderung der
Molekiilorientierung in der W/L-Grenzflache erkliarbar, und in Abb. 3.32 schema-
tisch und sehr vereinfacht dargestellt. Mit der ersten Injektion von DTAB steigt
die OH-Bandenintensitét, verursacht durch die Adsorption erster Tensidmolekiile
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in aufrechter Orientierung, stark an (I). Die zusétzliche Ausbildung von ,Ober-
flachenmizellen® ist des Weiteren moglich. Mit der zweiten und dritten Injektion
erreichen weitere DTAB-Molekiile die Oberflache, einhergehend mit einem Druck-
anstieg und einer Schichtdickenvergrofierung, verursacht durch die Umordnung der
DTAB-Molekiile zu einer zur Oberflichennormalen senkrechten Orientierung und
der Dissoziation der Oberflichenmizellen in Monomere. Die weitere DTAB-Zugabe
fithrt zu einem Anstieg des Oberflachendrucks aber zu einer subjektiv wahrnehm-
baren Verringerung der OH-Bandenintensitét. Dies mit der Abnahme der Schicht-
dicke aufgrund einer Neigung der DTAB-Molekiile zur Oberflichennormalen zu
interpretieren wére spekulativ, da nach einer Zeit von ca. 10h die Diffusion der
Tensidmonomere in den Referenztrog messbar wird. Jedoch ergaben Neutronen-
reflektionsstudien an DTAB-Monoschichten der W/L-Grenzfliche von LYTTLE et
al.B%! bei groBter Oberflichenkonzentration von DTAB eine Neigung aller Tensid-
alkylketten zur Oberflichennormalen, sodass eine Diffusion der Molekiile in den
Referenztrog in Betracht zu ziehen ist, aber eine Orientierungsénderung der Mo-
lekiile an der W/L-Grenzfldche von senkrecht in geneigt zur Oberflichennormalen
der W/L-Grenzschicht nicht ausgeschlossen werden kann. Mit dem Erreichen der
cme adsorbieren keine zusétzlichen DTAB-Molekiile an der Grenzflache. Der Ober-
flichendruck steigt nicht weiter mit zunemender DTAB-Konzentration an. Die OH-
Bandenintensitéit nimmt deutlich infolge der einsetzenden Mizellbildung ab (I1T).

LyTTLEP%! konnte anhand der Neutronenreflektionsmessdaten an DTAB, TTAB
und CTAB-Monolayern auf 0.15M NaBr fiir alle drei Tenside an der cmc ei-
ne Molekiillinge von 16—17 A nachweisen. Es ergaben sich keine Unterschiede
in der Schichtdicke von DTAB zum CTAB, was mit eine Zunahme der Ober-
flachenrauhigkeit mit zunehmender Tensidkettenldnge erklart wurde. Zusétzlich
markierte LYTTLE et al. eine Hélfte der Alkylkette mit Deuterium, um genaue-
re Informationen iiber die Alkylkettenordnung dieser Tenside in der Grenzphase
zu erhalten. Als Ergebnis wurde fiir die obere Halfte der Alkylkette eine stérkere
Neigung zur Oberflichennormalen als fiir den unteren Alkylkettenteil beobachtet,
wobei der Unterschied mit zunehmender Tensidkettenlange stérker wird. Nach Lu
et al.B%% betrigt die Alkylkettenlinge des kiirzesten Tensids DTAB ca. 17.5 A
(2.5 nm-7) und die Linge des Gesamtmolekiils >19.25 A (Distanz von N zu a-
CHy=1.75 nm). TANFORDE®! publizierte fiir die vollstindig ausgestreckten Alkyl-
trimethylammoniumbromide an der W/L-Grenzfliche variierende Molekiillaingen
zwischen 16.7, 19 bzw. 21 A fiir DTAB, TTAB bzw. CTAB. Da die OH-Bandenin-
tensitét keine deutlichen Unterschiede zwischen DTAB, TTAB und CTAB aufweist,
miissen die Molekiile nach TANFORD geneigt zu Oberflichennormalen orientiert
sein.

Neben der Analyse der OH-Banden wurde die Adsorption der kationischen Ten-
side durch Untersuchung der antisymmetrischen und symmetrischen Methylen-
Streckschwingungsbanden verfolgt, die in Abb.[3.34 fiir die verschiedenen DTAB-
Konzentrationen zusammengefasst sind. Die Basislinien wurden zur Darstellung
gering in vertikaler Richtung verschoben. Die Bandenfrequenz und -breite sind
bekanntlich sensitiv gegeniiber dem trans-gauche-Konformeren-Verhéltnis der Me-
thylengruppen in den Alkylketten, wobei die Verschiebung der Bandenmaxima in
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Abb. 3.34: IRRA-Spektren der Methylen-Streckschwingungsregion der DTAB-GIBBS-
Monolayers auf 0.1 M NaCl bei verschiedenen DTAB-Konzentrationen: (b) 1 mM, (c) 3mM, (d)
5mM, (e) 7mM und (f) 10 mM

Richtung niedrigerer Frequenzen charakteristisch fiir hochgeordnete Alkylketten
mit einem grofien Anteil an trans-Konformeren ist/242 309 3191 Die Intensitit der
Methylenbanden nimmt mit zunehmender Tensidkonzentration bis hin zur cmc zu,
was mit einer Zunahme an adsorbierten Tensidmolekiilen einhergeht (Abb. [3.35,
Anhang [B.12, B.13, B.14). Eine Konzentrationsvergréfierung iiber die emc hinaus
fithrt bei allen untersuchten Tensiden zu einer Verkleinerung der Bandenintensitét
und damit verbunden zu einer Verringerung der Tensidmolekiil-Oberflichenkonzen-
tration. Im unteren Diagramm der Abb.[3.34 ist die Verschiebung der antisymme-
trischen als auch symmetrischen Methylen-Streckschwingungsbanden von DTAB
von 2926 cm ™! zu 2923.5cm ™! bzw. von 2856 cm ™! zu 2852 cm ™! mit zunehmender
Adsorption infolge der KonzentrationsvergréfSerung von DTAB in der Subphase er-
sichtlich. Dies kennzeichnet eine Abnahme des Anteils an gauche-Konformeren in
DTAB infolge der vergréflerten Oberflachenkonzentration von DTAB. Die dichtere,
geordnetere Packung der Molekiile mit zunehmender Tensidkonzentration wurde
auch wahrend der Adsorption von TTAB und anhand der symmetrischen CHs-
Streckschwingungsbande von CTAB beobachtet (Anhang Abb. [B.13, B.14). Die
Frequenz von v,s(CHs) des CTAB-Monolayers weist hingegen keine Verdnderung
mit zunehmender Tensidkonzentration und bei einer Wellenzahl von 2924 cm™!
einen hohen geordneten Zustand der Alkylkette von Beginn der Adsorption an auf.
Dennoch sind die Querschnittsflichen der ”16slichen® Tensidmolekiile im GIBBS-
Monolayer grofier als die der typisch ,,unloslichen“ PL-Molekiile in dicht gepackten
LANGMUIR-Filmen, sodass die Packung der Tensidmolekiile im Vergleich zu denen
der PL-Molekiile als relativ locker verstanden werden kann.

Der Einfluss von zusétzlichem NaCl in der Subphase spiegelt sich neben der ¢mc-
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Abb. 3.35: Oben: Extinktionswerte der antisymmetrischen CH,-Streckschwingungsbande
des DTAB-Gi1BBS-Monolayers als Funktion der DTAB-Konzentration. Unten: Abhéngigkeit
der Wellenzahl der antisymmetrischen (Quadrate) sowie symmetrischen (Kreise) CHa-
Streckschwingungsbande als Funktion der DTAB-Konzentration; die gestrichelte Linie entspricht
der ermittelten cme von DTAB bei 20 °C in 0.1 M NaCl mit ITC

Erniedrigung des Tensides auch in der Vergréflerung der Oberflichendichte der
Tensidmolekiile an der W/L-Grenzfliche aufgrund der Abschirmung der kationi-
schen Ladung durch Gegenionenkondensation wider. Dies fiithrt zu einer Verrin-
gerung der elektrostatischen AbstoBungskrifte zwischen den kationischen Kopf-
gruppen in der Grenzschicht. PROSSER et al.’%) bestimmte fiir SDS in Gegen-
wart von NaCl eine kleinere Frequenzverschiebung der antisymmetrischen CHo-
Streckschwingungsbande zu geringeren Wellenzahlen als in Wasser, was auch durch
die Untersuchung von DTAB in NaCl und Wasser (Daten nicht aufgefiihrt) besté-
tigt wird.

Die wihrend der Aufnahme der IRRA-Spektren gemessenen GIBBS-Adsorptions-
isothermen (Gl. 2.3) von DTAB, TTAB und CTAB mit der WILHELMY-Filmwaage
in 0.1 M NaCl bei 20 °C sind in Abb. [3.36 (geschlossene Symbole) dargestellt
und konnen durch folgende Gleichung in Gegenwart von zusétzlichen Elektrolyten
berechnet werden®!:

1 dry
=—— | — 2
RT (dlnc)T (3:27)

wobei I' der Oberflichenkonzentration, v der Oberflachenspannung und ¢ der Ten-
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Abb. 3.36: Abhingigkeit der Oberflichenspannung der wiéssrigen DTAB, TTAB und CTAB-
Lésung in 0.1 M NaCl als Funktion der Konzentration, gemessen mit der WILHELMY-Filmwaage
wéhrend der Aufnahme der IRRA-Spektren (geschlossene Symbole) bei 20 °C und der Du NoUY-
Ringmethode (graue, offene Symbole) bei 30 ° C; die gestrichelten Linien entsprechen der cme der
verwendeten Tenside in 0.1 M NaCl, die mit ITC bestimmt wurden

sidkonzentration in der Bulkphase entspricht. Die Oberflichenspannung nimmt
bekanntlich mit zunehmender Tensidkonzentration bis zur cme, der Sattigung der
Adsorption des Tensides, ab. Zur Verifizierung der Ergebnisse, die durch die schritt-
weise Tensidinjektion unter die Subphasenoberfliche gesammelt werden konnten,
wurde zusétzlich die DU-NoUY-Ringmethode zur direkten Messung der Ober-
flichenspannung einer vorpraparierten Tensidlosung entsprechender Konzentra-
tion angewendet und deren Ergebnisse in Abb. [3.36 hinzugefiigt. Es ist ersicht-
lich, dass die Ringmethode trotz einer Temperaturdifferenz von 10 °C vergleich-
bare Ergebnisse zeigt. Die so ermittelbaren ecme-Werte beider Messmethoden sind
in guter Ubereinstimmung mit Oberflichenspannungsuntersuchungen, die in der
Literatur®% 311-313] existieren sowie mit den ermittelten eme-Werten, die durch
ITC (gestrichelte Linien) erhalten wurden.

Aus dem Fit der experimentell bestimmten Oberflichenspannungswerte 7 als Funk-
tion von In ¢ kann mit Gl. 3.27/ die Oberflichenkonzentration I'" der jeweiligen
Tenside berechnet werden, welche zwischen 4.5— 5.5-107% mol pro m? variierten
(Abb. [B.15). Nach MEDRzYCKABY betrigt I' fiir DTAB, TTAB und CTAB,
untersucht auf der reinen Wasseroberfliche bei 25 °C, (6—7.5-107% mol pro m?).
Die LANGMUIR-Isotherme beschreibt einen idealen Adsorptionsprozess unter Ver-
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Abb. 3.37: Berechnete Freie Standard-GiBBs-Enthalpie der Adsorption von DTAB, TTAB und
CTAB aus der NaCl-haltigen Subphase an die W/L-Grenzfldche (geschlossene Symbole) als Funk-
tion des Oberflichenbedeckungsgrades bei 20 °C sowie aus reinem Wasser (offene Symbole) be-
rechnet nach MEDRZYCKA et al.l3'¥ nach GI.13.28

nachléssigung der Wechselwirkungen zwischen den adsorbierten Molekiilen. Mit
Hilfe der Isotherme kann die Freie-GIBBs-Standard-Enthalpie der Adsorption AG°
folgendermaflen berechnet werden:

1—-6 555

O _ o sy (3.28)

wobei 6 dem Grenzflichenbedeckungsgrad (#=1 bei cmc), ¢y der Tensidkonzen-
tration in der Bulkphase, fr dem Aktivitatskoeffizient des Tensides und 55.5 der
molaren Konzentration des Wassers entspricht. Mit der vereinfachten Annahme,
dass fr=11im Uberschuss von Gegenionen in der Subphase, die die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen den Tensidmolekiilen verringert, wurde —AG® berech-
net und als Funktion des Bedeckungsgrades 6 in Abbl/3.37 dargestellt. Die Freie
Enthalpie dndert sich mit zunehmendem Bedeckungsgrad und nimmt die gréften
Werte mit -325J/mol fiir DTAB, -34kJ/mol fiir TTAB und -41%J/mal fiir CTAB bei
einer vollstindigen Bedeckung ein. Die Anderung der GiBBs-Standard-Enthalpie
der Mizellisierung bei 25 °C in der NaCl-enthaltender Volumenphase ergab, be-
rechnet mit I'TC nach dem PS-Modell, etwas kleinere Werte (-34%J/mor fiir DTAB,
-40.3k/mol fiir TTAB und -44.6 kJ/mol fiir CTAB) und stimmen anndhernd mit den
berechneten Werten aus den Adsorptionsexperimenten iiberein. Wie auch schon mit
der ITC ermittelt, sind die berechneten Betrige der GiBBs-Enthalpie aus den Ad-
sorptionsuntersuchungen der einzelnen Homologen mit zunehmender Kettenlédnge
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innerhalb des gesamten Bereiches des Bedeckungsgrades grofier. Ein Vergleich mit
den —AG°-Betrigen, die von MEDRZYCKAP™ in Wasser bestimmt wurden, zeigt,
dass mit zusétzlichem Salz in der Subphase —AG° grofler ist, wie es auch fiir die
Mizellisierung in der Volumenphase beobachtet wurde (Abb :

Mit Hilfe der Oberflichenkonzentration I' wurde die molekulare Fléache der Tensid-
molekiile (Ar) an der W/L-Grenzfldche als Funktion des Oberflichendrucks 7, der
als Differenz der Oberflichenspannung von der unbedeckten Wassergrenzfléche
(72mN/m) und der bedeckten Oberflache v definiert ist, berechnet (Abschnitt(2.2.2).
Die molekulare Flache At ist von der Oberflachendichte des Tensides an der Grenz-
flache Ny durch Ay = 1/Np abhéngig, welches selbst mit Ny = I' - N4 berechnet
wird. N, entspricht hierbei der AvOGADRO-Konstante. Die so berechneten 7/Ap-
Isothermen sind in Abb. 3.38| zusammengestellt. An der cmc variiert die mole-
kulare Fliche von DTAB, TTAB und CTAB zwischen 30 - 40 A2 pro Molekiil.
Diese Werte werden von Studien nach VALKOSVSKA et al. 8% bestitigt, die einen
Querschnittsflichenbedarf der Trimethylammoniumkopfgruppe von 0.38 nm? be-
rechnete. Nach vorliegenden Ergebnissen fiihrt eine Verlangerung der Alkylkette
zu einer Vergroflerung der Molekiilfliche, obwohl die drei Tenside die gleiche Kopf-
gruppe besitzen. Dies ist nur mit stérker geneigten Alkylketten oder grofierem
Anteil an gauche-Konformeren innerhalb der Tensidalkylketten von DTAB zum
CTAB erklarbar. In der Literatur existieren molekulare Flichenwerte an der cmc
auf 0.15M NaBr von 44 A2 pro DTAB-Molekiil und auf reinem Wasser Werte fiir
DTAB, TTAB und CTAB zwischen 40—50 A% pro Molekiill311: 315 316]

