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1. Wstep

Podstawowym elementem strukturalnym zywych organizmow jest komorka.
Moga one istnie¢ dzigki btonom, ktére oddzielajg wnetrze komorek od otoczenia, a
takze oddzielajg organelle wewnatrzkomorkowe. Btony te okre§lane sg jako btony
biologiczne lub biomembrany. W biomembranach zachodzi wiele procesow, ktére
zapewniaja komoérkom  utrzymanie procesow  zyciowych 1 prawidlowe
funkcjonowanie. Procesy zachodzace w blonach biologicznych zwigzane sg ze
zjawiskami elektrycznymi takimi jak transport jonow przez blony, istnienie
potencjatlow membranowych, przenoszenie sygnatow przez komorki nerwowe.

Zywe komorki sa obiektami niezwykle skomplikowanymi. Poznanie
funkcjonowania catych komorek i ich poszczegdlnych elementow ma duze znaczenie
w medycynie, biologii, rolnictwie. Dzieki wynalezieniu metod tworzenia sztucznych
membran, latwiejsze staty si¢ badania funkcji 1 wlasciwosci bton biologicznych.
Mozliwo$¢ tworzenia ptaskich membran umozliwita wykorzystanie do badan
szeregu technik elektroanalitycznych np. chronoamperometrii, potencjometrii,
chronowolt-amperometrii.

Sztuczne membrany lipidowe wykorzystywane sg nie tylko do modelowego
badania funkcjonowania bton biologicznych. Na bazie membran lipidowych
tworzone s3 czujniki reagujace na roznorodne czynniki zewnetrzne np. obecnos¢
okreslonych substancji, temperature, Swiatto.

Badania zwigzane ze zjawiskami w ptaskich membranach lipidowych sg
jednak bardzo ucigzliwe i trudne. Datl temu wyraz White we wstgpie do swej
publikacji [1] piszac: "Plaskie membrany mogq by¢ niewiarygodnie frustrujgce. My
wszyscy, ktorzy pracujemy z nimi, mozemy organiczy¢ irracjonalne (lecz
satysfakcjonujgce) wybuchy ztosci. Frustracje te powstajq wtedy, gdy nieswiadomie
probuje zrobic si¢ cos, co jest termodynamicznie nieprawdopodobne. W miare, jak
wzrastala moja znajomoS¢ chemii fizycznej tych uktadow, zmniejszata sie liczba
zlewek rzucanych i rozbijanych o Sciane laboratorium".

Dwuwarstwowe membrany lipidowe zainteresowaty mnie ze wzgledu na ich
potencjalne mozliwosci jako modeli blon biologicznych i mozliwos¢ wykorzystania
ich do tworzenia biosensoréw. Po zrobieniu naczynia pomiarowego, ktore
umozliwilo mi tworzenie plaskich membran lipidowych, powstat problem, jak
sledzi¢ proces ich formowania. Wiedzac, ze charakterystycznym parametrem
elektrycznym membran jest ich pojemno$¢ elektryczna, konstruowatem

elektroniczne uktady pomiarowe umozliwiajgce pomiar pojemnosci. Podczas tych



prac stwierdzitem, ze pojemno$¢ membran w duzym stopniu zalezy od napigcia

przylozonego do membrany. Poszukujac w literaturze prac dotyczacych tego

zjawiska znalaztem publikacje, ktéra po raz pierwszy opisywala to zjawisko w 1966

roku [2]. Jest ono jednak dotychczas w matlym stopniu poznane i1 nie jest

powszechnie stosowane w badaniach zjawisk membranowych. Wykorzystanie tego
zjawiska w badaniach membran umozliwia wykonanie pomiarow trudnych do
przeprowadzenia innymi metodami np. badania potencjatow powierzchniowych

membran. Na przeszkodzie w szerszym wykorzystaniu pomiaré6w pojemnosci w

badaniach membran jest niedostatecznie rozwini¢ta metodyka pomiarow 1 brak jest

odpowiedniej aparatury pomiarowej.

Celem pracy bylo stworzenie podstaw do dalszych badan, gdzie pomiary
pojemnosci polaryzowanych napigciowo membran stanowi¢ beda punkt wyjsciowy
przy tworzeniu biosensoréw i badaniach struktury membran. Z tego powodu czgsé
eksperymentalna pracy zawiera kilka rozdziatow, gdzie elementem lgczacym
poszczegblne rozdziaty jest pojemno$¢ membran. Praca ta prowadzona byta w kilku
kierunkach:

* rozwo0j technik pomiarowych i aparatury,

* rozw0j metodyki pomiarow,

e badania pojemno$ci membran: pojemnos¢ podczas procesu formowania
dwuwarstw, charakterystyki pojemnos$¢-napigcie, kinetyka zmian pojemnosci,
badania potencjatu minimalnej pojemnosci,

* zastosowanie chronopotencjometrii w pomiarach pojemnosci.

W  cze$ci literaturowej pracy zawarte sg informacje dotyczace
fizykochemicznych parametrow sztucznych membran 1 bton biologicznych.
Nastepne rozdziaty opisujg czynniki wplywajace na pojemnos¢ membran, metody
pomiaru pojemnosci 1 zastosowanie pomiarOw pojemnosci. Na tle tych rozdziatow,
w czesci eksperymentalnej pracy opisana jest nowa metoda i sprzet do pomiarow

pojemnosci membran.
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2. Historia badan zjawisk membranowych

Rozw¢j badan sztucznych membran lipidowych zapoczatkowany zostal przez
odkrycia zwigzane z btonami biologicznymi. Wynalezienie sposobow tworzenia
sztucznych membran o wilasciwos$ciach bton biologicznych pozwolitlo na znaczne
rozszerzenie wiedzy o btonach biologicznych. Ponizej przedstawiony jest krotki rys

historyczny wazniejszych osiggnie¢ naukowych z tej dziedziny:

XIX w. - Schwan pierwszy zasugerowal istnienie wyraznej membrany oddzielajacej
plazme komorki od otoczenia,

1855 - Nageli wskazat na istnienie bton biologicznych,

1899 - Overton wykryt obecnos¢ lipidow w btonach biologicznych,

1914 - Beutner uzyt polarnych olejow do tworzenia membran i przeprowadzit
pierwsze szczegdtowe badania tych membran,

1917 - Langmuir rozwinal technike badania wtasciwos$ci monowarstw lipidowych
pokrywajacych powierzchnig¢ cieczy,

1925 - korzystajac z doswiadczen Langmuira, Gorter 1 Grendel wykazali, ze
lipidy znajdujace si¢ w blonie komorkowej wystarczaja do utworzenia
monowarstwy o powierzchni dwukrotnie wickszej od powierzchni
komorek, z ktérych byly izolowane. Na tej podstawie zaproponowali
model blony komoérkowej zbudowanej z dwoch monowarstw lipidowych,

1935 - Davson i Danielli zaproponowali model btony komoérkowej, w ktérym
proteiny z dwoch stron pokrywaja dwuwarstwe lipidowa,

1961 - Mueller 1 wspotpracownicy wynalezli prosty sposob tworzenia sztucznych
dwuwarstwowych membran lipidowych, wykorzystujacy zjawisko
samoorganizacji lipidéw w dwuwarstwe,

1972 - Montal i wspdlpracownicy opracowali metod¢ tworzenia membran
lipidowych poprzez taczenie monowarstw,

1972 - Singer i1 Nicholson opublikowali sw6j model budowy blony komdrkowe;,

powszechnie akceptowany do dzi$, nazwany modelem ptynnej mozaiki.
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3. Budowa bton biologicznych i sztucznych membran

Dwuwarstwy lipidowe s3 podstawowym elementem strukturalnym blon
biologicznych np. blon komoérkowych, bton mitochondrialnych, bton chloroplastow.
Btony biologiczne spelniajg roznorodne funkcje np. oddzielaja wnetrze komorki od
otoczenia, okreslajg ksztatt komorki, biorg udziat w przekazywaniu sygnaléw miedzy
komorka 1 otoczeniem, uczestniczag w procesach rozpoznawania pomig¢dzy
komorkami, uczestniczg w transporcie substancji miedzy komorka i otoczeniem.

Powszechnie akceptowany obecnie model btony komorkowej opublikowany
zostal w 1972 r. przez Singera i1 Nicholsona [3]. Podstawowe elementy strukturalne
bton komorkowych przedstawione sg na rysunku 3.1. Przedstawiony model nazwany
zostal przez jego tworcow modelem ptynnej mozaiki. Model ten byt jeszcze dalej

udoskonalany [4], jednak podstawowe zalozenia modelu pozostajg nie zmienione.