Langmuir- Adsorptionsisothermen der reinen Lipide

In Abb. 3.38/sind die LANGMUIR-Adsorptionsisothermen der reinen Lipidfilme be-
stehend aus DMPC-dsy, DMPG-ds, bzw. dem Lipidgemisch aus beiden in einem
Verhéltnis 1:1 auf 0.1 M NaCl bei 20 °C dargestellt. Wihrend der Kompression
der Lipidfilme nimmt der Oberflichendruck 7 bis zum Filmkollaps zu. Die DMPC-
Monoschicht wird bei 7=44 mN/m und Apy;pc=>51 A2 pro DMPC-Molekiil instabil,
die DMPG-Monoschicht bei 7=40mN/m und Apy;pc=66 A2 pro DMPG-Molekiil.
Die Werte der gemischten Monoschicht liegen dazwischen. Entlang der Isother-
men existiert ausschliefllich die LE-Phase (Abschnitt 3.2.2). Die Querschnittsfliche
pro Kohlenwasserstoffkette betriigt fiir eine hoch geordnete Monoschicht 21 A2 pro
DodecanolB. Die verwendeten PL beanspruchen eine gréflere Querschnittsfliche
von 42 A2 pro Molekiil (Querschnittsfliche zweier Alkylketten), was zeigt, dass noch
ein gewisser Anteil an gauche-Konformeren innerhalb der Alkylketten existiert und
die Kopfgruppen der Lipide die Querschnittsflache vergrofiern. DMPG weist eine
groflere Fléache pro Molekiil als DMPC auf, was trotz der Abschirmung durch den
Uberschuss an NaCl in der Subphase auf noch vorhandene elektrostatische Ab-
stofungskriifte zwischen den PL-Kopfgruppen hinweist. GARIDEL und BLuMEP!®]
beschreiben eine Filmexpansion von DMPG-Monolayern mit einer Zunahme der
NaCl-Konzentration in der Subphase von 0—100mM, verursacht durch die Ioni-
sierung der Kopfgruppe und der Na*-Ionen-Penetration zwischen die anionischen
Kopfgruppen der PL.
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Abb. 3.38: Gepunktete Linien: berechnete Oberflichendruck/Molekiilflichen-Isothermen der
G1BBs-Monolayer von DTAB (griin), TTAB (orange) und CTAB (braun) auf 0.1 M NaCl an der
W/L-Grenzflidche bei 20 °C; durchgezogene Linien: gemessene m/A-Isothermen von DMPC-dsy
(schwarz), DMPG-ds4 (blau), DMPC-ds4 /DMPG-ds4 (1:1) (gelb) und DDAB (cyan); gestrichelte
Linien: Wellenzahl der antisymmetrischen CDy-Streckschwingungsbande von DMPC-ds4, DMPG-
dsy bzw. DMPC-dsy/DMPG-ds4 (1:1) vs. Molekiilfliche
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Abb. 3.39: IRRA-Spektren der CDy-Streckschwingungsbanden des reinen DMPC-ds4 bei fol-
genden Oberfldchendruck (mN/m): (a) 0, (b) 4.9, (c) 9.4, (d) 16.3, (e) 27.0, (f) 36.2 und (g) 46.3
sowie des reinen DMPG-dsy: (1) 0.2, (2) 4.8, (3) 10.1, (4) 18.0, (5) 27.0, (6) 37.5 und (7) 39.1

Um zwischen den Alkylketten der verwendeten Tenside und denen der PL unter-
scheiden zu kénnen, wurden perdeuterierte PL verwendet, die die antisymmetrische
(Vas) und symmetrische (v5) Methylen-Streckschwingungsbande bei einer Frequenz
von 2200 cm™! bzw. 2195 cm ™! aufweisen. In Abb.[3.39 ist eine Auswahl der analy-
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sierten CDy-Banden von DMPC und DMPG wihrend der Filmkompression gezeigt
(analog dazu fiir das DMPC/DMPG-Gemisch in Abb. B.17). Erwartungsgemif}
nehmen die Intensitéten der antisymmetrischen und symmetrischen CDy-Banden
mit zunehmender Kompression zu und die Wellenzahlen der antisymmetrischen
Streckschwingungsbande nimmt ab (Abb.[3.38), was einen zunehmenden Anteil an
geordneten all-trans-Konformeren in der LE-Phase der PL anzeigt.

Des Weiteren ist in Abb. [3.38 die Adsorptionsisotherme von DDAB dargestellt.
Die Monoschicht wird bei 7=37mN/m und Appap=37 A2 pro Molekiil instabil, was
in guter Ubereinstimmung mit Studien an DDAB von HAc-WyDROP und Vi-
sEul2 ist. Die wihrend der Kompression aufgenommenen CH,-Streckschwing-
ungsbanden, deren Intensitdt mit zunehmender Fldchenverkleinerung der DDAB-
Molekiile grofier wird, sind in Abb. B.16 zusammengefasst.

Einbau der Tenside in die Lipidmonolayer

Abb.[3.40 zeigt 7w als Funktion der Zeit fiir den Einbau von DTAB in DMPC- und
DMPG-Monolayer, beginnend ab einem Oberflichendruck von a 12mN/m. Nach
jeder DTAB-Injektion unter die Lipiddoppelschicht steigt der Oberflichendruck
aufgrund des zunehmenden DTAB-Einbaus in die Monolayer an. Die jeweilige
Sattigung der Lipidschicht mit DTAB ist durch die konstanten m-Werte nach der je-
weiligen Injektion gekennzeichnet. Der maximale stabile Oberflichendruck betrégt
sowohl fiir das DTAB/DMPC- als auch fiir das DTAB/DMPG-System 41 mN/m,
Fiir die absolute Sattigung der DMPC-Monoschicht ist fast ein Drittel mehr an
DTAB (3.4mM bei 6) notwendig als fiir die Sattigung der DMPG-Monoschicht
(2.6 mM bei IV), was dadurch verursacht wird, dass der DMPC-Film stirker kon-
densiert ist als der DMPG-Film und sich mehr Tensid in die DMPG-Monoschicht
einlagern kann, als in die DMPC-Monoschicht. Dies hat, wie auch in der Volumen-
phase bei den DMPG-Vesikeln beobachtet, elektrostatische Ursachen, auf die bei
der Diskussion der berechneten Verteilungskoeffizienten im fortfithrenden Teil des
Abschnittes noch einmal eingegangen werden. Innerhalb des untersuchten DTAB-
Konzentrationsbereiches wurde keine Zerstorung der Lipidschichten durch Solubi-
lisierung beobachtet.

Die TRRA-Spektren, die wihrend der Aufnahme des Oberflichendrucks in Ab-
héngigkeit von der zugegebenen DTAB-Menge aufgenommen wurden, sind fiir
die DTAB/DMPC und DTAB/DMPG-Mischmonolayer in Abb. 3.41] zusammen-
gestellt. In den linken oberen und unteren Darstellungen sind die CDs-Banden der
antisymmetrischen und symmetrischen Stretchschwingung gezeigt. Es ist keine si-
gnifikante Verdnderung der Bandenintensitdten mit zunehmender DTAB-Konzen-
tration innerhalb der W/L-Grenzfliche erkennbar, was auf eine relativ konstante
Oberflachendichte der DMPC- und DMPG-Molekiile in der Grenzschicht schlieffen
lasst. Die Analyse der Bandenfrequenzen mit zunehmender DTAB-Konzentration
(Abb. 3.42) zeigt nur eine sehr kleine Verschiebung zu niedrigeren Wellenzahlen
beim DMPC und keine Verdnderung beim DMPG. Die antisymmetrische CDs-
Bande von DMPC verschiebt sich um 1 ecm™!, von 2197 cm ™! zu 2196 cm ™!, was eine



98 KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

DMPC-ds 4 +DTAB f————

Oberflichendruck 7/ mN-m’

I DMPG-ds,+DTAB
10 F~

0 500 1000 1500 2000

Zeit t / min

Abb. 3.40: Oberflichendruck als Funktion der Zeit nach der DTAB-Injektion unter die DMPC-
ds4- (oberes Diagramm) bzw. DMPG-ds4-Monoschicht (unteres Diagramm) mit folgenden DTAB-
Konzentrationen in der 0.1 M NaCl-Subphase: DMPC-dsy/DTAB: (1) 125uM, (2) 320uM, (3)
625 1M, (4) 1320 M, (5) 2010 uM und (6) 3400 uM; DMPG-dss /DTAB: (I) 167 uM, (II) 667 uM,
(II1) 1170 M, (IV) 2670 uM und (V) 4170 uM

nur geringe VergroBerung der PC-Alkylkettenordnung infolge des DTAB-Einbaus
anzeigt.

Andererseits vergrofiert sich die Intensitét der CHy-Streckschwingungsbande (Abb
infolge des DTAB-Einbaus in die DMPC- und DMPG-Monoschicht drastisch.
Dies ist verbunden mit einer Frequenzverschiebung von 1-2cm™! (Abb [3.42), was
eine zunehmende Ordnung der Alkylketten von DTAB mit zunehmender Ober-
flichenkonzentration bedeutet. Aus der Intensitéitsinderung der OH-Banden auf
der rechten Seite der Abb.[3.41 mit dem Einbau der DTAB-Molekiile in die DMPC-
und DMPG-Monolayer wurden die Orientierungsmoglichkeiten der Amphiphile auf
der W/L-Grenzfliche, dargestellt in Abb. 3.40, entwickelt. Bis zur Injektion 5 bzw.
IV von DTAB unter die DMPC- bzw. DMPG-Lipidschicht, welche eine Subpha-
senkonzentration von 2.01 mM bzw. 2.7 mM kennzeichnen, nimmt die OH-Banden-
Intensitdat und damit verbunden die Filmschichtdicke zu. Mit einer weiteren DTAB-
Injektion, die den Oberflachendruck ansteigen lésst und die gleichzeitig mit einer
Zunahme an DTAB-Molekiilen in der W/L-Grenzschicht verbunden ist, verringert
sich die Intensitiat der OH-Bande. Dies kann einerseits durch eine Umorientierung
der senkrecht zur Oberflichennormalen gerichteten Amphiphile in eine geneigte
Anordnung erklirt werden, andererseits muss jedoch auch die Moglichkeit der Dif-
fusion der DTAB-Molekiile in den Nachbartrog in Betracht gezogen werden.
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Abb. 3.41: IRRA-Spektren der OH-, CHs-, CD,-Streckschwingungsbanden; obere Dia-
gramme: DMPC-ds4-Film nach dem DTAB-Einbau bei verschiedenen Oberflichendriicken
und DTAB-Konzentrationen in der Subphase, gekennzeichnet durch (a) m=20.9mN/m und
cprap=125uM, (b) 7=24.9mN/m und cprap=320uM, (c) 7=30.9mN/m und cprap=625uM, (d)
7=33.4mN/m und cprap=1320uM, (e) 7=36.4mN/m und cprap=2010uM und (f) 7=40.9mN/m
und cprap=3400uM; untere Diagramme: DMPG-ds4-Film nach dem DTAB-Einbau bei ver-
schiedenen Oberfliachendriicken und DTAB-Konzentrationen in der Subphase, gekennzeich-
net durch (1) 7=27.4mN/m und cprap=167uM, (2) 7=33.8mN/m und cprap=667uM, (3)
7=37.6mN/m und cprap=1170puM, (4) 7=42.9mN/m und cprap=2670uM und (5) 71=42.5mN/m
und CDTAB =4170 },LM

Berechnung der Verteilungskoeffizienten Die Berechnung der Verteilungs-
koeffizienten der Tensidmolekiile zwischen der Bulkphase und der Lipidmonoschicht
auf der Basis der IRRA-Spektren erfolgte nach MEISTER et al.l24 3% Hierfiir
wurde zunédchst der Extinktionskoeffizient €p;oeruer der individuellen Komponen-
ten bestimmt. Es wurde angenommen, dass die Extinktionskoeffizienten der CDo-
und CH,-Banden (e, und er) der reinen Komponenten und der Lipid/Tensid-
Mischmonolayer (e;/r und er/;) bei gleichem Oberflichendruck identisch sind
(Gl. 3.30). Damit ist die Anzahl der Lipid- und Tensidmolekiile pro A? im ge-
mischten Monolayer (Np,r und Nyp,r) direkt aus den Extinktionswerten der an-
tisymmetrischen CDy- und CHy-Banden des Mischfilms (Absy - und Absy/r,) be-
rechenbar (Gl./3.31). Die Ermittlung der Extinktionswerte der antisymmetrischen
CDs- und CHs-Banden im Mischfilm erfordert wiederum die Berechnung der Ex-
tinktionskoeffizienten der reinen Komponenten (e, und e7) aus den ausgelesenen
Extinktionswerten der reinen Komponenten (Abs;, und Absr) und der Anzahl der
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Abb. 3.42: Abhingigkeit der Wellenzahl der antisymmetrischen (Quadrate) und symmetrischen
(Kreise) CHy- (obere Diagramme) und CDs-(untere Diagramme) Streckschwingungsbanden von
der DTAB-Konzentration in der Subphase unterhalb eines DMPC-ds4-Films bzw. DMPG-ds4-
Films

Molekiile pro A? (N und Ny), die direkt aus den Isothermen der reinen Kompo-
nenten abgelesen werden konnen (Abb. 3.38)(Gl.13.29).

Abs Abs
€r, = NLL und € = NTT (329)
€, = EL/T und €T = ET/L (330)
Ab Ab
NL/T = SL/T und NT/L = ST/L (331)
€L/T €T/L

In Tab. 3.8 sind die abgelesenen m-Werte, Extinktionswerte (Absy), die berech-
nete Anzahl an Lipidmolekiilen pro A? (N;) sowie die berechneten Extinktions-
koeffizienten (e7) des reinen DMPC-dsy, DMPG-d5, und DMPC-ds,/DMPG-d54
(1:1) auf 0.1 M NaCl an der W/L-Grenzfliache zusammengestellt. Die Anzahl der
Lipidmolekiile pro Fldache beider reinen Lipide und des Gemisches nehmen mit
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zunehmendem Oberflaichendruck zu. Die Extinktionskoeffizienten sollten in erster
Néherung unabhéngig von der Konzentration sein, nehmen jedoch mit steigendem
Oberflichendruck und groflerer Molekiildichte ebenfalls zu, was auf Orientierungs-
effekte der Lipidmolekiile an der W/L-Grenzfliche im Verlauf der Kompression
zuriickzufiithren sein kénnte.

In Tab. 3.9 sind die korrespondierenden Werte von w, Absprap, Nprap und €prap
bei zunehmenden DTAB-Konzentrationen in der Subphase (cprap) aufgefiihrt.
Unter Verwendung der GI. [3.30 wurde die Oberflichendichte von DMPC, DMPG,
DMPC/DMPG (11) (NDMPC/DTAB> NDMPG/DTAB und NPC’PG/DTAB) sowie von
DTAB (NDTAB/DMPCa NDTAB/DMPG und NDTAB/PCPG) in den gemischten Filmen
in  Tabl3.10 zusammengefasst. Die Extinktionswerte  (Abspupc /DTAB;
AbSDMpg/DTAB bzw. AbsDTAB/DMPC; AbSDTAB/DMpg) wurden aus den antisym—
metrischen CDy- und CHy-Banden der gemischten Filme abgelesen (Abb. [3.41).
Der Molenbruch von DTAB im Lipidmonolayer (X" ist gegeben durch:

Nr/1,
Xmonolayer _ 3.32
T Nr/r, + Npjr ( )

Im letzten Schritt wurde der Verteilungskoeffizient von DTAB (P/EEAS b0 5) be-
rechnet, der als Verhéltnis des Molenbruches des Tensides im Lipidmonolayer zum
Molenbruch des Tensides in der Subphase (X54G%) ist definiert:

layer
X mono
T

PIRRAS _
T - NaCl
XT

(3.33)

wobei der Molenbruch des Tensides in der Subphase von der Bulkkonzentration
des Tensides (XNCl = (¢lotal — (Grenzflacchey /55 5Y abhingt.

Die berechneten Verteilungskoeffizienten der DTAB/DMPC, DTAB/DMPG und
DTAB/DMPC/DMPG-Gemische nehmen mit zunehmendem Oberflichendruck ab
und variieren im Bereich von 15.4-10*—4-10* fiir DTAB in DMPC-Monolayer,
20.9-10*—1-10* fiir DTAB in DMPG-Monolayer bzw. 13.1-10*—1.9-10* fiir DTAB
in DMPC/DMPG (1:1)-Monolayer innerhalb des untersuchten Konzentrationsbe-
reiches. Die Verteilungskoeffizienten des DTAB/DMPC-Systems sind etwas kleiner
als die des DTAB/DMPG-Gemisches, wenn die Verteilungskoeffizienten bei gleicher
DTAB-Subphasenkonzentation von ca. 0.6 mM verglichen werden (4.3-101<5.7-10%).
Die berechneten P-Werte von DTAB im Lipidgemisch-Monolayer aus PC und PG
liegen zwischen den Werten von DTAB in den reinen Lipidmonolayern.

Zur Berechnung der Verteilungskoeffizienten von TTAB, CTAB und DDAB in die
entsprechenden Lipidmonoschichten wurde das gleiche Verfahren angewendet und
die dafiir verwendeten Werte sind in den Abbildungen und Tabellen im Anhang
(Abb. [B.16, [B.17, B.18, B.19| [B.20, Tab. B.2, B.3, B.4, B.5, B.6, B.7)
aufgefiihrt.
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Der Vergleich der Verteilungskoeffizienten von DTAB mit denen von TTAB und
CTAB zeigt auch eine Abnahme der P45 Werte mit zunehmender Tensidkon-
zentration in der Subphase und zunehmenden Oberflachendriicken. Die Vertei-
lungskoeffizienten der Tenside TTAB und CTAB weisen auch jeweils geringfiigig
groffere Werte mit DMPG als mit DMPC auf. Bei vergleichbaren Tensidkonzen-
trationen von TTAB (¢rrap=0.063 mM bzw. 0.069 mM) ist P%?ﬁngMPG:57.3-1O4
bzw. Pj{gﬁg% v PC:38.4-1O4. Bei einer CTAB-Konzentration von (corap=
0.0035mM bzw. 0.0057mM) ist Pé?ﬁngMPG:HW-lO‘* bzw. Pé?’ﬁgiDMPC:
539-10*. Die Elektrostatik beeinflusst das Verteilungsverhalten der kationischen
Tenside in DMPG und DMPC-Monolayern. Auch anhand der deutlich grofieren
Molenbriiche der Tenside zwischen Subphase und den DMPG-Lipidschichten im
Vergleich zu den DMPC-Lipidschichten ist ersichtlich, dass sich mehr kationische
Tensidmolekiile in die DMPG-Monolayer als in die DMPC-Monolayer einlagern. In
der Volumenphase sind die ermittelten Molenbriiche der Tenside zwischen DMPG-
Bilayer und Losungsmittel gréfer als zwischen DMPC-Bilayer und Volumenphase
(Tab. 3.6). Die Verteilungskoeffizienten, die mit IRRAS an der W/L-Grenzfldche
direkt aus den Messdaten ermittelt wurden, zeigen ohne Korrektur der Elektrosta-
tik groBere Werte fiir den Tensideinbau in DMPG-Lipidmonolayer als in DMPC-
Lipidmonolayer, weil durch den Einbau der kationischen Tenside in die anionischen
PL-Monoschicht die Ladungen zunéchst kompensiert werden und sich dariiber hin-
aus zusitzlich Tensid bis zu einer positiven Uberschussladung der Monoschichto-
berfliche bis zur Séttigung einlagert. In die zwitterionischen DMPC-Monolayer
hingegen baut sich ein geringerer Anteil an Tensidionen ein, weil dadurch die Mono-
schicht sofort kationische Oberflichenladungen aufweist und damit einem weiteren
Tensideinbau aufgrund elektrostatischer Abstoung entgegen wirkt. Diese Effekte
sind trotz des Uberschufies an Gegenionen in der Subphase wirksam. Des Weite-
ren sind die DMPG-Monolayer aufgrund der Abstoflung zwischen den anionischen
Kopfgruppen weniger dicht gepackt, was die vermehrte Tensideinlagerung in die
Lipidmonolayer verstarkt.

Ein Vergleich der PIERAS Werte vom DTAB zum CTAB zeigt eine VergréBerung
der Verteilungskoeffizienten mit zunehmender Kettenléinge aufgrund der kleineren
cmce der Tenside und der verstdarkten hydrophoben Wechselwirkungen sowie der
VAN DER WAALS-Anziehungskrifte zwischen den Alkylketten der Tenside und PL.

MEISTER et al.l241 3% herechneten die Verteilungskoeffizienten von SDS und NG in
DMPC- und DMPG-Monolayer auf reinem Wasser und 0.1 M NaCl unter vergleich-
baren experimentellen Bedingungen. PZEEAS variierte zwischen 0.39—8.07-10%. SDS
weist damit die gleiche Groflenordnung der Verteilungskoeffizienten wie DTAB in
entsprechende Monolayer auf. Es konnte in diesen Studien jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen der Verteilung von SDS in DMPC- und DMPG-Monolayer
beobachtet werden. In Abb.[3.43 sind die berechneten Verteilungskoeffizienten der
Tenside DTAB, TTAB und CTAB als Funktion des Oberflichendrucks dargestellt.
Verschiedene Publikationen diskutieren den Bilayer-Monolayer-Aquivalenzdruck,
der zwischen m=30—35mN/m festgelegt wurdel?*! 30% 321 Bei einem Druck von

33mN/m  betragen  die  Verteilungskoeffizienten: Pé?%g purpe=2.8-10%,

IRRAS _ 4 pIRRAS _ 4 DIRRAS _ 4 pIRRAS _
PDTAB/DMPG—7'5'10 ) PTTAB/DMPC—19'10 ) PTTAB/DMPG—48'1O ) PC’TAB/DMPC’_
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552-10* und Pé?f}gf papa=932-10". Ein Vergleich der P45 Werte fiir die Lipid-
monolayer mit den entsprechenden Lipidvesikeln in der Volumenphase (Tab. [3.3)
zeigt einen dhnlichen Trend zu gréfleren P-Werten mit zunehmender Kettenlénge.
Insgesamt betrachtet sind die mit ITC berechneten Verteilungskoeffizienten aus den
Verteilungsexperimenten erwartungsgeméfl ﬁgrbﬁer aufgrund der Beriicksichtigung
der Elektrostatik in der Berechnung von P;l .

Die Verteilungskoeffizienten der Tenside in entsprechende Lipidvesikel bei 30 °C,
die aus den Solubilisierungsphasengrenzen ohne Beriicksichtigung der Elektrostatik
berechnet wurden (P;/ “ITab. 3.7), sind um ein bis zwei Zehnerpotenzen kleiner.
Da diese Verteilungskoeffizienten aber fiir die Phasengrenzen der Volumenphase
berechnet wurden, d. h. véllig verschiedene Systeme miteinander verglichen wer-
den (an der Séttigung bzw. Solubilisierung erfolgt der Tensid-“flip-flop* von der
duBeren in die innere Lipidschicht der Doppellayer, sodass die Verteilungskoeffizi-
enten kleiner sind), weichen die Werte stark voneinander ab. Des Weiteren ist der
Temperaturunterschied von 10 K zwischen 20 °C und 30 °C fiir die betreffenden Li-
pide aufgrund der Lage der Hauptphasenumwandlungstemperatur innerhalb dieses
Bereiches kritisch. Werden jedoch die berechneten apparenten Verteilungskoeffizi-
enten (P;/ “) aus den Verteilungsexperimenten in der Volumenphase (Tab.[3.3),
mit den Verteilungskoeffizienten im Monolayer verglichen, zeigt sich ein viel gerin-
gerer Einfluss der Elektrostatik bei der Verteilung der kationischen Tenside in die
DMPC- und DMPG-Monolayer als in die Lipidvesikel. Wihrend PLEEAY | berech-
net ohne Korrektur der Elektrostatik, sowohl im DMPC als auch im DMPG bei
dem einem Bilayer-Monolayer-Aqivalenzdruck Werte von 2.8-10* bis 7.5-10* auf-
weist, betragen die entsprechendenP;/ “_Werte in der Volumenphase mit DMPC
9.4-10* bzw. mit DMPG 4.4-10° bei 40 °C. Die Verteilungskoeffizienten von DTAB
in DMPC sind sehr gut sowohl in der Volumen- als auch an der W/L-Grenzfldche
miteinander vergleichbar, wahrend eine der Verteilungskoeffizient von DTAB in
DMPG-Vesikel DMPG =100fach grofler ist als im DMPG-Monolayer. Auch mit
TTAB und CTAB sind die Verteilungskoeffizienten in DMPC-Vesikel als auch im
DMPC-Monolayer in sehr guter Ubereinstimmung und weisen in DMPG-Vesikel
eine 100-fach grofleren Verteilungskoeffizienten als in die DMPG-Monolayer auf.

Neben der Bestimmung der DTAB, TTAB und CTAB-Verteilungskoeffizienten in
DMPC und DMPG wurden weiterhin die Verteilungskoeffizienten von DTAB und
CTAB in PC/PG-Mischmonolayer (Tab. untersucht, die in ihren Werten zwi-

schen denen von PC und PG liegen.

Fiir die Verteilung von DDAB zwischen DMPC und DMPG-Monolayer wurden fiir
7= 33mN/;m (Abb. [B.20) Verteilungskoeffizienten von ~ 8000-10* in DMPC und
10000-10* in DMPG-Monolayern ermittelt, die in der gleichen Gré8enordnung wie
die Verteilungskoeffizienten von DDAB in PC- und PG-Vesikel, berechnet anhand
der ITC-Verteilungsstudien, liegen (Tab.3.4).
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Abb. 3.43: Berechnete Verteilungskoeffizienten P;rras der Tenside DTAB, TTAB und CTAB
zwischen Subphase und der DMPC-ds4-Monolayer (geschlossene Symbole) sowie der DMPG-dj4-
Monolayer (offene Symbole) als Funktion des Oberfléchendrucks

™ AbSLipid N Lipid €Lipid
mN/In .1073 Molckiil/A2 Ag/Molekﬁl
DMPC-ds,4 9.0 0.56 0.0123 0.0454
19.4 0.73 0.0145 0.0500
27.4 0.83 0.0159 0.0524
32.2 0.95 0.0167 0.0568
DMPG-ds, 9.2 0.55 0.0111 0.0495
20.3 0.68 0.0128 0.0530
30.0 0.85 0.0139 0.0612
35.7 1.03 0.0145 0.0711
DMPC-ds4/ | 9.8 0.65 0.0104 0.0619
DMPG-ds4/ 21.3 0.88 0.0128 0.0687
(1:1) 30.4 1.12 0.0145 0.0776
34.4 1.35 0.0152 0.0889

Tab. 3.8: IRRAS-Absorptionswerte Abs der antisymmetrischen CD,-Streckschwingungsbande,
die molekulare Dichte N r;p:q und der Extinktionskoeffizient €r;piq der DMPC-ds4-, DMPG-ds4-
sowie der DMPC-ds4/DMPG-ds4 (1:1)-Monolayer auf 0.1 M NaCl bei unterschiedlichen Ober-
flichendriicken 7



3.2. UNTERSUCHUNGEN AN DER W/L-GRENZFLACHE 105

CDTAB ™ Absprap Npras €DTAB
mM mN/m 1073 Molekiil/ 42 A2 /Molekiil
1 14.8 0.85 0.0183 0.0467
3 24.2 1.16 0.0254 0.0458
5) 30.1 1.31 0.0287 0.0458
7 33.9 1.32 0.0307 0.0431

Tab. 3.9: IRRAS-Absorptionswerte Abs der antisymmetrischen CHs-Streckschwingungsbande,
die molekulare Dichte N prap und der Extinktionskoeffizient eprap des DTAB-Monolayer auf
0.1 M NaCl bei unterschiedlichen Oberflichendriicken m

NaCl l. IRRAS
CDTAB T AbSL/T NL/T AbST/L NT/L XD'_%AB XBLTO{ZOB PDTAB

mM mN /iy .1073 Molek. /42 .1073 Molek. /A2 103 104

DMPC| 0.13 20.9 0.684 0.01344 0.333 0.0071 0.23 0.346 154
032 249 0.701 0.01343 0.405 0.00861 0.57 0.391 6.8
0.63 309 0.721 0.01330 0.595 0.01261 1.13  0.487 4.3
201 364 0.653 0.01166 0.670 0.01411 3.62  0.548 1.5
3.40 409 0.711 0.01235 0.860 0.01805 6.12  0.594 4

DMPG| 0.17 27.0 0.575 0.00942 0.747 0.01588 0.30  0.628 20.9
0.67 33.8 0.591 0.00889 0.903 0.01907 1.20  0.682 5.7
1.17 376 0577 0.00829 0.971 0.02045 2.10  0.712 3.7
2.67 429 0.620 0.00840 1.08  0.02258 4.80  0.729 1.5
417 425 0.544 0.00741 0.973 0.02041 7.50 0.734 1

DMPC/ 0.14 245 0.614 0.00833 0.480 0.01022 0.25  0.523 13.1
DMPG| 0.36 33.8 0.640 0.00782 0.489 0.01032 0.65 0.516 4.5
(1:1) | 1.28 38.6 0.674 0.00783 0.457 0.00961 2.30 0.616 1.9

Tab. 3.10: Einfluss der DTAB-Subphasenkonzentration auf den Oberflichendruck (r), die Ab-
sorptionswerte der CDa- und CHa-Banden (Absppiq/prap bzw. Absprap/Lipia), die molekulare
Dichte von DMPC-d 54, DMPG-d 54 bzw. DMPC-d 54/DMPG-d 54 1:1 und DTAB in gemisch-
ten Lipid/DTAB-Monolayern (N pipia/pras bzw. N prap)Lipia), der Molenbruch von DTAB in

der Subphase (XNaCl) und im Lipidmonolayer (X1 ) sowie der Verteilungskoeffizient

(PLEEAS) von DTAB im Lipidmonolayer
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3.2.2 Brewsterwinkelmikroskopie

Die Filmwaageexperimente dienten der Untersuchung der reinen Lipidmonolayer
auf 0.1 M NaCl sowie der gemischten Lipid/Tensid-Filme durch Spreiten des jewei-
ligen PL auf der Tensid enthaltenden Subphase in einer Konzentration unterhalb
der eme des Tensids (0.05mM DTAB, TTAB, CTAB bzw. 0.001 mM DDAB) bei
20 °C (Abschnitt A.5). Wahrend der Kompression der Monolayer wurden BAM-
Aufnahmen von der W/L-Grenzfliche aufgenommen.

In Abb. [3.44 sind die ermittelten Isothermen des reinen DMPC im Vergleich
zu den gemischten DMPC-DTAB, -TTAB, -CTAB bzw. -DDAB-Isothermen zu-
sammengefasst. Die Kompression des gespreiteten DMPC-Filmes auf 0.1 M NaCl
fithrt zu einem Anstieg des Oberflachendrucks = ab einer molekularen Fliche
von 1104A%/Molekil. Bei einer Temperatur von 20 °C liegt der DMPC-Film aus-
schlieBlich in der fliissig-expandierten (LE) Phase vor (Abb. 2.11)). Die Tempera-
turabhéngigkeit des Phasenverhaltens des reinen DMPC-Filmes auf Wasser wurde
von GARIDEL!! ausfiihrlich beschrieben. Der Kollaps des DMPC-Filmes findet
bei einer Fliche von 44 A%/Molekin und einen Oberflichendruck von 42mN/m statt,
was mit den Ergebnissen von ALBRECHT et al.l’¥, Blume et al.}?2), UrRAGAMI et
al.B23 yund KuBo et al.’?4 {ibereinstimmt.