Rys. 3.1. Podstawowe elementy strukturalne btony komoérkowej wg modelu Singera i Nicholsona [3].

W budowie strukturalnej bton biologicznych gléwng role graja lipidy.
Podstawowa cecha lipidéw membranowych jest ich zdolno$¢ do samoorganizacji.
Ich budowa i1 wlasciwosci fizykochemiczne powoduja, ze jedng z energetycznie

uprzywilejowanych struktur jest dwuwarstwa. Lancuchy weglowe lipidow tworza
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hydrofobowe wnetrze membrany, nadajac jej szczegdlne  wlasciwosci
fizykochemiczne. Wnetrze membrany stanowi bariere¢ nie do przebycia dla matych
jonow 1 wigkszosci substancji niejonowych. Dwuwarstwa lipidowa posiada
rezystancje wlasciwa stawiajaca ja w rzedzie najlepszych izolatoréw. Srodowisko,
ktore tworza lipidy zorganizowane w dwuwarstwe, stanowi matryce, w ktorej
znajduja si¢ biatka odpowiedzialne za procesy zyciowe komorek.

Bialka stanowig 40-70% masy blon biologicznych. Wigkszos¢ biatek
btonowych jest enzymami. Wiele biatek blonowych jest glikoproteinami i zawiera
tancuchy oligosacharydéw. Rysunek 3.1 przedstawia biatka btonowe réznych typow.
Niektore biatka wystajg z dwdch stron membrany, inne tylko czeSciowo zaglebiajg
si¢ w membranie. Jest rowniez duza grupa biatek powierzchniowych, taczacych sie

jedynie z polarng powierzchnig membrany.

4. Sktadniki membran lipidowych i ich wtasciwosci

Lipidy stanowig podstawowy element budulcowy bton. Lipidy btonowe
posiadaja wspolng ceche, a mianowicie amfofilowos$¢. Wykazujg one powinowactwo
zarowno do S$rodowiska polarnego jak 1 niepolarnego. W ich budowie mozna
wyrozni¢ dwa czlony: wydluzong cze¢$¢ hydrofobowa i grupe hydrofilowa. Na
rysunku 4.1 przedstawione sa czasteczki lipidow o wilasciwosciach amfofilowych:
fosfatydylocholiny i cholesterolu.

fosfatydylocholina

- O
1 \\
e} }CHZ
\/\/\/\/\/\/\/\’(O\CH o®
: CH-0-P—0 /
i -0-P— @
i © SR - (.
i
i cholesterol
OH

czes¢ hydrofobowa | czesc hydrofilowa

Rys. 4.1. Budowa czasteczek lipidow o wlasciwosciach amfofilowych: fosfatydylocholiny i
cholesterolu.
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Od skfadu lipidowego membrany =zaleza jej podstawowe wlasciwosci
fizykochemiczne jak np. ptynno$¢, przemiany fazowe, przepuszczalnos$¢, potencjaty
powierzchniowe. Lipidy wpltywaja réwniez na dziatanie 1 aktywno$¢ biatek
tworzacych uktady regulacji 1 transportu.

Sztuczne membrany lipidowe mogg by¢ tworzone zaréwno z naturalnych
lipidéw, jak tez 1 syntetycznych. Naturalne lipidy pozwalajg na tworzenie membran o
cechach zblizajacych je do bton biologicznych, natomiast stosowanie syntetycznych
lipidéw pozwala na tworzenie membran o okreslonych parametrach np. grubosci,
ptynnosci, tadunku powierzchniowym, wiasciwosciach  fluorescencyjnych,
spektroskopowych.

4.1. Naturalne lipidy membranowe

Lipidy wystepujace w blonach biologicznych naleza do kilku podstawowych
grup. Najliczniejszg grupg sg glicerofosfolipidy: fosfatydylocholina (lecytyna),
fosfatydyloseryna, fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloinozytol, kardiolipina. W
btonach biologicznych wystepuja rowniez pochodne sfingozyny (sfingomielina,
cerebrozyd). Do lipidow zaliczane sg rowniez sterole. W komorkach zwierzecych w
duzych ilo$ciach wystepuje cholesterol.

Niektore blony biologiczne np. komoérek nowotworowych zawieraja takze inne,
nietypowe lipidy [5]. Organizmy zyjace w $rodowiskach o wysokiej temperaturze
(gejzery, gorace zrodla) wytwarzaja lipidy o szczegolnych wihasciwosciach. Sg to
dhugie np. 32-weglowe tancuchy z grupami hydrofilowymi na obu koncach. Lipidy
takie "spinaj3" monowarstwy lipidowe i stabilizujg je [6,7].

Dhugos$¢ tancuchow weglowych oraz ilo$¢ 1 rozmieszczenie podwojnych
wigzan sg zmienne w zaleznos$ci od rodzaju komorek i1 bton. Zalezg rowniez od stanu
komorek i srodowiska, w ktorym zyja. Lancuchy weglowe maja dtugos¢ od 12 do 24
atoméw w tancuchu. Lipidy bton watroby szczura zawierajg najwigcej tancuchow
weglowych (liczba atomow wegla : liczba wigzan podwdjnych) 15:0, 16:1, 17:0,
18:0, 20:4 [8], natomiast lipidy btony erytrocytow ludzkich zawierajg gtownie
tancuchy 16:0, 18:0, 18:1 [9].

Sktad 1 rola poszczegdlnych lipidéow w btlonach biologicznych bylta
przedmiotem wielu badan [10-15]. Szczegolng role w btonach biologicznych peini
cholesterol. Jego wplyw na wlasciwosci 1 funkcjonowanie bton biologicznych byt
przedmiotem zainteresowania wielu badaczy [16-21]. Wiele uwagi poswiecono
odzialywaniom pomiedzy lipidami i biatkami w btonach biologicznych [22-33].
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Do tworzenia sztucznych membran lipidowych stosowane sg zwykle lipidy
ekstrahowane z naturalnych surowcoéw np: tkanek zwierzecych, zoéltek jaj, soji.
Stosowano ekstrakty zawierajace caly szereg lipidow np. ekstrakty z mozgow
wotowych. Czesciej jednak stosuje si¢ poszczegdlne rodzaje lipidow wyizolowane z
mieszaniny. Jednak i te sg mieszaning czasteczek zawierajacych tancuchy weglowe o
roznej dtugosci 1 liczbie podwodjnych wigzan. Dalsze rozdzielanie jest procesem
czasochtonnym 1 kosztownym. Czysty cholesterol nie jest uzywany do tworzenia
membran, nie tworzy dwuwarstw o ptynnej strukturze. Membrany moga by¢ jednak
formowane z "utlenionego cholesterolu", ktory jest mieszaning wielu produktow
reakcji cholesterolu z tlenem [34-35].

4.2. Syntetyczne lipidy

Dzig¢ki stosowaniu syntetycznych lipidow mozliwe stato si¢ zbadanie wplywu
poszczegbdlnych grup w lipidach na wilasciwosci membran takie jak stabilnos¢,
grubo$¢, przewodnictwo, pojemnos¢, przepuszczalnosé, ptynnos¢, przemiany
fazowe, aktywno$¢ rekonstruowanych ukladow z bton biologicznych, dyfuzje
czasteczek w plaszczyznie membrany, przeskoki czgsteczek lipidow pomiedzy
monowarstwami tzw. "flip flop™ [36-39].

Stosujac syntetyczne lipidy mozna nada¢ membranom szczegdlne wiasciwosci
np. kompleksujace, magnetyczne, fluorescencyjne [40-42]. Syntetyczne lipidy
pozwalaja na tworzenie membran o duzej trwatosci, powyzej 1 dnia [43]. Niektore
lipidy mogg by¢ polimeryzowane w membranach [44-45]. Podczas syntezy mozna
lipidom nada¢ cechy, umozliwiajace wykorzystanie ich przy budowie przetwornikow
molekularnych i1 biosensorow [46]. Niektore lipidy zdolne sg do tworzenia agregatow
w $rodowisku niewodnym [47-48]. Syntezowane byty lipidy zawierajgce atomy
fluoru w grupach polarnych [49], glicerydy zawierajace jeden lub trzy tancuchy

weglowe w czasteczce [50].
4.3. Polimorfizm lipidow

Polarne lipidy wykazujg tendencje do tworzenia réznego rodzaju struktur w
srodowisku wodnym. Rodzaj tych struktur zalezy od rodzaju i st¢zenia lipidow,
temperatury, pH s$rodowiska. Czasteczki lipidow przyjmuja w przestrzeni rdézne
ksztalty, ktore okreslaja rodzaj struktury tworzonej fazy (Tab. 4.1). Sposéb

upakowania lipidow w dwuwarstwowych strukturach zalezny jest od ilosci
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tancuchéw weglowych w czgsteczee lipidu i od obecnosci wigzan podwdjnych w
tancuchach. Gdy czasteczki przyjmuja ksztatt walca np. fosfatydylocholina, w
srodowisku wodnym uprzywilejowang formg wystepowania sg plaskie
dwuwarstwowe struktury. Czasteczki posiadajgce ksztatt stozka (pojedynczy tancuch

weglowy 1 duza grupa polarna) tworzg w srodowiku wodnym micele.

Tab. 4.1. Wplyw ksztattu czasteczek lipidow na tworzone struktury.

Lipidy Ksztalt czgsteczek Tworzona struktura
lizofosfolipidy odwrocony stozek micelle
detergenty Qg\gf
fosfatydylocholina cylinder dwuwarstwy (L)
sfingomielina
fosfatydyloseryna AR
fosfatydyloinozytol cecccccccocoey 3
: 00/0/00/0/0000/00)
tosfatydyloglicerol WA W;
kwas fosfatydowy 5

kardiolipina
digalaktozogliceryd

fosfatydyloetanoloamina
(nienasycona)
kardiolipina-Ca2+
kwas fosfatydowy-Ca2+
(pH<6.0)
kwas fosfatydowy
(pH<3.0)
fosfatydyloseryna
(pH<4.0)
monogalaktozogiceryd

stozek

Glownymi sitami stabilizujacymi uwodnione agergaty lipidowe s3
oddziatywania hydrofobowe. Uktad woda-lipidy wymusza taka orientacje lipidow,
przy ktorej kontakt wody z hydrofobowymi czg¢sciami czasteczek lipidow jest

najmniejszy. Nastgpnym czynnikiem stabilizujacym agregaty lipidowe sa
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oddziatywania van der Waalsa. Sg to stabe sity, wystepuja pomiedzy sasiadujgcymi
ze sobg tancuchami weglowymi. Pomiedzy hydrofilowymi grupami czasteczek
niektorych lipidéw mogg wystgpowaé rowniez wigzania wodorowe np. pomigdzy
czasteczkami fosfatydyloetanoloaminy [51]. Dwuwartosciowe kationy obecne w
roztworze wodnym mogg dodatkowo stabilizowaé struktury lipidowe poprzez

tworzenie mostkow pomiedzy anionowymi lipidami.
4.4. Przemiany fazowe w lipidach

Na witasciwosci fizykochemiczne dwuwarstw lipidowych duzy wpltyw ma
temperatura. Wigkszos¢ lipidow moze wystepowaé w dwoch fazach: fazie zelowej
lub ciektokrystalicznej. W niektorych lipidach np. fosfatydylocholinie wystepuje
jeszcze jedno przejécie fazowe, wystepuje faza pomarszczona.

Temperatury, przy ktérych zachodzg przejscia fazowe zaleza od rodzaju
lipidéw, dlugosci tancuchow weglowych lipidoéw, liczby, rozmieszczenia i typu
wigzan podwojnych w tancuchach [52-56]. Duzy wplyw na przej$cia fazowe w
membranach ma obecno$¢ cholesterolu [19,21]. Wplywa on na organizacj¢
tancuchow weglowych wewnatrz membrany, lecz nie wptywa na ustawienia grup

hydrofilowych. Obecno$¢ wody rowniez wptywa na przejécia fazowe [57-59].

5. Whasciwosci fizykochemiczne dwuwarstwowych membran
lipidowych

Lipidy membranowe rozproszone w $rodowisku wodnym posiadajg zdolnos¢
do samoorganizacji. Jedng ze struktur energetycznie uprzywilejowanych, ktdra moze
powstawa¢ w Srodowisku wodnym, jest dwuwarstwa. Dwuwarstwy lipidowe
okreSlane sg czesto w literaturze jako uktady 2-wymiarowe. Dwuwarstwowe
membrany posiadajg kilka cech nadajacych 1im szczegdlne wilasciwosci
fizykochemiczne [35]:

* bardzo mata grubo§¢ membran,
* warstwowa budowa,

* wlasciwosci anizotropowe,

* potprzepuszczalno$¢ membran,
* ptynno$¢ membran,

* zdolno$¢ do samoorganizacji.
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5.1. Grubo$¢ membran

Dwuwarstwowe membrany lipidowe posiadajg bardzo malg grubos¢, réwng
grubos$ci dwoch monowarstw lipidow tworzacych membrane. Grubo$¢ membran
zawiera si¢ w granicach 4-13 nm [60]. Doktadna grubos¢ membran jest jednak
trudna do okreSlenia, gdyz jest zmienna. Czynniki zewngtrzne (np. napigcie
przylozone do membrany) powoduja zmiany grubosci zardwno warstwy
hydrofobowej jak i hydrofilowej (zmiany orientacji grup hydrofilowych np. w
wyniku zmian sity jonowej roztworu wodnego).

Pomiary grubosci membran wykonywane sg metodami elektrycznymi i
optycznymi. Na podstawie pomiardw pojemnos$ci wyznaczana jest grubos$¢ obszaru
hydrofobowego membrany [50,61-64]. Konieczna jest do tego znajomo$¢
przenikalnosci elektrycznej warstwy hydrofobowej, ktéra mozna okresli¢ na
podstawie teoretycznych rozwazan [65]. Pomiary impedancji membran pozwalajg
rowniez na wyznaczenie grubosci warstw hydrofilowych [66,67].

Na podstawie natezenia $wiatla odbitego od membrany wyznacza si¢ jej
catkowitag grubos¢ [64,68,69]. Do pomiaréow grubosci membran osadzonych na

metalu wykorzystano réwniez skaningowa mikroskopi¢ tunelowg [70].

5.2. Przewodnictwo membran

Membrany lipidowe bez obecnosci substancji modyfikujacych ich wlasciwosci
sg dobrymi izolatorami elektrycznymi. Typowa rezystancja membran z lecytyny
wynosi 108 - 1010 Q.cm2 [35]. Rezystancja niemodyfikowanych membran
lipidowych jest wielko$cig nieodtwarzalng, odtwarzalny jest jedynie rzad wielkoSci.
Obserwowane niewielkie przewodnictwo moze by¢ powodowane pragdami ptyngcymi
w miejscu styku membrany z powierzchnig przegrody, pradami ptynacymi po
powierzchni naczynia pomiarowego, pragdami plyngcymi w miejscach krystalizacji
lipidow w membranie [35].

Obecnos¢ w roztworze jondw o wlasciwosciach lipofilowych moze drastycznie
zmniejszy¢ rezystancje membrany, np. J7, aniony tetrafenyloboranowe, kationy
tetraalkiloamoniowe [71-75]. Rezystancja membrany moze by¢ roéwniez zmniejszona
przez substancje obecne w membranie, ulatwiajgce przenikanie jonow przez
membrang np. jonofory, biatka transportowe, biatka porynowe [8,76-82]. Obecno$¢
w membranie czasteczek przenoszacych elektrony rowniez zmniejsza rezystancje
membrany [83-87].
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5.3. Pojemno$¢ membran

Dwuwarstwowa membrana lipidowa wraz z elektrolitami tworzy kondensator,
w ktéorym membrana jest dielektrykiem, natomiast elektrolity przylegajace do
membrany sg okladkami kondensatora. Membrana nie posiada jednak jednolitej
struktury. Pod wzgledem wtasciwosci fizykochemicznych w membranie mozna
wyrozni¢ trzy warstwy: dwie warstwy o wilasciwosciach hydrofilowych, a migdzy
nimi warstwa hydrofobowa. Podczas badan membrana bywa traktowana jako
pojedynczy kondensator (Rys. 5.1a) lub jako trzy szeregowo potgczone kondensatory
(Rys. 5.1b). Podczas niektorych badan membrana rozpatrywana jest jako szeregowe
potaczenie pieciu kondensatorow [66,67].

elektrolit =~ membrana | elektrolit

a)

A
e e

i
\‘“I _
-

b) gg
Y

| "—‘—‘“_
O R

Rys. 5.1. Dwuwarstwa lipidowa jako pojedynczy kondensator (a) lub jako trzy szeregowo polaczone
kondensatory (b).