Das Spreiten von DMPC auf der Subphase, welche die Tenside in einer Kon-
zentration enthélt, in der die Molekiile als Monomere innerhalb der Subphase
bzw. adsorbiert an der W /L-Grenzflache vorliegen, fiithrt zu einer Verédnderung des

50 —— ———T——T——1

40 |

20 |-

—— DMPC
—— DMPC/DTAB
DMPC/TTAB
0 | —— DMPC/CTAB
—— DMPC/DDAB

Oberflichendruck 7/ mN-m’

IE L I. L | L | L | 1 | 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Molekiilfliche 4, / A>Molekiil

Abb. 3.44: DMPC-Isotherme auf wéssriger 0.05mM DTAB, TTAB, CTAB bzw.0.001 mM
DDAB-enthaltender Subphase in 0.1 M NaCl bei 20 °C
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Abb. 3.45: BAM-Aufnahmen wéihrend der DMPC-Filmkompression: a: reines DMPC bei
m=14.6mN/m, b: DMPC auf DTAB (0.05mM) bei 7=8.4mN/m, ¢c: DMPC auf TTAB (0.05 mM) bei
7=9.5mN/m d: DMPC auf CTAB (0.05mM) bei m=34.4mN/m, e: DMPC auf DDAB (0.001 mM)
bei 7=39.5mN/m

DMPC-Isothermenverlaufs. Mit zunehmender Kettenldnge des Tensids verschiebt
sich der Druck vs. Fliachen-Verlauf zu grofleren Molekiilflichen. Mit zunehmen-
der Kettenldnge des Tensids vom DTAB zum CTAB steigt einhergehend mit der
Erniedrigung der cme vom DTAB zum CTAB der Anteil adsorbierter Tensidmo-
lekiile an der W/L-Grenzfliche. Die Oberflachendriicke der reinen Tensidfilme bei
einer Kontentration von 0.05 mM betrugen zu Beginn des Experimentes fiir DTAB,
TTAB und CTAB 7 ~5mN/m, m ~12mN/m und m ~20™N/m. Vor dem Lipidauftrag
wurde der Oberflichendruck manuell auf Null zuriickgestellt. Aus den Ergebnissen
in der Volumenphase ist bekannt, dass mit zunehmender Kettenldnge des Tensids
die attraktiven Wechselwirkungen mit den PL-Molekiilen zunehmen. Beim Spreiten
des PL auf der tensidangereicherten Oberfliche steigt der Oberflichendruck vom
DTAB zum CTAB an. Die Isothermen der DTAB/DMPC-Monolayer beginnen
bei 7=1.5mN/m der TTAB/DMPC-Monolayer bei 7=16mN/m, der CTAB/DMPC-
Monolayer bei 7=34mN/m und der DDAB/DMPC-Monolayer bei m=9mN/m. Die
Molekiilfliche, bei der der DMPC/Tensidfilm kollabiert, ist groBer als die des
reinen Lipides. Mit zunehmender Tensidkettenldnge verschieben sich diese Mo-
lekiilflichen des DTAB/DMPC-Filmes auf 48 A*/Molekiil, des TTAB/DMPC-Filmes
auf 58 A%/Motekit, des CTAB/DMPC-Filmes auf 81 A*/Molekiil und des DDAB/DMPC-
Filmes auf 100 A*/Molekiil, was durch die Koexistenz der Tensidmolekiile neben den
PL-Molekiilen an der W/L-Grenzflache zuriickzufithren ist. In Abb. 3.45 sind die
einzelne Beispiele der BAM-Aufnahmen wihrend der Kompression der Lipidfil-
me dargestellt. Der reine DMPC-Film zeigt wéihrend der gesamten Kompression
eine homogene Oberfliche ohne erkennbare Oberflichenstrukturen, da das Sys-
tem einphasig ist. Im Gegensatz dazu sind in den Oberflichenaufnahmen der
Tensid /Lipid-Gemische mit zunehmender Kettenlidnge des Tensides grofier werden-
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de Oberflachenstrukturen bzw. Agglomerate direkt nach Auftrag des Lipidfilmes
und weiterhin nach einer Equilibrierzeit von 30 min bis hin zum Filmkollaps er-
kennbar. Die Bilder zeigen Domainen, d. h., dass zwei verschiedene Phasen koexis-
tieren. Die Form der Strukturen veréndert sich mit dem Tensid. Wahrend DTAB in
DMPC eine sehr gleichméfig verteilte kornige Struktur der Oberfliche zeigt, sind
beim TTAB/DMPC Ringstrukturen erkennbar, die beim CTAB/DMPC groler
werden und sich kettenartig zu gekriimmten Stdbchen formieren. Die Koexistenz
der DDAB/DMPC-Molekiile in der W/L-Grenzfliche hingegen fiithrt wieder zu
einer gekornten, ebenmiéBigen Struktur, die mit der des DTAB/DMPC-Systems
vergleichbar ist. Aus diesen erkennbaren Oberflichenstrukturen ist die Bildung
von tensidreichen und lipidreichen Domainen innerhalb der Monoschicht ableit-
bar, die in Form und Grofle stark von der Kettenlédnge des Tensids abhéngig sind.
Die Bildung von Domainen durch die Adsorption von DTAB und SDS in DPPC-
Monolayern wurde auch von MCCONLOGUE et al. 325 beobachtet.

Der Oberflichendruckverlauf als Funktion der Molekiilfliche des DMPG ist in
Abb. [3.46 dargestellt. Der Verlauf der Isotherme dhnelt der DMPC-Isotherme, d.
h. auch der DMPG-Film durchschreitet bei 20 °C ausschliefllich die LE-Phase, die
direkt ohne Ubergang in die LC-Phase bei 7=41.4 ™N/m und einer groferen mole-
kularen Fliche (Ap =59 A%/Motekiil) als der Fliche des reinen DMPC kollabiert. Bei
einer Fliche von 150 A%/Molekinl verliisst die Isotherme die Abzisse und verlduft mit
fortschreitender Kompression zu grofier werdenden Oberflichenendriicken, was in
guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von GARIDEL ist!%?), die den Einfluss
vom NaCl-Gehalt in der Subphase auf den /A y-Verlauf von DMPG zeigen und
eine geringe Expansion der Monolayer anhand des Isothermenverlaufs aufweisen.

Die Prasenz der kationischen Tenside DTAB, TTAB, CTAB und DDAB beeinflus-
sen die Eigenschaften der DMPG-Isothermen erwartungsgeméf in &hnlicher Weise
wie die des DMPC. Auch hier verschieben sich die Anfangswerte des lateralen Ober-
flachendrucks der tensid-haltigen Subphase mit zunehmender Kettenlénge des Ten-
sids und werden durch den Lipidauftrag noch einmal zusétzlich durch einen Betrag
auf die in Abb. 3.46/ Werte verschoben, sodass sich die Startwerte von 7=12 mN/m fiir
den DTAB/DMPG-Film, 7=23 mN/i, fiir den TTAB/DMPG-Film, 7=37.5 mN/m fiir
den CTAB/DMPG-Film bzw. 7=24.5mN/iy fiir den DDAB/DMPG-Film ergeben.
Insgesamt betrachtet, sind demnach die m-Startwerte trotz gleichbleibenden Kon-
zentrationsverhéltnisses der DMPC/Tensid- und DMPG/Tensid-Filme zu grofieren
Driicken verschoben, was durch eine gréflere Anzahl wechselwirkender Molekiile
in den DMPG-Monolayern im Vergleich zu den DMPC-Monolayern verursacht
wird. Die elektrostatische Anziehung zwischen den anionischen DMP G-Molekiilen
und den kationischen Tensidmolekiilen fiithrt trotz der elektrostatisch abschirmend
wirksamen Na- und Cl-Tonen, die im Uberschuss in der Subphase vorhanden sind,
zu einer verstirkten Adsorption der Tenside in die W/L-Grenzschicht. Auch die
Verschiebung der Molekiilflachen am Filmkollaps zu grofleren Werten ist bei den
DMPG /Tensid-Monolayern im Vergleich zu den DMPC/Tensid-Fliachen stérker
ausgepragt. Die einkettigen Alkyltrimethylammoniumbromide DTAB, TTAB und
CTAB verschieben die Kollapsfliche der DMPG-Monolayer ungefahr doppelt so
weit wie die entsprechenden Tenside innerhalb der DMPC-Monolayer in Richtung
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Abb. 3.46: DMPG-Isotherme auf wissriger 0.05mM DTAB, TTAB, CTAB bzw. 0.001 mM
DDA B-enthaltender Subphase in 0.1 M NaCl bei 20 °C

zunehmender molekularer Fldche, was ein weiteres Indiz fiir die verstirkte An-
sammlung der Tenside innerhalb der DMPG-Monoschichten darstellt. Die BAM-
Aufnahmen (Abb.[3.47) unterscheiden sich nur unwesentlich von denen der DMPC /-
Tensid-Systeme. Die Tenside TTAB und CTAB bilden auch innerhalb der DMPG-
Monoschicht deutlich erkennbare Oberflichenstrukturen in Ring- bzw. Stdbchen-
form, wihrend die Oberfliche der DMPG/DTAB- und DMPG/DDAB-Monolayer
eine undeutliche, kornig inhomogene Struktur aufweist.

Die Kompressibilitdt der Lipidfilme, bestehend aus DMPC und DMPG auf NaCl
enthaltender Subphase, ist durch das Vorhandensein der kationischen Tenside er-
hoht. Durch die Kompression des Filmes werden die Tensidmolekiile nicht vollstéan-
dig in die Subphase zuriickgedriangt, was durch die grofleren molekularen Flachen
am Filmkollaps der gemischten Tensid/Lipid-Monolayer zum Ausdruck gebracht
wird. Es ist eindeutig eine Abhéngigkeit des 7/ Aj-Verlaufes von der Tensidket-
tenldnge und der Kopfgruppe des PL zu erkennen. Mit zunehmender Kettenlédnge
des Tensides ist zum einen die initiale Konzentration des Tensides in der W/L-
Grenzflache vergréfert, zum anderen aber die kohésiven Wechselwirkungen infolge
der VAN DER WAALS-Anziechung zwischen den Alkylketten der Tenside und PL
wihrend der Kompression stirker wirksam®2%| sodass beim CTAB die Kompres-
sibilitéat im Vergleich zum DTAB und TTAB am groiten ist. Die kleineren mole-
kularen Flichen der DTAB/Lipid-Monoschichten direkt vor dem Filmzusammen-
bruch spiegeln kompaktere Filme als die der CTAB/Lipid-Monoschichten wider.
Die Abhéngigkeit der Molekiilpackungsdichte von der Hydrophobizitdt des Ten-
sidmolekiils wurde an DTAB sowie CTAB mit DMPC und DPPC-Monolayern in
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Abb. 3.47: BAM-Aufnahmen wéihrend der DMPG-Filmkompression: a: reines DMPG bei
m=14.6mN/m, b: DMPG auf DTAB (0.05mM) bei n=24.5mN/m, ¢: DMPC auf TTAB (0.05mM)
bei m=32.2mN/m, d: DMPC auf CTAB (0.05mM) bei 7=38.7mN/m, e: DMPC auf DDAB
(0.001 mM) bei m=15.4mN/m

gleicher Weise von BAKSHI et al.®2l beobachtet. Die elektrostatische Anziehung
zwischen der Kopfgruppen der kationischen Tenside und DMPG ist die Ursache fiir
die noch groBere Kompressibilitdt des DMPG verglichen mit DMPC. Die Anwe-
senheit des dimeren Amphiphils DDAB in den PL-Filmen weist die grofite Kom-
pressibilitat der Monolayer im Vergleich zu den anderen kationischen Tensiden auf.



Zusammenfassung

Die physikochemische Charakterisierung der homologen kationischen Tenside DT-
AB, TTAB und CTAB sowie deren Wechselwirkung mit Modellmembranen, beste-
hend aus DMPC und DMPG, erfolgte sowohl in der Volumenphase als auch an der
W /L-Grenzfliche mit Hilfe der Kombination verschiedener Messmethoden.

In der Volumenphase wurde zur Untersuchung der Thermodynamik der Mizelli-
sierung von DTAB, TTAB und CTAB die ITC verwendet. Diese Untersuchungen
bilden die Grundlage fiir die Interpretation der Verteilungs- und Solubilisierungs-
ergebnisse der Tenside mit den Phospholipidvesikeln aus DMPC bzw. DMPG.

Mit der ITC wurde ein detailliertes thermodynamisches Profil der Demizellisie-
rung der Tenside in Abhéngigkeit von der Temperatur, der Tensidkettenléinge und
des Tonengehaltes im Losungsmittel erstellt, wobei folgende Ergebnisse ermittelt
wurden:

e Mit zunehmender Tensidkettenlinge nimmt die cmce des Tensids ab und
der Verteilungskoeffizient des Tensids zwischen Mizelle und Wasser Py’
wird grofler. Die positiven Freien Enthalpie-Werte der Demizellisierung
AG gemi> nehmen wie die Demizellsierungsenthalpie AH g, zu und die ne-
gativen T AS emi.- Werte nehmen vom DTAB zum CTAB ab.

e Mit zunehmender Temperatur wird die cmc des jeweiligen Tensids ab einer
Temperatur von 30 °C gréBer und die entsprechenden Py’ /% \Werte nehmen
ab. Gleichzeitig sind AH gepmi, und TAS emi. stark temperaturabhéngig und
vergroflern sich mit zunehmender Temperatur wihrend AGgen;, nur gering
temperaturabhéngig ist.

e Mit dem NaCl-Zusatz im Losungsmittel wird die cmce der ionischen Tenside
kleiner und P; /99 Qamit groBer. Die positiven AG gemi-- Werte nehmen zu und
AH jepmir sowie TASgemi>. nehmen ab.
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Die Anderung der Wirmekapazitit der Tenside beim Transfer aus der Mizelle in
eine wissrige Umgebung ergibt positive Werte und variiert fiir DTAB, TTAB und
CTAB zwischen 280—620 J/mol.k. Die Berechnung der thermodynamischen Parame-
ter der Demizellisierung erfolgte auf der Grundlage des ,,mass action“- sowie des
,, Pseudophasenseparations“-Modells. Beide Methoden ergaben eine zufriedenstel-
lende Ubereinstimmung der Ergebnisse. Die Aggregationszahl N wurde fiir DTAB,
TTAB und CTAB genau an der ¢mc der Tenside ermittelt und ergab Werte zwi-
schen 20—30 unabhéingig von der Tensidkettenldnge und Temperatur.

Mit der ITC konnte des Weiteren temperaturabhéngig die Verteilung der katio-
nischen Tenside DTAB, TTAB, CTAB und DDAB zwischen wéssriger- und Vesi-
kelphase bestehend aus DMPC, DMPG bzw. DMPC/DMPG (1:1) charakterisiert

werden:

e Die intrinsischen Verteilungskoeffizienten (P;/ Z) nehmen mit zunehmender
Liange des hydrophoben Molekiilanteils im Tensid um eine Groéflenord-
nung zu: DTAB (10°)<TTAB (10%)<CTAB(10") ~DDAB (107).

e Die P;/ “Werte der kationischen Tenside weisen keine deutliche Abhéngigkeit
von der Lipidkopfgruppe auf, sodass keine spezifischen Wechselwirkungen
zwischen den Alkyltrimethylammoniumbromiden und Lipiden in Betracht
gezogen werden kénnen.

e Die korrespondierenden apparenten Verteilungskoeffizienten (P;/ “0) sind bei
den Tensid-DMPC-Systemen aufgrund der elektrostatischen Abstofung ca.
zehnfach kleiner und bei den Tensid-DMPG-Systemen aufgrund der elektro-
statischen Anziehung ca. zehnfach grofler als die entsprechenden intrinsischen
Verteilungskoeffizienten.

e Die Transferenthalpien des Tensids von Wasser in die Vesikelphase (AH;/ “
sind negativ und nehmen mit Temperaturerh6hung nur gering ab.

e Die Freien Transferenthalpien des Tensids (AGZ{;) sind negativ, gering ab-
nehmend mit Temperaturerh6hung und stark abnehmend mit Tensidketten-
verldngerung.

e Die Transferentropiewerte (AS%i) sind positiv, gering abnehmend mit Tem-
peraturerhohung und stark zunehmend mit Tensidkettenverldngerung.

e Die o. g. Tranferenergien sind kaum von der PL-Kopfgruppenladung abhéngig.

Anhand der Solubilisierungsstudien der Tenside DTAB, TTAB und CTAB mit
DMPC-, DMPG und DMPC/DMPG-Vesikel bei 30 °C und 60 °C in 0.1 M NaCl
(der LC-Phase der PL) konnten die Phasendiagramme erstellt werden, deren Ana-
lyse zu folgenden Ergebnissen fiihrt:

e Aus den Werten der molaren Tensid-Lipid-Verhéltnisse der Mischaggrega-
te an der Sittigungs- und Solubilisierungsphasengrenze R%* und R ist
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erkennbar, dass R und R2* von der Lipidart abhéingig sind. Mit dem
anionischen Lipid DMPG sind die Werte doppelt so grofl wie mit DMPC. Die
DMPG-Mischvesikel und Mischmizellen weisen demnach an den Phasengren-
zen die doppelte Anzahl an Tensidmolekiile als die DMPC-Mischaggregate
auf.

o R und R7**" der DMPG-Mischaggregate sind unabhingig von der Tem-
peratur und Tensidart und nehmen ausschlieSlich Werte >1 an, wéahrend
die DMPC-Mischaggregate Werte <1 aufweisen (Mischvesikel aus DMPC/
DMPG 1:1 nehmen eine Zwischenstellung ein), d. h. dass vor der Solubi-
lisierung ein Uberschuss an kationischen Tensidmolekiilen in den DMPG-
Mischaggregaten vorhanden ist.

e Die Lage der Phasengrenzen ist stark temperaturabhéngig. Bei 30 °C lie-
gen die Phasengrenzen bei niedrigeren Tensidkonzentrationen als bei 60 °C,
d. h. dass bei niedrigeren Temperaturen weniger Tensid zur Sattigung und
Solubilisierung der PL-Vesikel notig ist.

e Mit zunehmender Tensidkettenlinge verschieben sich die Phasengrenzen
zu niedrigeren Tensidkonzentrationen verbunden mit der cmc-Erniedrigung
der reinen Tenside vom DTAB zum CTAB.

e Mit zunehmender Tensidkettenlinge steigt die Solubilisierungseffizienz des
Tensides, wobei diese Abhéngigkeit nicht linear, sondern der Unterschied zwi-
schen TTAB und CTAB nur gering ist.

e Die Verteilungskoeffizienten des Tensides bzw. PL zwischen den beiden Misch-
aggregaten bestétigen die einfachere Solubilisierbarkeit der DMPC-Vesikel im
Vergleich zu den DMPG-Vesikeln aufgrund der elektrostatischen Wechselwir-
kungen, die zunehmende Solubilisierungseffizienz vom DTAB zum CTAB und
eine geringere Solubilisierungseffizienz der Tenside bei 60 °C als bei 30 °C.

e Die Verteilungskoeffizienten der Tenside zwischen den Vesikeln und der wéss-
rigen Phase variiern in einem Grofenbereich von 103 und 10* und weisen
groffere Werte bei niedrigeren Temperaturen auf. Sie zeigen signifikant grofie-
re Werte vom DTAB zum CTAB aufgrund der zunehmenden Hydrophobie
des Tensidmolekiils.

Am Beispiel des DTAB/DMPC-Systems wurde der vesikuldre Bereich des Ent-
halpogramms bei 60 °C quantitativ erfasst. Die aus der Kurvenanpassung der ex-
perimentell ermittelten Werte des Verteilungskoeffizienten (P;/ * =2.0-10°) und der
Transferenthalpie von DTAB in DMPC-Vesikel (AH;/ ' =-17.2%/mol) stimmen gut
mit den Werten der ITC-Verteilungsstudien (2.5-10° bzw. -17.6 %//mol) iiberein.

Die DLS-Untersuchungen in der Volumenphase bestétigten die mit ITC ermittelten
Solubilisierungsphasengrenzen und fithrten zu folgenden zusétzlichen Informatio-
nen:
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e Aufgrund der starken Hydratation der MV infolge der hohen Oberflichen-
ladungsdichte kommt es zu einem starken Anschwellen der Vesikel im MV-
Bereich vor der Sattigungsphasengrenze bis zu einem Radius von 250 nm. Dies
konnte unabhéngig vom Tensid-Lipidsystem und der Temperatur beobachtet
werden.

e Der Vesikel-Mizell-Ubergang ist durch eine gleichzeitige Bildung von wur-
martigen Superaggregaten gekennzeichnet.

Mit der DSC wurde der Einfluss des kationischen Tensideinbaus in die PL-Vesikel
auf die Phasenumwandlungstemperaturen und Umwandlungsenthalpie untersucht,
wobei folgende Ergebnisse ermittelt wurden:

e DTAB verursacht, eingebaut in den untersuchten PL-Vesikeln, eine Desta-
bilisierung der Gelphase, was an der Verschiebung von 7, zu niedrigeren
Temperaturen erkennbar ist.

e TTAB fiihrt bei geringen Tensidkonzentrationen zu einer T,,,-Verschiebung zu
hoheren und bei groflen Tensidkonzentrationen zu niedrigeren Temperaturen.

e CTAB verursacht in allen Konzentrationsbereichen eine Verschiebung von 7,
zu hoheren Temperaturen, d. h. die Gelphase ist stark stabilisiert.

e Die DMPG-Tensidgemische weisen bei einem molaren Verhéltnis von Ten-
sid/Lipid ~2:1 eine deutliche VergroBerung von Ay H aufgrund der Bildung
eines Eutektikums auf.

Die Untersuchungen in der Volumenphase wurden mit Hilfe von BAM- und IRRAS-
Untersuchungen an der W/L-Grenzfliche ergénzt.

Durch die Kombination der Filmwaagetechnik mit IRRAS konnten sowohl die
G1BBS-Adsorptionsisothermen der kationischen Tenside als auch der Einbau der
Tenside in die PL-Monolayer anhand der Analyse der antisymmetrischen und
symmetrischen Methylen-Streckschwingungsbanden v(CDs) und v(CHy) sowie der
Wasserbande v(OH) qualitativ und quantitativ charakterisiert werden:

e Die Untersuchungen erlaubten die Berechnung der GIBBSSCHEN-Adsorptions-
isothermen und Druck-Flachen-Isothermen der homologen Tenside.

e Die eme-Kennwerte der Tenside an der W/L-Grenzflache stimmen mit den
ITC-Ergebnissen iiberein.

e Die GiBBs-Adsorptionsenthalpie der Tenside an der W/L-Grenzfliche weist
annahernd iibereinstimmende Werte mit den korrespondierenden GIBBS-Mi-
zellisierungsenthalpie des jeweiligen Tensids in der Volumenphase auf.

e Es wurden die Verteilungskoeffizienten der Tenside PAEEAS in die PL-Mono-
layer, die am Bilayer-Monolayer-Equivalenzdruck (7=30—35mN/m) fiir DTAB
in DMPC 2.8-:10* und fiir DTAB in DMPG 7.5-10* betragen, ermittelt.
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e Die PLIERAS Werte sind zwischen DMPG-Monolayer und Wasser im Vergleich
zu den DMPC-Monolayern vergroflert aufgrund der elektrostatischen Anzie-
hung zwischen der anionischen PL- und der kationischen Tensid-Kopfgruppe.

e Die PIERAS Werte vergrofiern sich jeweils um eine GréBenordnung mit zu-
nehmender Tensidkettenlinge vom DTAB (10%), TTAB (10°), CTAB (10°)
zum DDAB (107).

e Die Auswertung der OH-Banden der IRRA-Spektren ermoglicht im begrenz-
ten Rahmen qualitative Aussagen iiber die Orientierung der Tensidmolekiile
in der W/L-Grenzflache wihrend der Adsorption und wéhrend des Einbaus
in die Lipidmonoschichten

e Die DMPC-Tensid-Monolayer konnten auf kleinere Molekiilflichen als die
DMPG-Tensid-Monolayer komprimiert werden, was durch die vermehrte Ein-
lagerung der Tensidmolekiile in die DMPG-Monoschicht verursacht wird und
qualitativ mit den Ergebnissen in der Volumenphase iibereinstimmt.

e Mit zunehmender Tensidkettenldnge sind die Isothermen zu groflieren Mo-
lekiilflichen aufgrund der zunehmenden hydrophoben Wechselwirkungen zwi-
schen Tensid und PL verschoben.

e Die BAM-Aufnahmen der PL-Tensid-Monolayer zeigen wiahrend der gesam-
ten Kompression ein Auftreten von Mehrphasengebieten eventuell aufgrund
der Bildung von tensidreichen und lipidreichen Doménen innerhalb der PL-
Schicht.

Durch die Kombination verschiedener Techniken ist es gelungen, die physikochemi-
schen Eigenschaften homologer kationischer Tenside sowohl in der Volumenphase
als auch an der W/L-Grenzschicht zu charakterisieren. Diese Studien dienen als
Grundlage fiir die systematischen Untersuchungen des Einbaus dieser Tenside in
Modellmembranen, bestehend aus DMPC, DMPG und DMPC/DMPG (1:1), die,
basierend auf der Kombination von kalorimetrischen und spektroskopischen Metho-
den, erstmalig ist. Es konnte gezeigt werden, dass die Tenside in Abhéngigkeit ihrer
Tensidkettenldnge stark variierende Inkoporations-und Lyseeigenschaften der Lipi-
daggregate aufweisen. Die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den katio-
nischen Tensiden und den zwitterionischen (Abstofung) sowie anionischen (Absto-
Bung) PL-Aggregaten sind trotz iiberschiissigem Elektrolytgehalt im Losungsmittel
wirksam. Es konnte ein verstarkter Tensideinbau in DMPG-Modellmembranen im
Vergleich zu den aus dem zwitterionischen Referenzphospholipid DMPC beste-
henden Modellmembranen sowohl in der Volumenphase als auch an der W/L-
Grenzflache nachgewiesen werden.






Methoden und Ma-
terialien

A.1 TIsotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

A.1.1 Methode

Die isotherme Titrationskalorimetrie ist eine hochsensitive Methode zur thermody-
namischen Charakterisierung von inter- und intramolekularen Wechselwirkungen
von Biomakromolekiilen in Losung?2%. Das Kalorimeter misst bei einer Bindung
zwischen zwei Reaktionspartnern oder aber bei konzentrationsinduzierten Aggrega-
tionsprozessen die direkt freigesetzte oder absorbierte Wérme als Folge des schritt-
weisen Vermischens zweier Losungen unterschiedlichen Inhaltes!29 219, 221, 328] Do
ITC ermoglicht so die Bestimmung thermodynamischer Parameter vieler biochemi-
scher Molekiil-Ligand-Interaktionen, wie z. B. Antigen-Antikorper, Lipid-Tensid,
Lipid-Protein, Protein-DNA, Protein-Zucker, Enzym-Substrat oder Lipid-Arznei-
Stoff328-331]

Die ITC-Messungen wurden mit Kalorimetern der Firma MicroCal™ Inc., North-
hampton, MA, USA durchgefiihrt: dem Omega-Titrationskalorimeter und dem
VP-ITC, deren gemeinsame Funktionsweise auf dem Heizleistungs-Kompensations-
Prinzip*% beruht.

Der schematische Aufbau der Messapparatur ist in Abb. /A.1 dargestellt. Haupt-
séchlich besteht das Kalorimeter aus zwei identisch aufgebauten, miinzenférmigen
Zellen, der Referenzzelle und der Messzelle, die jeweils ein Volumen von ca. 1.3 ml
fassen. Diese bestehen aus Hastaloy™, einer speziellen korrosionsresistenten Nickel-
Molybdén-Chrom-Legierung und sind in einer von einem inneren und &ufleren Iso-
liermantel aus Aluminium und Polyurethan umgrenzenden, adiabatischen Umge-
bung zentral im Kalorimeter fixiert. Die Zellen werden durch eine Kapillare von
auBen vollstindig befiillt, wobei die Referenzzelle das Losungsmittel der Probe
enthélt, wahrend in die Messzelle die Losung bzw. Dispersion des einen Reaktions-
partners eingebracht wird. In die Messzelle taucht eine Hamilton-Spritze, welche
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Abb. A.1: Schematischer Aufbau eines Titrationskalorimeters/33?

die Applikation eines definierten Volumens des zweiten Reaktionspartners in be-
stimmten Zeitintervallen gestattet. Die verwendete Spritze fasst ein Volumen von
250 pul und rotiert wihrend des Experimentes motorgetrieben mit einer konstan-
ten Geschwindigkeit von 310 U/min, sodass eine gleichméfige Durchmischung des
Messzellinhaltes zur Vermeidung von Temperatur- und Konzentrationsgradienten
in der Probenzelle auch wihrend der Injektion gewéhrleistet wird. Das abgeflachte
Nadelende der Spritze dient dabei zusétzlich als Riihrpaddel.

Die Referenzzelle wird sténdig mit einer geringen konstanten Heizleistung, an-
gesteuert mit dem sogenannten ,Referenzoffset (RO) von wenigen uW beheizt,
sodass die Temperatur der Zellen wihrend einer Messung um ca. 0.002 — 0.04 K/n
steigt. Das Kalorimeter arbeitet demnach , quasi-isotherm*®33. Die Temperatur-
differenz AT) zwischen Mess- und Referenzzelle wird mit einem zweiten, an der
Messzelle positionierten Heizsystem iiber ein aktiviertes ,Cell Feedback® (CFB)-
Netzwerk auf Null reguliert. Ein drittes Heizsystem, welches mit dem ,,Jacked Feed-
back® (JFB) angesteuert wird, dient dem Ausgleich der Temperaturdifferenz ATy
zwischen Zellen und Mantel®3* 335 Durch eine exo- bzw. endotherme Reaktion
in der Messzelle verdndert sich die Temperatur der Messzelle. Ein der Tempera-
turdifferenz AT} proportionales, elektrisches Signal wird iiber einen Temperatur-
sensitiven Halbleiter (Bismut-Tellurid-Kristalle) erzeugt, welches die Heizleistung
an der Messzelle verringert bzw. verstiarkt. Die Spannung proportional dieser Heiz-
leistung wird als Funktion der Zeit aufgezeichnet. Ein Maf} fiir die umgesetzte

Wiérme in der Probenzelle stellt das Integral der Spannung iiber die Zeit
dar219, 228, 336-339]

Die Kalibierung der Kalorimeter erfolgt computergesteuert als auch extern durch
die Zufithrung definierter Warmemengen von 5 — 25 #eal/s. Die Kalorimeter arbeiten
in einem Temperaturbereich zwischen 2 — 80°C, wobei die Temperatur mit einem
Peltier-Element (VP-ITC) oder einem zirkulierenden Wasserbad (Omega-ITC) ein-
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gestellt wird. Mit der ITC kénnen Temperaturinderungen bis 107 K erfasst wer-
den. Sie weisen eine Sensitivitit von weniger als 1 pcal auf®?. Es wurde darauf
geachtet, dass das Signal-Rausch-Verhéltnis der Basislinie kleiner 45 nanocal/sec hei
einer Riithrgeschwindigkeit von 310 U/min ist.

A.1.2 Probenpriparation

Mit der I'TC wurden Demizellisierungsexperimente der kationischen Tenside DTAB,
TTAB bzw. CTAB in 100 mM NaCl und Wasser und Verteilungs- als auch Solubi-
lisierungsexperimente binérer Systeme, bestehend aus DTAB, TTAB und CTAB
bzw. DDAB, mit den Phospholipiden DMPC, DMPG sowie dem Lipidgemisch
DMPC/DMPG (1:1) untersucht. Die Identitdt und Reinheit der Tenside wurde
unter Verwendung von MS-HPLC iiberpriift und bestétigt.

Das Herstellen der Proben erfolgte durch Losen bzw. Dispergieren der Substan-
zen bei Raumtemperatur im Losungsmittel (100 mM NaCl oder Wasser). Die Ten-
sidlosungen DTAB, TTAB bzw. CTAB sowie die DDAB-Dispersion wurden ca.
S5min auf dem Vortexer geschiittelt und vor jeder Messung 10 min unter Riihren
entgast.

Die Lipiddispersionen wurden auch zunéchst 5 min auf dem Vortexer geschiittelt,
danach im Ultraschallbad bei 40 °C, einer Temperatur weit oberhalb der Phasen-
umwandlungstemperatur der Lipide, 15 min beschallt. Bei einer Lipidkonzentration
von 20 mM wurde die Beschallzeit um 30 min verlangert. Durch die Ultraschallbe-
handlung entstehen in der Probe aus den Lipiden SUV bzw. [UV®%: 34 (Abb-
schnitt 2.2.2). Nach dem Abkiihlen wurden die Proben 10min unter stdndigem
Riihren entgast. Die Lipiddispersionen wurden vor jeder Messung frisch prépariert.

Fiir die Praparation der Mischvesikel, bestehend aus DMPC und DMPG im Ver-
héltnis 1:1, wurden zunéchst die Stammlésungen des jeweiligen Lipids in ultrarei-
nem Chloroform/Methanol (V/V 2:1) hergestellt. Nach dem Mischen entsprechen-
der Volumina der beiden organischen Losungen, wurde das Losungsmittel durch
Erwarmung im Wasserbad auf 70°C und unter Stickstoffstrom abgedampft. Die
so erhaltene Lipidmischung wurde weiterhin fiir 4 h in Vakuumtrockenschrank bei
60 °C temperiert, um eine vollstindige Entfernung der Losungsmittelreste gewéhr-
leisten zu konnen. Danach wurden die Proben, wie oben beschrieben, prépariert.
Nach der Herstellung der Lipidvesikel wurde deren Grofienverteilung mittels dyna-
mischer Lichtstreumessung iiberpriift. Die Vesikeldurchmesser variierten zwischen
70nm und 120 nm.

Die Einstellung der pH-Werte der Proben auf 6.4 erfolgte unter Verwendung des
pH-Meters mit 0.1 N NaOH.