Gdy membrana traktowana jest jako pojedynczy kondensator, pojemno$¢ jej
opisana jest rownaniem:

(5.1)
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gdzie:  C - catkowita pojemno$¢ membrany
g - przenikalno$¢ elektryczna prozni

e - efektywna wzgledna przenikalno$¢ elektryczna membrany
S - pole powierzchni membrany

d - efektywna grubo$¢ membrany

Ze wzgledu na niejednorodng struktur¢ membrany w opisie uzyte zostalo

okreslenie "efektywna'". Parametrem charakteryzujagcym membrang jest pojemnos$c¢
specyficzna C,, - pojemno$¢ przypadajaca na jednostke powierzchni membrany:

Cy=—o=20 (5.2)

Jezeli membrang rozpatruje si¢ jako szeregowe potaczenie trzech

kondensatorow, catkowita pojemnos$¢ jest funkcja trzech sktadowych:

1 1 1 1

—_—=—t—+— (5.3
cc c c

gdzie:  C/,C," -pojemnosci warstw hydrofilowych
C, - pojemno$¢ warstwy hydrofobowe;j

Przy rozwazaniach wtlasciwosci elektrycznych membran nalezy rowniez
uwzgledniaé rezystancje poszczegolnych warstw (Rys. 5.2).

il

c. C Y

Rys. 5.2. Model elektryczny dwuwarstwowej membrany lipidowej uwzgledniajacy pojemnosci i
rezystancje warstw hydrofilowych i warstwy hydrofobowej.

Na podstawie teoretycznych rozwazan oraz pomiarow impedancji membran
okreSlono pojemnosci i rezystancje poszczegolnych warstw [66,67,88-91].

Pojemnosci warstw hydrofilowych sa kilkadziesigt razy wigksze od pojemnosci
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warstwy hydrofobowej. Mozna wigc z niewielkim bledem przyjaé, ze catkowita
pojemnos$¢ membrany réwna jest pojemnosci warstwy hydrofobowej. Natomiast
rezystancje warstw hydrofilowych sg o kilka rzedow wielkosci mniejsze od
rezystancji warstwy hydrofobowej. Dane liczbowe podane sg w rozdziale 6 w tabeli
6.2.

5.4. Potencjaly

Pod wzgledem elektrycznym dwuwarswowe membrany lipidowe sg obiektem
bardzo ztozonym. Pomiedzy roztworami elektrolitow znajduja si¢ dwie podwdjne
warstwy elektryczne rozdzielone warstwg hydrofobowa o grubosci kilku
nanometrow. W podwojnych warstwach elektrycznych zwigzanych z membranami,
do zjawisk adsorpcji rozpatrywanych w typowych granicach faz metal-roztwor,
dochodza zjawiska zwigzane z wlasciwosciami grup polarnych lipidow takie jak
dysocjacja, asocjacja, orientacja przestrzenna, wigzania wodorowe, hydratacja,
przestrzenny rozktad tadunkéw. Warstwy polarne membran wplywaja na
wlasciwosci elektryczne czesci hydrofobowej membrany. W btonach biologicznych
istnieje wiele biatek, ktéore dodatkowo wpltywaja na wiasciwosci elektryczne
membran, przy czym wlasciwosci tych bialek zalezne sg rowniez od zjawisk
elektrycznych  zachodzacych w  membranach. Wspotzaleznosci  pomiedzy
poszczegdlnymi sktadnikami membran 1 ich wilasciwosciami powodujg duza
komplikacje zjawisk elektrycznych w membranach. Dyfuzja jondw przez membrany
powoduje réwniez zmiany w rozkladzie potencjatow w membranach.

7Z membranami zwigzany jest szereg potencjatléw, ktorych przyczyny
powstawania i natura sa odmienne. Niektoére z nich zrodlo swe majg w skladzie i
wlasciwosciach elektrolitow, natomiast inne wynikaja z budowy 1 wihasciwosci
membrany. Procesy elektryczne zachodzace na granicach faz metal-roztwor stanowia
punkt wyjsciowy do analizy wtasciwosci elektrycznych membran. Opis zjawisk
elektrycznych w membranach zawarty jest w wielu pracach np. [8,9,35,86,92,93].

5.4.1. Potencjaly granicy faz

Przeniesienie jednostkowego dodatniego tadunku elektrycznego z nieskonczo-

nosci do punktu lezgcego w poblizu granicy fazy zwigzane jest z wykonaniem pracy
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koniecznej do pokonania sit elektrostatycznych. Praca ta nosi nazwe potencjatu
zewnetrznego fazy, ¢ (Rys. 5.3). Potencjat y okreslany jest dla punktu znajdujacego
sie¢ w odlegtosci 104 cm od granicy fazy. Przy takiej odlegtosci wystepujg tylko
oddziatywania elektrostatyczne tadunku z polem elektrycznym fazy. Nie wystepuja
dodatkowe sity zwigzane z przemieszczaniem tadunku wewnatrz fazy, wywolanym
zblizajacym si¢ tadunkiem, tzw. sily lustrzanego odbicia. Sity te zaczynajg objawiac
si¢ w odleglosci tadunku od granicy fazy ponizej 10-> cm.

Gdy tadunek przenoszony jest z nieskonczonosci do wnetrza fazy, wykonana
praca okreslana jest jako potencjal wewnetrzny fazy, ¢. Roznica pomiedzy
potencjatem wewnetrznym 1 zewnetrznym fazy nazywana jest potencjatem
powierzchniowym, y. Jest to praca przeniesienia jednostkowego *tadunku

elektrycznego przez granicg faz.
o=y +y (5.4)

Rys. 5.3. Przeniesienie jednostkowego tadunku elektrycznego do wnetrza fazy. w - potencjat
zewngtrzny fazy (potencjat Volty), ¢ - potencjal wewnetrzny fazy (potencjat Galvaniego),
X - potencjat powierzchniowy.

Na granicy styku dwoch faz wystepuje obszar zwany podwojng warstwg
elektryczng. Na rysunku 5.4 przedstawiona jest budowa podwdjnej warstwy
elektrycznej dla metalu umieszczonego w roztworze elektrolitu. Wskutek zjawiska
adsorpcji jondéw 1 polarnych czasteczek nastepuje powstanie na powierzchni metalu
nadmiarowego tadunku elektrycznego. Na powierzchni tworzy si¢ S$cisle

przylegajgca warstwa o grubosci 1-2 S$rednic zaadsorbowanych jondw, zwana
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warstwg Helmholtza-Sterna. Poza ta warstwa rozciaga si¢ rozmyta atmosfera jonowa
(warstwa dyfuzyjna Gouya-Chapmana). Potencjal panujacy na krancu warstwy
Helmholtza-Sterna, na ptaszczyznie po$lizgu pomi¢dzy metalem z zaadsorbowang
warstwa a fazg ciekla, nosi nazwe¢ potencjatu elektrokinetycznego, C. Istnienie tego
potencjatu decyduje o zjawiskach elektrokinetycznych takich jak efekt Dorna,

potencjat przeptywu, elektroforeza, elektroosmoza.

metal roztwor

a)

b)

Rys. 5.4. Budowa podwojnej warstwy elektrycznej na granicy faz metal-roztwor (a) i rozklad
potencjatow (b). A - wewnetrzna plaszczyzna Helmholtza, B - zewngtrzna plaszczyzna
Helmholtza, C - ptaszczyzna poslizgu, € - potencjat elektrokinetyczny.

Potencjat elektrokinetyczny

Komorki lub liposomy umieszczone w polu elektrycznym poruszaja si¢ pod
wptywem sit elektrostatycznych. Zjawisko to nazwane jest -elektroforeza.

Ruchliwo$¢ elektroforetyczna jest proporcjonalna do potencjatu elektrokinetycznego
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€, wystepujacego na granicy blony komoérkowej i roztworu wodnego. Potencjat ten
jest z reguly mniejszy od potencjatu powierzchniowego. Warto$¢ jego zalezy od
obecnosci w membranie skladnikow posiadajacych tadunek elektryczny na
powierzchni membrany np. lipidy, biatka, gangliozydy.