A.1.3 Versuchsdurchfiihrung

Die Ordinatenachsenkalibrierung der Kalorimeter wurde regelméfliig mit Hilfe der
gerdteinternen Warmepulszufuhr iiberpriift.
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In die Referenzzelle wurde ultrareines, entgastes Wasser gefiillt und mit einem Tef-
lonstopfen verschlossen. Die Messzelle enthielt die wéssrige Probe mit einem Reak-
tionspartner. In die 250 ul Hamilton-Spritze wurde die wéssrige Losung des zweiten
Reaktionspartners gefiillt und in die Messzelle gesetzt. Die Rotationsgeschwindig-
keit wiahrend der Messungen betrug 310 U/min. Jede Messung wurde mindestens ein-
mal wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse garantieren zu kénnen.
Mit dem VP-ITC wurde der Feedbackmodus ,,High* mit der schnellsten Reaktions-
zeit gewahlt, da die untersuchten Prozesse eine schnelle Reaktionskinetik aufweisen.
Die Filterperiode wurde mit 2 Sekunden sowohl beim VP- als auch Omega-ITC
festgelegt, um ausreichend Datenpunkte zur Préasentation der Messkurve zu erhal-
ten. Fiir die Datenauswertung wurde die MicroCal™ ORricIN™ ITC-Software,
Version 5.0 verwendet. Zur Kurvenanpassung der Demizellisierungsdaten wurde
ein in ,,C“-programmiertes Tool, fiir die Verteilungsmessdaten Microsoft® Excel
2000 bzw. fiir die Solubilisierungsdaten Scientist™, Version 2.1 genutzt.

A.1.3.1 Demizellisierungsexperimente

Fiir die Demizellisierungsexperimente wurde die mizellare Tensidlésung von DTAB
(100 — 150 mM), TTAB (50 mM) bzw. CTAB (5 — 15mM) in die Injektionsspritze
gefiillt. In der Messzelle wurde 0.1 M NaCl bzw. Wasser vorgelegt. In 100 Injekti-
onsschritten von jeweils 2.5 ul wurde die Tensidlosung in die Messzelle mit Zeitin-
tervallen von 4 min zwischen jeder Injektion titriert. Die Experimente wurden in
einem Temperaturbereich von 20 — 60 °C durchgefiihrt.

A.1.3.2 Verteilungsexperimente

Bei den Verteilungsexperimenten befand sich die 20 mM Lipiddispersion, bestehend
aus DMPC und DMPG, bzw. die 9mM DMPC/DMPG (1:1)-Vesikeldispersion in
der Spritze und die Tensidlosung von DTAB, TTAB bzw. CTAB in Monomeren-
Konzentrationen von jeweils 0.05 mM-0.5mM in der Messzelle. Die Messungen er-
folgten in einem Temperaturbereich von 40 — 60 °C. Es wurden verschiedene Vo-
lumina von 25—30x1 ul bis 25 x 10 ul der Vesikeldispersion in die Messzelle mit
Zeitintervallen von 4 — 5 min zwischen jeder Injektion injiziert. Zur Untersuchung
des Verteilungsverhalten von DDAB in DMPC- bzw. DMPG-Vesikel in 0.1 M Na(Cl
wurde eine 20mM Lipiddispersion in 30 x 3 ul-Schritten in die 0.1 mM DDAB
enthaltende Reaktionszelle injiziert. Die Messungen wurden zwischen 40—60 °C
durchgefiihrt.

A.1.3.3 Solubilisierungsexperimente

Fiir die Durchfiihrung der Solubilisierungsexperimente wurde die mizellare Ten-
sidlésung von DTAB (250 — 400 mM), TTAB (150 — 250 mM) bzw. CTAB (60 —
150 mM) in die Injektionsspritze gefiillt, wihrend die Lipiddispersion in verschie-
den Konzentrationen von 1 — 9mM in der Messzelle vorgelegt wurde. Es wurden
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mit verschiedenen Injektionsanzahlen jeweils 1 — 2.5yl injiziert und ein Zeitin-
tervall von 4 — 5min gewéhlt. Die Verdiinnungswirmen wurden durch analoger
Titration einer 0.05 mM Tensidlésung in das Losungsmittel erhalten und von den
Reaktionswirmen abgezogen.

A.2 Differentialscanningkalorimetrie (DSC)

A.2.1 Methode

Die DSC-Methode ermdglicht die Untersuchung von temperaturinduzierten Zu-
standsdnderungen von Biomolekiilen, wie z. B. Polynukleotiden, Polypeptiden,
Kohlenhydraten und Lipiden. Dabei kénnen Denaturierungs- und Entfaltungspro-
zesse, Schmelzvorgiange oder PL-Phaseniibergéinge detektiert werden. Des Weiteren
ist die DSC eine konventionelle Methode zur Stabilitéits-, Reinheits- und Iden-
titatspriifung®2349 2. B. von PL, deren Kettenlinge, Kopfgruppe, mogliche Li-
gandenwechselwirkungen und Losungsmitteleigenschaften stark die lyo- und ther-
motrope Mesomorphie beeinflussen. Die Messungen wurden mit dem VP-DSC der
Firma MicroCal™ Inc., Northhampton, MA, USA durchgefiihrt, welches, wie das
ITC, nach dem Heizleistungs-Kompensations-Prinzip agiert.

Im Inneren des Gerétes sind zwei identisch geformte Zellen aus einer Nickel-Tantal-
Legierung, die Probenzelle und Referenzzelle angeordnet (V= 0.5ml), die von ei-
nem adiabatischen Mantel aus Aluminium von der Umgebung abgeschirmt sind.
Ein internes Uberdrucksystem (0—45psi) erlaubt das Vermessen von Lésungen
oberhalb ihrer Siedetemperatur. Analog der Funktionsweise der MicroCal Titrati-
onskalorimeter sind zwei Heizsysteme, die iiber das ,,CFB* bzw. ,,JFB“ angesteu-
ert werden, fiir die Regulierung der Temperaturdifferenzen AT; und AT; zwischen
Mess-und Referenzzelle bzw. zwischen Mantel und Zellen zusténdigl34% 347> 3481,

Die Referenz- als auch Messzelle werden kontinuierlich mit einer konstanten Rate
beheizt oder abgekiihlt. Die Thermostatierung erfolgt mit einem Peltier-Element.
Die Differenzheizleistung, die nétig ist, um AT konstant auf Null zu halten, wird
als Funktion der Zeit aufgezeichnet. Mit der bekannten Heizrate und Konzentrati-
on der Probe wird daraus computergesteuert die molare Wéarmekapazitéatsdifferenz
bei konstantem Druck AC), zwischen Proben- und Referenzzelle als Funktion der
Temperatur aufgezeichnet!23% 349350 Die softwareimplementierte Integration von
AC, iiber die Temperatur ermoglicht anschlieend die Bestimmung der Umwand-
lungsenthalpie Ay H.

Der zuldssige Temperaturbereich des VP-DSC variiert zwischen -10 °C und +130
°C. Die Scanrate der Apparatur ist von 0 — 90°C/n frei wéhlbar und der Basis-

linienstreubereich ist <2.5#cal/min bei einem verwendetem Datenpunktfilter von
15 S[3517 352] )
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A.2.2 Probenpriparation

Die DSC wurde genutzt, um den Solubilisierungsprozess der bindren Phospholipid-
Tensid-Gemische, die auch schon mit der I'TC untersucht wurden, zu charakterisie-
ren. Die aus DMPC, DMPG und DMPC/DMPG(1:1) bestehenden Dispersionen
in NaCl (100mM) wurden analog der Titrationsexperimente hergestellt. Zu den
Dispersionen wurde die entsprechende Menge an Tensid gegeben, sodass die ver-
schiedenen Bereiche des Solubilisierungsphasendiagramms charakterisiert werden
konnten. Die Probe wurde anschlieflend auf 40 °C erwarmt und mit dem Vortexer
5 min geschiittelt. Der pH-Wert wurde auf 6.4 mit 0.1 N NaOH eingestellt. Vor jeder
Messung wurde die Probe 10 min entgast und vor jeder Messung frisch prépariert.

A.2.3 Versuchsdurchfiihrung

In die Referenzzelle wurde Wasser eingefiillt, in die Probenzelle das jeweilige Phos-
pholipid-Tensid-Gemisch. Bei einem konstanten Druck und einer Heizrate von
1 K/min wurde in einem Temperaturbereich von 10—80 °C bzw. 90 °C die Probe
vermessen. Der Feedback-Modus ,,High® wurde gewéhlt, da die Phospholipidpeaks
einen ausreichend scharfen Ubergang aufweisen.

Es wurden jeweils sechs Scans, drei Autheiz- und drei Abkiihlkurven, aufgenommen,
wobei jeweils der zweite Scan zur Auswertung diente. Die Datenanalyse erfolgte
mit der MicroCal ORIGIN™ DSC Software, Version 5.0. Das reine Losungsmittel
wurde im gleichen Temperaturbereich vermessen und diente als Basislinie, welche
zur Auswertung von der DSC-Kurve subtrahiert wurde.

A.3 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

A.3.1 Methode

Zur Aggregatgrofienbestimmung der kolloidalen Systeme wurde der ,, ALV-NIBS/-
HPPS High Performance Particle Sizer® der Firma ALV-Laservertriebsgesellschaft
m.b.H., Langen, Deutschland verwendet, dessen schematischer Aufbau in Abb./A.2
dargestellt ist.

Als Lichtquelle dient ein HeNe Laser mit ca. 3mW Ausgangsleistung und einer Wel-
lenléinge von 632.8nm. Uber zwei Spiegel wird der kohirente, monochromatische
Lichtstrahl zur Kiivettenaufnahme, montiert auf einem Verschiebetisch mit inte-
grierter Heiz-bzw. Kiihleinheit, geleitet2®]. Passiert der Lichtstrahl eine Probe, die
Teilchen mit einem optisch aktiven Durchmesser in der Gréflenordnung der Wel-
lenléinge des Lichtes enthélt, wird dieser in Abhéngigkeit von der Teilchengrofie
und optischen Sichtbarkeit eines Teilchens gestreut. Die faseroptische Detektion
des Streulichtes erfolgt iiber eine nicht-invasive Riickstreumethode, bei der mit-
tels einer speziellen Optik ein Streuwinkel von 173 ° realisiert wird. Des Weiteren
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Abb. A.2: Schematischer Aufbau des ALV-NIBS/HPPS?%]

wird eine fokussierende Optik zur Laserbeleuchtung und Streulichtdetektion ver-
wendet, was eine Detektionsempfindlichkeit von Teilchen einer Gréfle <10nm bis
5000 nm ermoglicht. Ein Photomultiplier, der die einzelnen, gestreuten Lichtquan-
ten in elektrische, der Streuintensitdt proportionale Impulse umwandelt, dient als
Einzelphotonenzéhler.

Dabei wird die Schwankung der Streulichtintensitét, verursacht durch die Brown-
sche Molekularbewegung der Teilchen in der Probe, als Funktion der Zeit gemes-
sen, weshalb die Methode auch als Photonenkorellationsspektroskopie bezeichnet
wird[?33].

Als Spektralanalyseverfahren der Streulichtfluktuationsfunktion dient die Digital-
korrelations-Methode. Aus dem Verlauf der daraus resultierenden Autokorrelations-
funktion wird die mittlere Fluktuationszeit des Lichtes und damit iiber die STOKES-
EINSTEIN-Beziehung des Diffusionskoeffizienten D mit dem hydrodynamischen Ra-
dius R, unter Beriicksichtigung der Temperatur sowie der Viskositdt der Probe er-
mittelt. Des Weiteren werden Informationen iiber die Gréfenverteilung der Partikel
einer Probe gewonnen.

A.3.2 Probenpraparation

Die DLS diente der Charakterisierung der Solubilisierung der DMPC, DMPG und
DMPC/DMPG (1:1) Lipidvesikel mit DTAB, TTAB bzw. CTAB bei Temperaturen
von 30°C und 55°C.

Die DMPC-Lipiddispersionen kamen in den Konzentrationen 2mM und 5mM,
die DMPG-Dispersionen in den Konzentrationen 2mM, 4 mM und 8 mM und die
DMPC/DMPG (1:1) Dispersionen in einer 6 mM Konzentration zum Einsatz. Die
Herstellung erfolgte durch Extrusion der im Losungsmittel dispergierten Lipide
entsprechender Konzentration. Die im Wasserbad auf 40 °C erwérmten PL-Proben
wurden zunéchst 10 min auf dem Vortexer geschiittelt und danach durch zwei Mem-
branfilter mit einem Porenradius von 50nm bei einer Temperatur von 40°C im
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Wasserbad extrudiert. Die zugegebene Tensidvolumina betrugen 10 - 30 ul. Nach
der Injektion wurde eine Equilibrierzeit von mindestens 3 min vor jeder Messungen
festgelegt.

Um staubfreie Proben vermessen zu konnen, war eine griindliche Reinigung der
Kiivetten notwendig. Zusétzlich musste die Ansammlung von Staubpartikeln durch
Filtration des Losungsmittels vor der Praparation der Proben durch Nylon-Sprit-
zenfilter der Porengréfie 0.2 um vermieden werden. Die praparierten Tensidlosung-
en wurden vor dem Vermessen noch einmal zusétzlich filtriert und direkt in die
Multistep-Applikationspipette (Multipette®) gefiillt, die mit einem 1 ml- Pipet-
tieraufsatz eine schrittweise Applikation der Tensidlosung von wenigstens 10 pl
gewdhrleistet.

A.3.3 Versuchsdurchfiihrung

Die Proben wurden in verschlieBbaren Quarzglaskiivetten (HELLMA GmbH & Co.
KG, Miillheim) vermessen. Jedes Experiment wurde mindestend zweifach durch-
gefithrt. Die Messdauer eines Experimentes betrug 30s. Die Solubilisierungsexpe-
rimente wurden bei 30 °C und 55 °C durchgefiihrt.

Die Datenauswertung erfolgte iiber die ALV-5000/E/EPP (Version 3.0) Software.
Die Verteilungsfunktionsanalyse erfolgte mit dem numerischen, linearen Regulari-
sierungsverfahren CONTINE3 | mit dessen Routine die Korrelationsfunktion einer
beliebigen Groflenverteilung an die Messdaten angepasst wird. Sie eignet sich fiir
multimodale Verteilungen. Die prasentierten Ergebnisse wurden durch die ,,unge-
wichtete“ Verteilung ermittelt, welche die Streuintensitit der jeweiligen Partikel-
groflenart wiedergibt.

A.4 Externe Infrarot-Reflexions-Absorptions-
Spektroskopie (IRRAS)

A.4.1 Methode

Die Infrarot-Reflexions- Absorptions-Spektroskopie (IRRAS) kombiniert die Film-
waagetechnik mit der IR-Spektroskopie, sodass wihrend der Aufzeichnung von
7 /A-Isothermen simultan IRRA-Spektren akkumuliert werden. Dies ermoglicht In-
formationen {iber die Konformation, Orientierung und intermolekulare Wechselwir-
kungen der Molekiile an der Wasser-Luft-Grenzfliche zu sammeln. Aufgrund des
hohen Informationsgehaltes dieser Technik ist die IRRAS-Methode fiir vielfiltige
Untersuchungen an verschiedenen Substanzklassen verwendet worden, wie z. B. an
Fettsiuren und deren Derivatel®®¥, an PLIB5%357  an Tensiden[394 309, 358, 359 ypd
PL-Tensid-Gemischen4! 3% an Peptiden6% 361 und an Proteinen!®62.

Die verwendete IRRAS-Apparatur, schematisch dargestellt in Abb. 'A.3, wurde
von KERTHE%] optimiert. Die IRRAS-Filmwaage der Firma Riegler & Kirstein,
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Berlin, besteht aus einem gréfieren Probentrog (300 X 60 x 3mm?) und einem
kleineren Referenztrog (60 x 60 x 3mm?), die beide mit Teflon beschichtet sind.
Durch drei schmale Rohren sind Proben-und Referenztrog miteinander verbunden,
sodass eine gleiche Fliissigkeitsstandhohe in beiden Trégen wihrend einer Messung
gewihrleistet wird. Die Teflonbarrieren des Probentrogs werden computergesteuert
mit frei wihlbarer Geschwindigkeit bewegt. Das Trogsystem ist auf einer fahrbaren
Biithne montiert, wodurch die Trége abwechselnd in den IR-Strahlengang geschoben
werden konnen. Durch diese ,,Shuttle“-technik wird die spektrale Interferenz infol-
ge der Wasserdampfabsorption im IR-Strahl reduziert%. Als Wilhelmyplittchen
zur Oberflaichendruckaufnahme dient ein Filterpapierstiick. Die Thermostatierung
erfolgt iiber ein externes Wasserbad.

Ein IR-Strahl, erzeugt mit einem Equinox 55 FT-IR-Spektrometer der Firma Bru-
ker, Karlsruhe, wird iiber planar angeordnete Spiegel in einen Arm eingekoppelt,
dessen Einfallswinkel zwischen 20 — 80°C verstellbar ist. Uber einen hochfokus-
sierenden Spiegel und einem rotierenden KRS-5-Polarisator (> 98% Polarisati-
onsgiite, der s-und p-polarisiertes Licht generiert) wird der Strahl auf die Wassero-
berfliche reflektiert. Der an der Wasser-Luft-Grenzflache reflektierte Strahl wird
iiber ein analog aufgebautes System von Spiegeln in einen zweiten Arm, der die
gleiche Winkeleinstellung wie der erste Arm aufweist, zum externen MCT-Detektor
gefiihrt. Die Kiihlung des Detektors erfolgt mit fliissigem Stickstoff.

Eine aus Plexiglas gefertigte Haube {iber dem Trogsystem und der externen Re-
flektionseinheit XA 511 der Firma Bruker dient der Abschirmung vor dufleren Ein-
fliilssen und zur Konstanthaltung der Luftfeuchtigkeit im System.

Spiegel
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Abb. A.3: Schematischer Aufbau der IRRAS-Apparatur/36?

A.4.2 Probenpriparation

Die externe Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie wurde verwendet, um
die Adsorption der kationischen Tenside DTAB, TTAB und CTAB bzw. DDAB
an der Wasser-Luft-Grenzflache zu charakterisieren und deren Wechselwirkung mit
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Phospholipidmonolayern bestehend aus DMPC-ds,, DMPG-d54 und einem Gemisch
aus DMPC/DMPG (1:1) zu untersuchen.

Die mizellaren Tensidlosungen wurden durch Losen der entsprechenden Substanz-
menge in 0.1 M NaCl hergestellt. Folgende Konzentrationen wurden verwendet:

e Adsorption der reinen Tenside:
DTAB: 400 mM; DTAB (in Wasser): 750 mM; TTAB: 100 mM; CTAB 25 mM;
DDAB (in Chloroform/Methanol 9:1) 0.85 mM.

e Wechselwirkung der Tenside mit den Phospholipidmonolayer:
DTAB: 400mM; DTAB (in Wasser): 750 mM; TTAB: 100 mM; CTAB 25 —
50 mM; DDAB 0.1 mM.

Die organische Losung der perdeuterierten Phospholipide zum Spreiten auf der
W/L-Grenzfliche wurde durch Loésen entspechender Menge an Phospholipid in
einem Losungsmittelgemisch aus Chloroform/Methanol 9:1 (V/V) hergestellt. Die
Konzentration der Lipide betrug jeweils 0.85 mM.

A.4.3 Versuchsdurchfiihrung

A.4.4 Probenpriparation

Das ,, Trog-Shuttle-Prinzip“ ermoglicht den Wechsel des IR-Strahlenganges zwi-
schen Proben- und Referenztrog. Nach Aufnahme des Probenspektrums R erfolgt
das Vermessen des Reflektivitatsspektrums Ry mit einer jeweiligen Wartezeit von
10s. Der Winkel des einfallenden IR-Strahles beider Einkanalspektren in Bezug auf
die Wasseroberflachennormale betrug 40°. Es wurde s-polarisiertes Licht verwen-
det. Fiir jedes Spektrum wurden 1000 Scans mit einer spektralen Auflésung von
4 cm™! und mit einem ,, Zerofilling-Faktor* von 2 aufgenommen. Die Aquisitionszeit
fiir ein aus 1000 Scans ermitteltes Reflexions-Absorptions-Spektrum (-log(R/r,)),
berechnet aus dem Verhiltnis des Reflektionsspektums des Monolayers und des
Reflektionsspektrums des reinen Subphase, betrug 4.5 min.

Fiir die Adsorptionsuntersuchungen der reinen Tenside an der W /L-Grenzfliche
und fiir die Wechselwirkungsexperimente der Tensidmolekiile mit den verschie-
denen Lipidmonolayern wurden jeweils sechs individuell aufgenommene TRRA-
Spektren der m-Plateauregion zur Auswertung gemittelt, wodurch die Préazision
der Spektren erhoht werden konnte.

Die Adsorptionsexperimente der reinen Tenside erfolgte im kleineren Trog. Da-
bei wurde die mizellare Tensidlosung schrittweise durch verschliebare Zuginge
innerhalb der Plexiglashaube in die 0.1 M NaCl-Subphase bzw. in reines Wasser
unter die Oberfliche injiziert. Nach jeder Injektion erfolgte eine Equilibrierzeit von
mindestens 4 h bis der Oberflachendruck konstant blieb.
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Die Untersuchungen der Tensid-PL-Monolayer-Wechselwirkungen wurden auch im
kleineren Trog der IRRAS-Apparatur durchgefiihrt. Zunéchst erfolgte das Sprei-
ten der Lipidlosung mit einer Dosierspritze (Hamilton) auf der Subphase bis zum
Erreichen eines Oberflichendrucks von 12mN/m. Nach der Aufnahme mehrerer Li-
pidfilmspektren wurde schrittweise die mizellare Tensidlosung durch den Lipidfilm
in die Subphase injiziert. Die Equilibrierzeit nach jeder Injektion betrug 3 — 6 h.

Die Aufnahme der Oberflachendruck/Flachen-Isotherme der reinen Lipidfilme und
des DDAB-Films wude im grofien Trog durchgefiihrt. Ein Volumen von 21.45 ul der
in Chloroform/Methanol gelésten Proben wurde auf der Subphase mit der Mikro-
spritze gespreitet. Die Filmkompression erfolgte mit einer Barrieren-Geschwindig-

keit von 17 A2 - Molekiil™! - min—1!.

Mit dem gewéhlten TRRAS-Messprogramm wurde ein Start-Flachenwert von
120 A% - Molekiil™* fiir den Beginn der IRRA-Spektrenaufnahme festgelegt. Die
Schrittweite zwischen den anzufahrenden Flichen betrug 0.01 nm? und fiir jedes
fiinfte bzw. dritte Spektrum wurde ein neues Hintergrundspektrum gemessen.

Die Temperatur der Subphase aller Messungen wurde auf 20 + 0.5°C eingestellt.
Die Mittelung der Spektren und Basislinienkorrektur nach der Gummibandmetho-
de erfolgte mit OPUS, Version 4.2 (Bruker Optik GmbH). Aulerdem wurde die

Origin®(OriginLab Corporation) Software zur Datenauswertung genutzt.

A.5 Filmwaageexperimente mit Brewsterwinkel-
mikroskopie (BAM)

A.5.1 Methode

Die Aufnahme von m/A-Isothermen erfolgte mit einer Wilhelmy-Filmwaage der
Firma Riegler & Kirstein, Berlin, (300 x 60 x 3mm?), dessen Temperatur iiber
ein externes Wasserbad gesteuert wurde. Als Druckaufnehmer diente ein Filterpa-
pierplédttchen. Zur Verdnderung der molekularen Flédche einer oberflichenaktiven
Substanz sind die Trogbarrieren computergesteuert beweglich.

Die Brewstermikroskopieaufnahmen an der Wasser-Luft-Grenzfliche erfolgten mit
dem MiniBAM, Nanofilm Technologie GmbH, Goéttingen. Das Messprinzip leitet
sich vom Reflexionsverhalten an der Grenzfliache von einem optisch diinneren Medi-
um und einem optisch dichteren Medium (Luft/Wasser) ab. Eine Monoschicht kann
als drittes optisches Medium mit einem dritten Brechungsindex betrachtet werden.
Wird diese in den einfallenden Strahl des Lichtes gebracht, kommt es zur Reflexion
des Lichtstrahles, die mit einer Kamera detektiert werden kann (Abb.[A.4)). Ein fast
p-polarisierter Lichtstrahl (die Polarisationsebene liegt parallel zur Einfallsebene
bzw. senkrecht zur Grenzfliche) aus einer Laserdiode (p/s &~ 100/1) trifft auf die
Grenzfliche, wird dort reflektiert und von einem Analysator, der auf p-Position
gestellt ist, aufgenommen. Eine schwarze Glasplatte, die innerhalb des Strahlen-
ganges des Lasers auf den Trogboden platziert wird und an einer Seite abgeflacht
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ist, dient der Reflexion der Reststrahlung aus dem zu analysierenden optischen
Achsen. Die Auflosung der Bildaufnahmen ist < 20 pm. Es wird eine Oberfléche
von 4.8 x 6.4mm? analysiert!364.

Lases kamera

p-Analysator

Wasse

Abb. A.4: Funktionsweise des Brewster-Winkel-Mikroskops

A.5.2 Probenpriparation und Versuchsdurchfiihrung

Die Filmwaageuntersuchung dienten zur Charakterisierung der gemischten Mo-
noschichten, bestehend aus DTAB, TTAB, CTAB bzw. DDAB und DMPC bzw
DMPG. Wihrend der Monlayerkompression wurden BAM-Aufnahmen zur Visua-
lisierung der Filmoberfliche angefertigt.

Die Kalibibrierung der Apparatur erfolgte durch das Vermessen der 7 /A-Isotherme
der Arachidinsdure [¥6%3%] da diese nahezu temperaturunabhingig bei m =
25.6 mN/;m den Phaseniibergang vom fliissiganalogen zum festanalogen Zustand auf-
weist. Der Fliachenbedarf pro Molekiil betrdgt an diesem Knickpunkt der 7/A-

Isotherme 20 £+ 1 A2 - Molekiil .

Die zu spreitende DMPC- bzw. DMPG-Losungen wurden analog der Losungen
fiir die IRRAS-Experimente hergestellt. Als Subphase diente 0.1 M NaCl bzw. die
monomolekular konzentrierte Losungen der Tenside DTAB, TTAB und CTAB in
100 mM NaCl: 0.05 mM; DDAB 0.001 mM.

Die Phospholipide wurden vorsichtig mit einer Hamilton-Spritze auf die Subpha-
se gespreitet und zur vollstdndigen Verdampfung des Losungsmittels eine Equili-
brierzeit von 10 min eingehalten. Jede Messung wurde dreifach mit einem frisch
praparierten Film durchgefiihrt. Bei exakter Reinigung des Troges und Konstant-
haltung der dufleren Bedingungen konnten die Isothermen mit einer Prézision von
+1A% ermittelt werden. Die Geschwindigkeit der Kompression betrug
2.5A% . Molekiil~! - min—'. Die Temperatur der Subphase wurde auf 20 + 0.5°C
eingestellt. Als Messprogramm zur Festlegung der Parameter diente die Softwa-
re FLOWER, entwickelt von Karl Spratte fiir die Wilhelmy-Filmwaage der Firma
Riegler & Kirstein.
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A.6 Weitere verwendete Gerate

Gerit ‘ Hersteller
Ringtensiometer K8, Kriiss, Hamburg
Reinstwassersystem SG Wasseraufbereitung und Re-

Clear-UV plus

Feinwaage

Vortexer

Magnetriihrer mit Entgasung

Ultraschallbad
Vakuumtrockenschrank

Heiz-Evaporationsgerit

pH-Elektrode

Thermostate

Dosierspritzen mit
Gewindekolben

generierstation GmbH,
Hamburg-Barsbiittel

Mettler AT 261
Delta Range® FACT
Ziirich, Schweiz

Janke&Kunkel
IKA®-Labortechnik VF2

Thermolyne®, Nuova™ Magne-
tic Stirrer,

Barnstead /Thermolyne,
Dubuque, TA, USA

Elma Transsonic 310/H, Singen
Heraeus Instruments

Pierce Reacti-Therm™,
Heating/Stirring Module,
Pierce Chemical Company,

Rockford, IL, USA

pH-Meter pMX 3000/pH: WTW,
Weilheim

Haake, Karlsruhe

Hamilton, Darmstadt

129
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A.7 Chemikalienverzeichnis

Substanz | Hersteller | M, 8/mol
N-Dodecyl-N, N, N-tri- Merck 308.35
methylammoniumbromid (DTAB)

N-Tetradecyl-N, N, N-tri- Merck 336.38
methylammoniumbromid (TTAB)

N-Cetyl-N, N, N-trimethy]- Merck 364.46
ammoniumbromid (CTAB)

N, N-Didodecyl- N, N-dimethyl- Fluka 462.65
ammoniumbromid (DDAB)

1,2-Dimyristoyl-sn-glycero- Genzyme 677.96
3-phosphocholine

(DMPC)

1,2-Dimyristoyl-sn-glycero- Sygena 688.85
3-phosphoglycerol, Natrimsalz

(DMPG)

1,2-Dimyristoyl-ds,-sn-glycero- Avanti®

3-phosphocholine Polar Lipids

(DMPC-ds4)

1,2-Dimyristoyl-ds4-sn-glycero- Avanti ® 732.28
3-phosphoglycerol, Natriumsalz Polar Lipids 743.28
(DMPG-ds4)

Natriumchlorid (NaCl) Roth 58.4
Chloroform (CHCl;) Roth 119.38
Methanol (CH3;OH) Roth 32.04
Natriumhydroxid (NaOH) Merck 40.0




Zusatzinformationen

B.1 Literaturwerte der Demizellisierung

| T/°C | eme/mM | AHp | AGER | AST
DTAB* 20)367] 14.66 2.2 37.2 -117.3
25(247] 13.5 1.87
25171] 8.0
30[368] 15.98 5.1 18.4 -43.9
30[246] 15.51 3.45 36.36 -108.55
55(68] 18.5 14.18
TTAB* 25(247] 3.8
25171 3.0
25[369] 4.11 4.49
30[370) 3.99 8.5 24.0 -51.2
30368] 3.98 8.51 24.1 -51.5
30[246] 3.93 6.96 42.47 -117.36
55[68] 4.9 19.94
CTAB* 25(247] 0.97 10.19
25[254] 0.89 9.16 28.0 -62.0
25369 1.02 8.5
25[371] 0.89 10.9 51.7 -136.8
30[370) 1.05 14.3 27.4 -43.1
30[368] 1.03 13.9 34.0 -66.3
30[246] 0.95 11.07 48.76 -124.4
55(68] 1.33 27.03
CTAB** | 25254 0.12 4.9 33.0 -93.0
CTAB*** | 25070 3.4

Tab. B.1: Literaturiibersicht zu ¢cmc und Energiekennwerten der Demizellisierung von DTAB,
TTAB und CTAB in Wasser (*), 0.05M NaBr (**) bzw. 0.1 M NaCl durch mikrokalorimetrische
Untersuchungen basierend auf dem PS-Modell bzw. dem ,ma*“-Modell246: 367, 371]
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B.2 ITC-Solubilisierung
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Abb. B.1: ITC-Solubilisierungsexperiment: Reaktionsenthalpie () vs. Tensidkonzentration cp
in der Reaktionszelle durch die Titration der mizellaren Tensidlésung DTAB (links), TTAB
(mitte) und CTAB (rechts) in DMPC-Vesikel bei 30 °C mit verschiedenen vorgelegten DMPC-

Konzentrationen

60 °
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Abb. B.2: ITC-Solubilisierungsexperiment: Reaktionsenthalpie ) vs. Tensidkonzentration cp
in der Reaktionszelle durch die Titration der mizellaren Tensidlésung DTAB (links), TTAB
(mitte) und CTAB (rechts) in DMPC-Vesikel bei 60 °C mit verschiedenen vorgelegten DMPC-

Konzentrationen
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Abb. B.3: ITC-Solubilisierungsexperiment: Reaktionsenthalpie ) vs. Tensidkonzentration cp
in der Reaktionszelle durch die Titration der mizellaren Tensidlosung DTAB (links), TTAB
(mitte) und CTAB (rechts) in DMPG-Vesikel bei 30 °C mit verschiedenen vorgelegten DMPG-

Konzentrationen
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Abb. B.4: ITC-Solubilisierungsexperiment: Reaktionsenthalpie ) vs. Tensidkonzentration cp
in der Reaktionszelle durch die Titration der mizellaren Tensidlosung DTAB (links), TTAB
(mitte) und CTAB (rechts) in DMPG-Vesikel bei 60 °C mit verschiedenen vorgelegten DMPG-
Konzentrationen
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B.3 DLS-Solubilisierung