Potencjat elektrokinetyczny w membranach tworzonych z fosfatydylocholiny
uzalezniony jest od orientacji grup polarnych [95,96]. Na warto$¢ tego potencjatu ma
wplyw sila jonowa roztworu 1 temperatura. Wyniki badan wskazuja na bardzo duze
zmiany w orientacji grup polarnych lipidu. Zmiana sity jonowej elektrolitu moze
nawet zmieni¢ znak potencjatu elektrokinetycznego. Przy matej sile jonowej
roztworu elektrolitu grupy fosfatydylowe sa odstoni¢te. Gdy sita jonowa roztworu
zwicksza si¢, grupy polarne przyjmuja potozenie wzdhluz osi czasteczki 1 na
powierzchni membrany znajdujg si¢ grupy cholinowe, posiadajagce dodatni tadunek
elektryczny. Na warto$¢ potencjalu elektrokinetycznego wptywa rowniez pH
roztworu. Jony H* mogg asocjowa¢ z ujemnie naladowanymi grupami polarnymi
lipidow. Ruchliwos¢ elektroforetyczna erytrocytow ludzkich jest stata przy
wartosciach pH 6-9, natomiast znacznie zmniejsza si¢ przy pH ponizej 5 [9].

Potencjat elektrokinetyczny C dla zywych komorek posiada ujemny znak i
wynosi zwykle od kilku do kilkunastu miliwoltéw [9]. Dla ludzkich erytrocytow
warto$¢ ta wynosi -15.9 mV (przy sile jonowej roztworu 145 mM). Potencjat ten
wzrasta do -64 mV przy obnizeniu sity jonowej do 2.18 mM.

5.4.2. Potencjaly membranowe

Do opisu uktadow, w ktorym dwa roztwory elektrolitow rozdzielone sg
membrang, konieczne jest wprowadzenie nowych  pojeé:  potencjat

transmembranowy, potencjal polaryzujacy, potencjat Gibbsa-Donnana i potencjat

dyfuzyjny.

Potencjat transmembranowy

Jezeli do elektrolitow po obu stronach membrany wtozy si¢ dwie jednakowe
elektrody niepolaryzowalne, to roznica potencjatow miedzy nimi rowna bedzie
roznicy potencjatlow pomiedzy elektrolitami. Mierzony potencjal nazywany jest
potencjatem transmembranowym. Jako elektrody moga by¢ uzyte np. elektrody
kalomelowe, chlorosrebrowe. Istnienie tego potencjalu uwarunkowane jest
wlasciwosciami fizykochemicznymi sktadnikéw membrany 1 elektrolitu oraz

procesdOw zachodzacych w membranie. Warto$¢ potencjatu transmembranowego
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zalezna jest od zjawisk powierzchniowych zachodzacych na granicach faz
membrana-roztwor, zalezy od skladu i stezenia roztworow wodnych, transportu
jonéw przez membrang. Potencjal ten nazywany jest réwniez potencjatem
membranowym. Procesy zyciowe komorek zwigzane sg z utrzymywaniem okreslone;j
wartosci tego potencjatu. Potencjal we wnetrzu komorki posiada ujemny znak 1
warto$¢ od kilku do ponad 100 mV [9].

Potencjat polaryzujgcy

Warto$¢ potencjatu transmembranowego moze by¢ funkcja sktadu membrany 1
roztworéw wodnych kontaktujgcych si¢ z membrang oraz proceséw zachodzacych w
uktadzie. Potencjat transmembranowy mozna narzuci¢ rOwniez z zewnatrz poprzez
przylozenie okreslonego napigcia do odwracalnych elektrod umieszczonych w
roztworach wodnych. Dla odrdznienia od potencjatu generowanego samorzutnie

przez uklad, narzucony =z =zewnatrz potencjat nazwany jest potencjatem

polaryzujacym.

Potencjat Gibbsa-Donnana

Potencjat Gibbsa-Donnana powstaje wtedy, gdy spelnione sg nastepujace

warunki:

* dwa roztwory elektrolitow rozdzielone sg potprzepuszczalng membrang,

* nieprzepuszczalne przez membrang jony roztozone sg nierownowagowo pomiedzy
elektrolitami,

* w roztworach istniejg inne jony zdolne do swobodnego przemieszczania si¢ przez
membrang.

W roztworach ustala si¢ rownowaga okreslona przez druga zasade
termodynamiki 1 zasade elektroobojetnosci. Pierwsze ograniczenie mowi, ze kazdy
poruszajacy si¢ jon moze przesuwac si¢ tylko w kierunku nizszego potencjalu
elektrochemicznego. Drugie ograniczenie wymaga, aby liczba tadunkow dodatnich i
ujemnych w kazdym z elektrolitow byta jednakowa. Gdy uktad jest w rownowadze,
wypadkowy przeplyw jonow pomigdzy elektrolitami jest rOwny zeru. Stezenia
poszczegblnych jondw i ustalajg si¢ zgodnie z rOwnaniem:

RT, c

1 |

—0'=Ad=—In=L 5.5
o' -4 =Mp=Cin] 55)
gdzie: ¢!, ¢! - potencjaty wewnetrzne faz po obu stronach membrany

Z;

ci,c;'! - stezenia sktadnika i po obu stronach membrany

- fadunek elektryczny sktadnika i
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Potencjat Gibbsa-Donnana z punktu widzenia termodynamiki jest potencjatem
rownowagowym.

Potencjat dyfuzyjny

Potencjat dyfuzyjny powstaje wtedy, gdy spelnione sg nastepujgce warunki:

* dwa roztwory elektrolitow o roznych st¢zeniach rozdzielone sg potprzepuszczalng
przegroda

* jony zdolne sg do dyfuzji przez przegrode

* kationy i aniony rdznig si¢ wspdtczynnikami dyfuzji

W takiej sytuacji kationy i aniony beda dyfundowa¢ z roztworu o wiekszym
stezeniu do roztworu o mniejszym. Jony o wyzszym wspotczynniku dyfuzji beda
dyfundowa¢ z wigksza predkoscia, w wyniku czego nastgpi nierdwnomierny
przestrzenny rozktad tadunkéw dodatnich 1 ujemnych. Spowoduje to powstanie
roznicy potencjaléw pomiedzy roztworami. Powstaly potencjal powoduje
zmniejszenie szybkoSci jonoOw posiadajacych wyzszy wspdlczynnik dyfuzji, a
przyspieszenie jondw o nizszym. Potencjal ten ustala si¢ przy wartosci, przy ktorej
szybkosci dyfuzji jonow wyréwnuja si¢. Potencjat dyfuzyjny jest wigkszy przy
wickszej roznicy stezen elektrolitow 1 przy wigkszej rdznicy w ruchliwosciach
kationbw 1 anionow. Potencjal ten jest potencjatem termodynamicznie
nierownowagowym. Wyrdéwnanie si¢ stezen elektrolitow powoduje zanik potencjatu
dyfuzyjnego.

Istnienie potencjatu dyfuzyjnego jest typowe dla blon biologicznych, ktore
oddzielajg wnetrze komorki od otoczenia, a takze cytoplazme od zawartosci organelli
wewnatrzkomérkowych. Blony biologiczne rozdzielajg roztwory roznigce sie
stezeniem jonow np. Nat*, K* Ca?*, H*, a obecno$¢ kanatow i pomp jonowych

umozliwia przenoszenie jonow przez btony i istnienie gradientu stezen.

5.4.3. Rozklad potencjalow w dwuwarstwach lipidowych

Powierzchnia wigkszo$ci membran lipidowych posiada ujemny tadunek
elektryczny. Zwykle 10-20% lipidéw w btonach biologicznych wystepuje w formie
anionowej [8]. Na tadunek elektryczny membran majg rowniez wptyw inne sktadniki
bton np. biatka, gangliozydy. Ladunek elektryczny zdysocjowanych grup jest

czg$ciowo neutralizowany przez jony o przeciwnym tadunku, nie zwigzane jednak
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$cisle z membrang i1 znajdujace si¢ w pewnej odlegtosci od powierzchni membrany.
Tworzg one podwdjng warstwe elektryczng.

Potencjaly powierzchniowe wptywaja na profil potencjalu wewnatrz
membrany. Mogg rowniez zmienia¢ wilasciwosci przepuszczalne membran (np.
przez wplyw na organizacj¢ bialek blonowych). Powoduje to, ze w sktad potencjatu
transmembranowego nie wchodzi prosta suma potencjatéw powierzchniowych.
Przyktady rozktadu potencjatow w dwuwarstwowych membranach lipidowych

przedstawione sg na rysunku 5.5.