DMPC; 7=30 °C
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Abb. B.5: DLS-Solubilisierung von DMPC-Vesikeln mit DTAB, TTAB und CTAB in 0.1M
NaCl bei 30 °C: hydrodynamischer Radius Ry, vs. Tensidkonzentration cr; geschlossenen Sym-
bole: ¢, =2mM, offene Symbole: ¢, =5 mM, Quadrate: Hauptfraktion, Dreiecke: Nebenfraktion;
die senkrechten Linien entsprechen den ITC-Phasengrenzen fiir die Séttigung (sat*) und Solubi-
lisierung (sol*) bei entsprechender Lipidkonzentration
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DMPG; 7=30 °C
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Abb. B.6: DLS-Solubilisierung von DMPG-Vesikeln mit DTAB, TTAB und CTAB in 0.1M
NaCl bei 30 ° C: hydrodynamischer Radius Ry, vs. Tensidkonzentration cr; geschlossenen Symbole:
c,=2mM, offene Symbole: c;, =4 mM, gekreuzte Symbole: c;, =8 mM, Quadrate: Hauptfraktion,
Dreiecke: Nebenfraktion; senkrechte Linien entsprechen den I'TC-Phasengrenzen fiir die Séttigung
(sat*) und Solubilisierung (sol*) bei entsprechender Lipidkonzentration
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Abb. B.7: DLS-Solubilisierung von DMPC/DMPG (1:1)-Mischvesikeln (6 mM) mit DTAB,
TTAB und CTAB in 0.1 M NaCl bei 30 °C: hydrodynamischer Radius Ry, vs. Tensidkonzen-
tration cp; Quadrate: Hauptfraktion, Dreiecke: Nebenfraktion; senkrechte Linien entsprechen
den ITC-Phasengrenzen fiir die Séttigung (sat*) und Solubilisierung (sol*) der entsprechenden
Lipidkonzentration
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Abb. B.8: DSC: Abhéngigkeit der Phasenumwandlungstemperatur (Peakmaxima) von DMPC
(5 mM, links), DMPG (5 mM, mitte) und DMPC/DMPG (1:1)-Gemischen (5 mM, rechts) mit zu-
nehmenden TTAB-Anteil in 0.1 M NaCl; geschlossene Symbole: Umwandlung von Pg — L,,; offene
Symbole: zweiter Peak der Hauptphasenumwandlungstemperatur; die roten Linien entsprechen
T,, der reinen Lipide



138 ANHANG B. ZUSATZINFORMATIONEN

CTAB
5OIIIIIII'I II'I'I'I'I'I'I50

. |
45| g 1 T a - 45
e |
40 ™ 1 1 my - 40
] u i
| |
35t - 435
. -
O30} ] - 30
S - . g | " mE u i
A
&5t | = " 25
| - P i
(- - -] T
20 + i 420
15} 415
10F DMPC T DMPG 1 | DMPC/DMPG I 710
st 1 1 45
ol . . . . . | Y T T U TR NN | S T N T | 0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

cT/mM

Abb. B.9: DSC: Abhingigkeit der Phasenumwandlungstemperatur (Peakmaxima) von DMPC
(5 mM, links), DMPG (5 mM, mitte) und DMPC/DMPG (1:1)-Gemischen (5 mM, rechts) mit zu-
nehmenden CTAB-Anteil in 0.1 M NaCl; geschlossene Symbole: Umwandlung von Pg— L, ; offene
Symbole: zweiter Peak der Hauptphasenumwandlungstemperatur; die roten Linien entsprechen
T,, der reinen Lipide
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Abb. B.10: IRRA-Spektren der OH-Banden der TTAB- und CTAB-GIiBBS-Monolayer auf
0.1 M NaCl bei verschiedenen Tensidkonzentrationen: fiir TTAB: (a) 0mM, (b) 0.06 mM, (c)
0.31mM, (d) 0.56 mM, (e) 0.81mM, (f) 1.06 mM und (g) 1.56 mM sowie fiir CTAB: (1) 0mM,
(2) 0.0017mM, (3) 0.0052mM, (4) 0.0087mM, (5) 0.0269mM, (6) 0.0564mM und (7) 0.122mM
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Abb. B.11: Extinktion der OH-Streckschwingungsbande der TTAB- und CTAB-GIBBS-
Monolayer auf 0.1 M NaCl als Funktion der Tensidkonzentration; die gestrichelten Linien ent-
sprechen der cmc der verwendeten Tenside in 0.1 M NaCl, die mit ITC bestimmt wurden
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Abb. B.12: IRRA-CH,-Spektren der TTAB- und CTAB-GiBBs-Monolayer auf 0.1 M NaCl
bei verschiedenen Tensidkonzentrationen: fiir TTAB: (a) 0mM, (b) 0.06 mM, (c) 0.31 mM, (d)
0.56 mM, (e) 0.81mM, (f) 1.06 mM und (g) 1.56 mM sowie fiir CTAB: (1) 0mM, (2) 0.0017 mM,
(3) 0.0052mM, (4) 0.0087mM, (5) 0.0269mM, (6) 0.0564mM und (7) 0.122mM
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Abb. B.13: Oben: Extinktionswerte der antisymmetrischen CH,-Streckschwingungsbande
des TTAB-GiBBS-Monolayer als Funktion der TTAB-Konzentration. Unten: Abhéngigkeit
der Wellenzahl der antisymmetrischen (Quadrate) sowie symmetrischen (Kreise) CHa-
Streckschwingungsbande als Funktion der T'TAB-Konzentration; die gestrichelte Linie entspricht
der ermittelten cme von TTAB bei 20 °C in 0.1 M NaCl mit ITC
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Abb. B.14: Oben: Extinktionswerte der antisymmetrischen CHy-Streckschwingungsbande
des CTAB-GiBBS-Monolayer als Funktion der CTAB-Konzentration. Unten: Abhéngigkeit
der Wellenzahl der antisymmetrischen (Quadrate) sowie symmetrischen (Kreise) CHa-
Streckschwingungsbande als Funktion der CTAB-Konzentration; die gestrichelte Linie entspricht
der ermittelten cmc von CTAB bei 20 °C in 0.1 M NaCl mit ITC
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Abb. B.15: Berechnete Grenzfléchenkonzentration von DTAB, TTAB und CTAB (Ableitung
des Fits der GiBBs-Adsorptionsisotherme durch ein Polynom zweiten Grades) an der W/L-
Grenzflidche auf 0.1 M NaCl bei 20 °C, berechnet nach GI.|3.27
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Abb. B.16: IRRA-Spektren der CHs-Streckschwingungsbanden von DDAB bei folgenden Ober-
fldchendruck (mN/m): (a) 0, (b) 5.2, (c) 8.9, (d) 16.1, (e) 26.8, (f) 35.6
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Abb. B.17: IRRA-Spektren der CDy-Streckschwingungsbanden des Mischmonolayers bestehend
aus DMPC-dsy/DMPG-dss (1:1) bei folgenden Oberflichendruck (mN/m): (a) 0, (b) 4.4, (c)9.8,

(d) 15, (e) 26.6, (f) 34.4
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Abb. B.18: IRRA-Spektren der OH-, CHs-, CDs-Streckschwingungsbanden; obere Diagram-
me: DMPC-ds4-Film nach dem TTAB-Einbau bei verschiedenen Oberflichendriicken und TTAB-
Konzentrationen in der Subphase, gekennzeichnet durch (a) m7=24.65mN/m und cprap=35uM,
(b) m=28.5mN/m und cprap=69.4 M, (c) 7=32.5mN/m und crrap=139 uM und (d) 7=38.1mN/m
und crpap =354 uM; untere Diagramme: DMPG-ds4-Film nach dem TTAB-Einbau bei verschie-
denen Oberflichendriicken und TTAB-Konzentrationen in der Subphase, gekennzeichnet durch
(1) 7=32.6 mN/m und cprap=62.5 uM, (2) 7=34.4mN/m und crpap=125uM, (3) 1=38mN/m und
errap=250uM und (4) 7=39.9mN/m und cyrap=375uM
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Abb. B.19: IRRA-Spektren der OH-, CHs-, CDy-Streckschwingungsbanden; obere Diagram-
me: DMPC-ds4-Film nach dem CTAB-Einbau bei verschiedenen Oberflichendriicken und CTAB-
Konzentrationen in der Subphase, gekennzeichnet durch (a) m=24.5mN/m und corap=1.74 uM,
(b) 1=32.2mN/m und corap=>5.7uM, (¢) 7=37.9mN/m und ccrap=13.9 uM und (d) 7=40.6 "N/m
und corap =066 uM; untere Diagramme: DMPG-ds,-Film nach dem CTAB-Einbau bei verschie-
denen Oberfléchendriicken und CTAB-Konzentrationen in der Subphase, gekennzeichnet durch
(1) 7=31.3mN/m und ccrap=3.5uM, (2) 7=38.7mN/m und ccrap=20.8uM, (3) m=41.4mN/n
und corap=38.2uM und (4) 7=40.5mN/m und ccrap=72.9 uM
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Abb. B.20: Berechnete Verteilungskoeffizienten PTEEAS von DDAB (Kreise) und DTAB
(Quadrate) in DMPC-dss- (geschlossene Symbole), DMPG-dsy (offene Symbole) und DMPC-
ds4/DMPG-ds4 (1:1)-Monolayer in 0.1 M NaCl bzw. in reinem Wasser (gekreuzte Symbole, Mess-
daten nicht gezeigt) als Funktion des Oberfléichendrucks
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CTTAB ™ Absrrap Nrras €TTAB
mM mN/m 1073 Molekiil/ 42 A2 /Molekiil
0.06 12.5 0.93 0.0060 0.0488
0.31 20.8 1.19 0.0198 0.0491
0.56 23.8 1.33 0.0230 0.0493
0.81 29.6 1.28 0.0282 0.0495
1.06 33.2 1.20 0.0307 0.0496
1.56 33.4 0.92 0.0307 0.0496

Tab. B.2: IRRAS-Absorptionswerte (Abs) der antisymmetrischen CHy-Streckschwingungsbande,
die molekulare Dichte (N1 ap) und der Extinktionskoeffizient (e ap) des TTAB-Monolayer auf

0.1 M NaCl bei unterschiedlichen Oberfléichendriicken ()

CCTAB T Abscras Nerap €ECTAB
mM mN/m 1073 Molekiil/ 42 A2 /Molekiil
0.0017 4.50 0.83 0.0064 0.0508
0.0052 15.5 1.78 0.0070 0.0512
0.0087 18.1 1.98 0.0122 0.0513
0.0269 26.4 2.08 0.0215 0.0517
0.0564 33.6 2.05 0.0271 0.0519
0.1220 35.0 1.55 0.0276 0.0520

Tab. B.3: IRRAS-Absorptionswerte (Abs) der antisymmetrischen CHy-Streckschwingungsbande,
die molekulare Dichte (Norap) und der Extinktionskoeffizient (ecrap) des CTAB-Monolayer
auf 0.1 M NaCl bei unterschiedlichen Oberfléchendriicken ()

m Absppas Nppas €DDAB
mN/m 1073 Molekiil/ 42 A2 /Molekiil
DDAB 8.9 0.40 0.0111 0.0357
14.8 0.63 0.0151 0.0418
26.8 0.92 0.0209 0.0442
32.9 1.04 0.0238 0.0437

Tab. B.4: IRRAS-Absorptionswerte (Abs) der antisymmetrischen CHy-Streckschwingungsbande,
die molekulare Dichte (N ppap) und der Extinktionskoeffizient (eppag) des DDAB-Monolayer
auf 0.1 M NaCl bei unterschiedlichen Oberflichendriicken ()
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NaCl I. pPIRRAS
CTTAB T Abspr N1 Abst;, Nt/ Xptap X77a%5 Prras

mM mN/py .1073 Molek./A2 .1073 Molek. /42 .10-6 .104

DMPC| 0.035 24.7 0.849 0.01629 0.493 0.01001 0.63  0.381 60.9
0.069 28.5 0.791 0.01481 0.674 0.01363 1.25 0.479 384
0.139 325 0.771 0.01409 0.815 0.01643 2.50 0.538 21.6
0.354 38.1 0.771 0.01363 0.772 0.01550 6.37  0.532 8.4

DMPG| 0.063 32.6 0.657 0.01003 0.901 0.01817 1.13  0.644 57.3
0.125 344 0.651 0.00973 0.836 0.01683 2.25  0.634 28.2
0.25 38.0 0.623 0.00892 0.868 0.01743 4.50  0.661 14.7
0.375 39.9 0.623 0.00873 0.744 0.01491 6.75  0.631 9.34

Tab. B.5: Einfluss der TTAB-Subphasenkonzentration auf den Oberflichendruck (w), die Ab-
sorptionswerte der CDy und CHy Banden (Abspipia/rrap bzw. Absprap/Lipia), die molekula-
re Dichte von DMPC-ds4, DMPG-ds4 bzw. DMPC-d54/DMPG-ds4 1:1 und TTAB in gemisch-
ten Lipid/DTAB-Monolayern (N ripiajr7AB b2W. N1raB/Lipia), der Molenbruch von TTAB in

der Subphase (XN¢SL) und im Lipidmonolayer (XJiehok®e") sowie der Verteilungskoeffizient

( P%?ﬁgs) von TTAB in die Lipidmonolayer

CCTAB e AbSL/T NL/T AbST/L NT/L Xg%ng Xglfzq’z% Pé?«ﬁgs
mM mN/m 1073 Molek./42 1073 Molek./32 1077 104

DMPC| 0.0017 24.5 0.796 0.01323 0.703 0.01469 0.31  0.526 1680
0.0057 32.3 0.747 0.01367 0.884 0.01704 1.03 0.555 539
0.0139 379 0.803 0.01421 0.904 0.01735 2.50 0.550 220
0.0660 40.6 0.974 0.01696 0.724 0.01387 11.87 0.450 38.0

DMPG| 0.0035 31.3 0.653 0.01013 1.37  0.02642 0.62 0.723 1157
0.0208 38.7 0.663 0.00942 1.48  0.02839 3.74 0.751 200
0.0382 41.2 0.600 0.00829 1.41  0.02699 6.87 0.765 111
0.0729 40.5 0.408 0.00568 1.34  0.02567 13.1 0.818 624

DMPC/ 0.0017 23.6 1.59 0.01574 1.59  0.03081 0.31 0.662 2113
DMPG| 0.0035 26.6 1.85 0.01780 1.85  0.03587 0.62 0.668 1070
(1:1) |0.0070 31.3 1.94 0.01737 1.94 0.03736 1.26 0.683 543
0.0156 38.1 1.97 0.01585 1.97 0.03776 2.81 0.704 251

Tab. B.6: Einfluss der CTAB-Subphasenkonzentration auf den Oberflichendruck (), die Ab-
sorptionswerte der CDy und CHy Banden (Absppiq/crap bzw. Abscrap/Lipia), die molekula-
re Dichte von DMPC-dsy, DMPG-dss bzw. DMPC-dsy/DMPG-ds4 1:1 und CTAB in gemisch-
ten Lipid/DTAB-Monolayern (N ppia/crap bzw. Ncorap)Lipia), der Molenbruch von CTAB in

der Subphase (XX#G%) und im Lipidmonolayer (X[wii*®") sowie der Verteilungskoeffizient

(PLEEAS) von CTAB in die Lipidmonolayer
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CDDAB T Absp 7 N1 Abst/. Nry/r XPpAs Xpowh PHYY
mM mN/m .1073 Molek. /A2 1073 Molek. /A2 .1079 104

DMPC | 0.00007 11.9 1.14 0.02378 0.240 0.00572 1.26 0.194 15400
0.00018 20.7 1.26 0.02486 0.487 0.01132 3.15 0.313 9900
0.00028 27.7 1.37 0.02584 0.808 0.01841 5.04 0.416 8300
0.00039 34.9 1.55 0.02792 0.934 0.02082 6.93  0.427 6200

DMPG| 0.00007 16.4 0.88 0.01675 0.364 0.00858 1.26  0.339 26900
0.00018 23.6 1.17 0.02000 0.684 0.01576 3.15 0.441 14000
0.00028 30.2 1.52 0.02387 0.801 0.01811 5.04 0.432 8600
0.00039 34.3 1.60 0.02394 1.370 0.03062 6.93 0.561 8100
0.00049 42.1 1.57 0.02148 1.710 0.03743 8.82 0.635 7200

Tab. B.7: Einfluss der DDAB-Subphasenkonzentration auf den Oberfléichendruck (w), die Ab-
sorptionswerte der CDy und CHy Banden (Abspiyiq/ppap bzw. Absppap/Lipid), die molekula-
re Dichte von DMPC-ds4, DMPG-ds4 bzw. DMPC-ds4/DMPG-ds4 1:1 und DDAB in gemisch-
ten Lipid/DTAB-Monolayern (N pipia/ppas bzw. Nppap/rLipia), der Molenbruch von DDAB

in der Subphase (XN#Gl,) und im Lipidmonolayer (X &sv" ) sowie der Verteilungskoeffizient

(PLREAS) von DDAB in die Lipidmonolayer
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fritheren Zeitpunkt um den Doktorgrad beworben.

Gorenzen, Mérz 2007
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