Rys. 5.5. Przyktady rozktadu potencjatéw w dwuwarstwowych membranach lipidowych.

a) Membrana zlozona z niesymetrycznych monowarstw. Lewa czg§¢ membrany posiada
ujemny powierzchniowy tadunek elektryczny. Powoduje to powstanie ujemnego potencjatu
powierzchniowego yg;. Potencjat transmembranowy Ay réwny jest 0. Skok potencjatu
wewnatrz membrany kompensuje potencjat powierzchniowy yg;.

b) Membrana o réznej gestosci tadunkéw powierzchniowych po obu stronach membrany.
Potencjaty powierzchniowe g i yg, przyjmujg roézne wartoéci. Przy skoku potencjatu
wewnatrz membrany rownym O potencjal transmembranowy Ay rowny jest roznicy
potencjatow powierzchniowych.
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€) Membrana o jednakowych potencjatach powierzchniowych wg; i wg, i potencjale

transmembranowym Ay rownym 0. W warstwie hydrofobowej membrany zaznaczony jest
potencjal dipolowy, posiadajacy dodatnig wartos¢ wzgledem roztwordéw elektrolitow.

Przy opisach potencjalow organelli wewnatrzkomérkowych, nie sa przyjete w
literaturze jednolite zasady okres$lania znakow potencjatéw. Proby ustalenia tych
zasad podjete zostaly przez grupe wiodacych naukowcow w tej dziedzinie [94].

Potencjat dipolowy

Badania transportu jonéw przez membrany wskazuja na obecno$¢ wewnatrz
membrany dodatniego potencjalu wzgledem przylegajacych roztworow (Rys. 5.5¢).
Potencjal ten nazywany jest potencjalem dipolowym. Ma on warto$¢ kilkuset
miliwoltow 1 wystepuje nawet wtedy, gdy membrany wykonane sa z obojetnych
lipidow np. fosfatydylocholiny [92]. Istnienie potencjatu dipolowego uwarunkowane
jest orientacjg dipoli czasteczek wody przylegajacych do membrany, orientacja
polarnych grup lipidow i obecno$cia w membranie wigzan estrowych pomigdzy
szkieletem glicerolu i tancuchami weglowymi [92,97-100]. Natura tego potencjatu
jest malo znana, jak rowniez niemozliwy jest jego bezposredni pomiar. Potencjat
dipolowy badany jest poprzez pomiary potencjalow asymetrycznych membran,
tworzonych z réznych lipidow, transport jonoéw lipofilowych, szacowany na
podstawie badan monowarstw Langmuira-Blodgett. Przy badaniach wykorzystywane

sa rowniez znaczniki fluorescencyjne i znaczniki NMR.
5.5. Transport przez membrany

Zagadnienia transportu przez membrany s3 bardzo wazng cze$cig badan
zjawisk w membranach lipidowych. Procesy zyciowe komorek zalezg od transportu
przez membrany np. transport substancji odzywczych do komorki, wydalanie
metabolitow, transport jonéw, przekazywanie sygnatow.

Istnieje kilka mechanizméw transportu substancji jonowych i niejonowych
przez membrany lipidowe. Transport moze by¢ bierny, w dot gradientu
elektrochemicznego substancji. W btonach biologicznych istnieja tez uktady
transportu aktywnego, gdzie kierunek transportu jest przeciwny do gradientu
elektrochemicznego, wymagajace dostarczenia energii np. pompa sodowo-potasowa,
utrzymujaca wewnatrz komorki wysokie stezenie jonow K* i niskie jonow Na*
[8,101].
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Dwuwarstwowe membrany lipidowe sg niemal nieprzepuszczalne dla jonéw o
matych rozmiarach [102,103]. Jest jednak wiele substancji umozliwiajacych jonom
przejscie przez membrany. Sg to jonofory, ktére tworzg z jonami kompleksy majace
zdolno$¢ do dyfuzji przez hydrofobowe wnetrze membrany np. nonaktyna,
walinomycyna, etery koronowe [76,77,104-108]. 1Inng grupg substancji
umozliwiajacych transport jondw przez membrany s3 czasteczki pochodzenia
naturalnego lub syntetyczne, tworzace w membranach hydrofilowe kanaty np.
gramicydyna A, alametycyna [109-116].

Jony organiczne o duzych rozmiarach, posiadajagce wiasciwosci lipofilowe
majag zdolnos¢ do dyfuzji przez membrany lipidowe np. aniony
tetrafenylofosfoniowe, tetrafenyloboranowe, dipikryloamoniowe, kationy
tetraalkiloamoniowe [18,73-75, 102,117]. Stanowig one duzg grupe zwigzkow
wykorzystywanych przy badaniach zjawisk transportu przez membrany. Uzywane sg
przy badaniach potencjaléw membranowych [118].

Waznym zagadnieniem jest transport wody przez membrany lipidowe
[102,119-122]. Jest ona stosunkowo tatwo przepuszczana przez membrany. W
btonach biologicznych istniejg rowniez biatka tworzace kanaly utatwiajgce transport
wody [102].

Przepuszczalnos¢ membran dla substancji niejonowych przyjmuje szeroki
zakres warto$ci np. 3-10-11 cm-s1 dla D-glukozy, 1.3-10-1 cm-s1 dla amoniaku. W
literaturze jest wiele prac dotyczacych biernego i1 aktywnego transportu substancji
niejonowych przez membrany lipidowe [8,102,123-126].

5.6. Plynno$¢ membran

Zywe organizmy zdotaty przystosowaé sie do zycia w skrajnie niekorzystnych
warunkach. Zaré6wno lodowce Antarktydy jak 1 wrzace wody gejzerow zamieszkane
sg przez zywe istoty. Temperatura, w ktorej egzystuja komorki, wptywa na sktad
lipidow tworzacych ich blony. W blonach bakterii utrzymywanych w niskich
temperaturach stwierdzono wzrost liczby krétkich 1 nienasyconych tancuchow
alkilowych, ktore powoduja zwigkszenie plynnosci membran [8]. Od plynnosci
membran zalezy prawidlowe funkcjonowanie bton biologicznych. Duzy wptyw na
ptynno$¢ membran ma obecnos¢ cholesterolu i jego analogow [8,16,17].

Plynno$¢ membran okreslana jest przez zdolno$¢ czasteczek tworzacych
membrany do wykonywania ruchow oscylacyjnych, rotacyjnych i translacyjnych.
Objawia si¢ to gltownie w gietkosci tancuchéw alkilowych lipidow, dyfuzji
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czasteczek w plaszczyznie membrany 1 przeskokami czgsteczek pomiedzy
monowarstwami tworzgcymi membrang ("flip-flop™).

Ptynno$¢ membran wptywa na wiele zjawisk zachodzacych w blonach np.
transport substancji przez blony, dyfuzje enzymow i substratow wzdtuz powierzchni
membrany, biogeneze bton [127]. Zbyt duza ptynnos¢ nie jest korzystna ze wzgledu
na matg trwato$¢ membrany.

Srodki  znieczulajace, przciwbolowe, antydepresyjne, uspokajajace i
antybiotyki zmieniajg temperatury przej$cia fazowego, ptynnos¢ i przepuszczalnos¢
bton. Np. desipramina, chloropromazyna juz w niskich stezeniach obnizaja

temperature przejscia fazowego 1 podwyzszaja ptynnos¢ bton [127].

5.7. WlasciwoSci optyczne membran

Dwuwarstwowe membrany lipidowe ze wzgledu na ich malg grubosé¢ (zwykle
kilka nanometrow) w bardzo matym stopniu odbijajg Swiatto. Podczas obserwowania
w $wietle odbitym membran formowanych metodg Muellera-Rudina zaobserwowac
mozna kilka etapow. Poczatkowo membrana odbija $wiatto jak lustro. W miare
zmniejszania si¢ grubo$ci membrany obserwowane sg barwy interferencyjne. Gdy
membrana przyjmuje grubo$¢ dwuwarstwy, obserwuje si¢ zanik odbicia $wiatta. Z
tego powodu dwuwarstwowe membrany lipidowe nazywane s3 tez czarnymi
membranami. Pomiar niewielkiego natezenia $wiatla odbitego od membrany

wykorzystywany jest do wyznaczania catkowitej grubo$ci membran [64,68,69].
5.8. Zjawiska fotoelektryczne w membranach

Zjawiska fotoelektryczne w btonach biologicznych sg podstawa dwoéch
procesow decydujacych o rozwoju zycia na Ziemi: fotosyntezy i proceséw widzenia.
Podstawg procesow fotosyntezy jest przeniesienie elektronu pod wptywem $wiatta.
Rosliny wytworzylty bardzo wydajne uklady przetwarzania Swiatta na energi¢
chemiczng, natomiast niektore zwierzeta posiadajg niezwykle czuty wzrok, ktorego
receptory zdolne sg do reakcji na pojedyncze fotony.

Wysoka wydajnos¢ i czutos¢ uktadéw przetwarzania $§wiatta na inne rodzaje
energii w zywych organizmach sklonita ludzi do badan nad zrozumieniem
mechanizmow rzadzacych biologicznymi fotoefektami. Podjgte zostalty proby

stworzenia sztucznych uktadéw funkcjonujacych w oparciu o te procesy [128]. Do
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badan zjawisk fotoelektrycznych w membranach wykorzystywane sa naturalne
substancje biorace udziat w przetwarzaniu §wiatta w membranach np. rodopsyna,
bakteriorodopsyna, chlorofil [129-132]. Sztuczne membrany lipidowe mogg by¢
uczulane na $§wiatto réwniez przy uzyciu wielu innych naturalnych i1 syntetycznych
substancji np. pochodnych azobenzenu [133-137], porfiryn [138-141], peptydow
[142], syntetycznych lipidow [143]. Duzg grupg substancji chemicznych nadajgcych
membranom wiasciwosci fotoelektryczne sa barwniki organiczne [144,145].
Fullereny wbudowane w dwuwarstwowe membrany lipidowe powoduja
powstawanie w nich fotopradow [146-147]. Fotoefekty w membranach moga

objawia¢ si¢ rowniez w zmianach przepuszczalnosci membran dla jonow [148-151].

5.9. Pory w membranach

Dwuwarstwowe membrany lipidowe ulegaja przebiciu pod wplywem
przylozonego napiecia. Zjawisko to dotyczy calych komorek i ptaskich membran
[152-158]. Napigcie przebicia membran wynosi od 150 do 500 mV. Przy grubos$ci
membrany rz¢du kilku nm, natezenie pola elektrycznego, przy ktérym nastepuje
przebicie wynosi 10° - 108 VV/cm. Pierwszym etapem tego zjawiska jest utworzenie w
membranie hydrofilowych porow. Przy dostatecznie szybkim zaniku napigcia na
membranie pory te mogg zamkng¢ si¢. Pory moga rowniez powickszac si¢
doprowadzajac do zniszczenia membrany. Dwa czynniki powoduja powstawanie
poréw w membranach pod wptywem pola elektrycznego. Pierwszym jest orientacja
natadowanych lub dipolowych grup hydrofilowych lipidéw, a drugim ograniczona
przepuszczalno$é dla jondow. Srednice utworzonych poréw zawieraja si¢ zwykle w
granicach 1-10 nm.

Zjawisko tworzenia por6w w membranach pod wptywem pola elektrycznego
znalazto praktyczne zastosowanie. Cate komorki, poddane dziataniu impulsow
napi¢ciowych o duzej warto$ci, lecz malym czasie trwania ulegajg poracji. Efekt ten
pozwala na wprowadzenie do wnegtrza komoérki okreslonych substancji np. obcego
DNA, biatek, wyplyw plazmy z wnetrza komorki lub fuzje sasiadujacych ze sobag
komorek [152,153].

6. Czynniki wplywajgce na pojemnos¢ membran lipidowych
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Membrany lipidowe posiadajg tréjwarstwowa strukture. Caltkowita pojemnos¢
membrany uzalezniona jest od wilasciwos$ci i zjawisk w poszczegolnych warstwach.
Membrang mozna traktowac jako szeregowe potaczenie trzech kondensatoréw (Rys.
5.2, s.18), ktorej pojemnos¢ opisana jest rOwnaniem:

11,11 61
c C ¢C Cf
Poniewaz pojemnosci warstw hydrofilowych C'y i C*; sa znacznie wigksze niz

pojemnos¢ warstwy hydrofobowej C,, calkowita pojemno$¢ membrany zalezy

gtownie od pojemnosci warstwy hydrofobowej:

o €:€y-S (6.2)
dy

gdzie: d,, - grubo$¢ warstwy hydrofobowej membrany

W tabeli 6.1 podana jest charakterystyka poszczegdlnych parametrow

okreslajacych pojemno$¢ membran lipidowych.

Tab. 6.1. Parametry okreslajgce pojemno$¢ membran lipidowych.

Parametr Charakterystyka
¢ | przenikalno$¢ Warstwy hydrofobowe membran posiadaja
elektryczna przenikalno$¢  elektryczng  £=2.0-2.2.  Obecnosé

substancji zawierajacych inne atomy np. tlenu, azotu,
chloru, moze zwigksza¢ przenikalno$¢ elektryczng
membrany. W blonach biologicznych wystepuje duza
ilos¢ biatek zwigkszajacych ich  przenikalnos¢

elektryczna.
S | pole powierzchni Pole powierzchni dwuwarstwy zmienia¢ si¢ moze w
dwuwarstwy wyniku zmiany wielkosci obrzeza Plateau-Gibbsa.

Plaska membrana lipidowa moze zwigksza¢ pole
powierzchni w wyniku wybrzuszania si¢, ktore
powstaje pod wpltywem roznicy cisnien po obu stronach
membrany [159].

d | grubo$¢ membrany | Na grubo$¢ membrany wplywa wiele czynnikow: rodzaj
lipidow, metoda formowania membran, stosowane
rozpuszczalniki, temperatura, napigcie przytozone do
membrany, sktad elektrolitu.
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Obszerne badania zaleznos$ci pojemno$ci membran lipidowych od rodzaju
stosowanych lipidow 1 rozpuszczalnikow prowadzone byly przez wielu autorow
[50,62-64,160-168].

Badania impedancji membran pozwolity na okreslenie pojemnosci
poszczegbdlnych warstw [66,67,88,90,91,169]. Pojemnosci warstw polarnych
membran wynosza od 18 do 60 puF/cm2,

Niektorzy autorzy rozpatrujg membrang jako 5-warstwowy uktad: warstwa
hydrofobowa, warstwy wigzan estrowych i1 warstwy grup polarnych [66,67].
Wiasciwosci  dielektryczne poszczegdlnych warstw w modelu S-warstwowym
przedstawione sg w tabeli 6.2.

Tab. 6.2. Wiasciwosci dielektryczne membran lipidowych formowanych technikg Muellera-Rudina z
mieszaniny lecytyna-cholesterol (stosunek molowy 5:1). Rozpuszczalnik: n-tetradekan,
elektrolit: 1 mM KCI. Wspolczynniki przenikalno$ci elektrycznej szacowane byly na
podstawie podobnych, niewodnych faz [66].

Parametr Warstwa
hydrofobowa | wigzan estrowych polarna
Pojemnos¢ [uF/cm?] 0.566 19.5 60
Przewodnictwo [uS/cm?] 0.02 21 2900
Przenikalnos$¢ elektryczna 2.13 10-40 10-40
Grubo$¢ [nm] 33 0.5-2 0.15-0.6

6.1. Zmiany pojemnosci w czasie

Pojemno$¢ membran zalezy od wielu czynnikow, np. od starzenia si¢ roztworu
formujacego [163]. Roztwdr formujacy sktadajacy si¢ z utlenionego cholesterolu
rozpuszczonego w n-dekanie po tygodniu daje membrany o pojemnoSci
0.402 pF/cm2, natomiast po 6 tygodniach pojemnos¢ tworzonych membran wynosi
0.444 uF/cm2,

Benz i Janko [168] badali zmiany pojemno$ci membran w funkcji czasu.
Membrany formowane byly z réznych lipidow rozpuszczonych w n-dekanie.
Pomiary prowadzone byly w ciagu 2 godzin. Zmiany pojemnosci dochodzily do
9 %l/h.
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Membrany formowane z utlenionego cholesterolu rozpuszczonego w n-dekanie
swiezo po uformowaniu zwigkszaly swojg pojemnos¢ 10-20 % w ciggu godziny.
Membrany formowane z lecytyny rozpuszczonej w n-dekanie w tych samych
warunkach wykazywaty roznice do 20 % [63].

6.2. Rodzaj lipidow

Grubos¢ poszczegolnych warstw membran lipidowych zalezna jest od rodzaju
lipidéw tworzacych membrane. Wydaje si¢ rzecza oczywistg, ze dtugos¢ tancuchow
weglowych czasteczek lipidow wplywa na grubo$¢ membran, a tym samym na ich

pojemnos¢. Zostato to potwierdzone doswiadczalnie (Tab. 6.3).

Tab. 6.3. Pojemno$¢ specyficzna membran formowanych z monoglicerydow i lecytyn o rdznej
dlugosci tancuchow weglowych w czasteczkach. Membrany tworzone byly poprzez taczenie
monowarstw [160].

Liczba atomow wegla Pojemnos$¢ specyficzna Grubos¢ membrany
w tancuchu [uF/cm2] [nm]
Monoglicerydy
14 0.912 2.04
16 0.847 2.19
18 0.745 2.50
20 0.657 2.83
22 0.590 3.15
24 0.538 3.46
Lecytyny
18 0.721 2.58
22 0.569 3.27
24 0.481 3.86

Na pojemnos$¢ i grubo$¢ membran ma wplyw nie tylko dlugos¢ tancuchow w
czasteczkach lipidow, lecz takze ilos¢ wigzan podwojnych w tancuchach (Tab. 6.4).
Im wigcej jest wigzan podwdjnych, tym mniejsza jest grubos¢, a wigksza pojemnosé
membrany. Wzrost liczby wigzan podwojnych w tancuchach powoduje zwickszenie

przenikalnosci elektrycznej warstwy hydrofobowej. Wartosci € wynoszg od 2.20 dla
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tancuchow z jednym wigzaniem podwojnym do 2.61 dla 6 wigzan [167].
Zmniejszenie grubo$ci membran w obecnosci lipidow z podwojnymi wigzaniami w

tancuchach weglowych zwigzane jest z wyginaniem tych fancuchow.

Tab. 6.4. Pojemno$¢ specyficzna i grubo$¢ membran formowanych z lecytyn o rdéznej dtugosci i ilosci
wigzan podwojnych w tancuchach weglowych. Membrany formowane byly technika
Muellera-Rudina z lipidéw rozpuszczonych w n-dekanie [168].

Grupy acylowe | Dlugos¢ | Potozenie wigzan Pojemnosé Grubosé
fosfolipidu tancucha podwadjnych specyficzna membrany

[uF/cm2] [nm]
oleilowe 18 9 0.374 4.97
linoleoilowe 18 9,12 0.416 4.47
linolenoilowe 18 9,12,15 0.582 3.19
eikozenoilowe 20 11 0.358 5.19
arachidonoilowe 20 5,8,11,14 0.443 4.20

Przy badaniach zjawisk membranowych wykorzystywane sa znaczniki
fluorescencyjne, wbudowywane w membrang. Ashcroft i wspolpracownicy [66]
badali pojemnos$ci poszczegélnych warstw membran tworzonych z lecytyny z
cholesterolem z dodatkami takich znacznikow. Byly to pochodne kwasu
stearynowego 1 palmitynowego. Nawet niewielka ich ilo§¢ (0.01%) powodowata
zmiany organizacji lipidow w warstwie hydrofobowej i zmiany jej pojemnosci. Przy
stezeniu znacznika 0.1% zmiany pojemnosci specyficznej membran dochodzity do
ponad 30%.

6.3. Sposob tworzenia membran

Membrany tworzone metoda Muellera-Rudina [170] posiadaja zwykle
pojemnos$¢ mniejszg niz membrany powstate z tagczenia monowarstw (Tab. 6.5). W
warstwie hydrofobowej pozostaje pewna ilo$¢ rozpuszczalnika, powodujaca
zwigkszenie grubosci membrany. Membrany tworzone z monowarstw (metoda
Montala-Muellera [171,172]) wolne sg od rozpuszczalnika i majg grubos$¢ blon
biologicznych.
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6.4. Rozpuszczalniki

Membrany formowane metoda Muellera-Rudina posiadajag pojemnos¢ i
grubo$¢ zalezng od rozpuszczalnika, w ktorym rozpuszczone byty lipidy.
Weglowodory o mniejszej dlugosci tancuchéw powoduja zwiekszenie grubosci
membran (Tab. 6.5). Weglowodory o dtugich tancuchach (np. n-oktadekan, skwalen)
umozliwiajg uzyskanie membran o pojemnosci i grubosci zblizonej do membran
tworzonych Z monowarstw.

Tab. 6.5. Pojemnos$¢ specyficzna i grubo$¢ warstwy hydrofobowej membran formowanych metoda
Muellera-Rudina z monooleinianu 1-glicerolu rozpuszczonego w réznych rozpuszczalnikach.
Elektrolit 0.1M KCIl. Grubo$¢ warstwy hydrofobowej obliczano na podstawie pojemnos$ci
specyficznej membran. Dla pordwnania podana jest pojemno$¢ specyficzna i grubo$é
membran tworzonych poprzez laczenie monowarstw [64,160].

Rozpuszczalnik Pojemnos¢ specyficzna Grubos¢ membran

[uF/cm?] [nm]
n-heksan 0.380 4.89
n-oktan 0.394 4,72
n-dekan 0.390 4.77
n-dodekan 0.416 4.47
n-tetradekan 0.469 3.96
n-heksadekan 0.585 3.18
n-oktadekan 0.705 2.64
skwalen 0.750 2.5
triolein 0.850 2.4
1-chlorodekan 0.850 3.0
1-bromodekan 0.840 3.0
tworzone z monowarstw 0.750 2.5

Tab. 6.6. Pojemno$¢ specyficzna membran lipidowych formowanych metodg Muellera-Rudina z
monogliceryddw rozpuszczonych w n-dekanie i n-heksadekanie, elektrolit 0.1M KCI [160].

Liczba atomow wegla Pojemnos$¢ specyficzna [puF/cm2]

w taficuchu weglowym n-dekan n-heksadekan

14 0.485 0.772
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16 0.445 0.661
18 0.390 0.585
20 0.345 0.498
22 0.318 0.383
24 0.275 0.271

Gdy membrany zbudowane sg z lipidow zawierajacych diugie tancuchy
weglowe w czasteczkach, wtedy rodzaj stosowanego rozpuszczalnika w malym

stopniu wptywa na pojemno$¢ membran (Tab. 6.6).

6.5. Sklad roztworu elektrolitu

Pojemno$¢ membran lipidowych zalezna jest od stezenia elektrolitu
[35,67,161,169]. W zaleznosci od sktadu roztworu elektrolitu pojemno$¢ membran
moze wzrasta¢ lub male¢ w funkcji stezenia. Tien [35] podaje, ze pojemnosc
membran formowanych z cholesterolu w obecno$ci bromku heksadecylotrimetylo-
amoniowego zmniejsza si¢ ze wzrostem stezenia elektrolitu. Jako elektrolit
stosowane byty roztwory NaF, NaCl, KCl, CaCl,, Na,SO,. Inne wyniki uzyskat
White [161]. W tabeli 6.7 przedstawiono pojemno$¢ membran przy rdéznych
stezeniach elektrolitu. Wraz ze wzrostem stezenia elektrolitu wzrasta pojemno$¢
membran. Gdy w roztworze obecny jest 2,4-dinitrofenol, pojemnos¢ membrany w
mniejszym stopniu zalezy od stezenia elektrolitu. 2,4-dinitrofenol adsorbuje si¢ na
powierzchni membrany i zmienia powierzchniows gesto$¢ tadunku w podwdjnej
warstwie elektrycznej. Skiad elektrolitu wplywa réwniez na grubos¢ warstwy
hydrofobowej membrany.

Tab. 6.7. Pojemno$¢ membran formowanych metodg Muellera-Rudina z monooleinianu 1-glicerolu
rozpuszczonego w n-dekanie przy réznych stezeniach elektrolitu [161].

Stezenie NaCl Pojemnos¢ specyficzna [uF/cm?]
[mol/dm3] bez 2.4-dinitrofenolu z 2.4-dinitrofenolem
10-4 0.3142 0.3516
10-3 0.3631 0.3654
102 0.3964 0.3770
101 0.3968 0.4028
100 0.4348
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Zimmermann 1 wspolpracownicy [90] badali wpltyw kwasu indolooctowego na
parametry elektryczne membran formowanych z lecytyny metodg Muellera-Rudina.
Poprzez pomiary impedancji okreslone zostaty pojemnosci 1 przewodnictwa warstw
hydrofilowych i warstwy hydrofobowej membrany. Od stezenia KCI zalezy
dystrybucja kwasu indolooctowego w membranie. Przy stezeniu KC1 1 mM kwas ten
zaadsorbowany byt na powierzchni membrany i w warstwie hydrofilowej. Wigksze
stezenia KCl (do 1M) powodowaly adsorpcje kwasu rowniez w warstwie
hydrofobowej membrany.

Dodatek alkoholu benzylowego do roztworu wodnego powodowat
zmniejszenie pojemnosci membran 1 zwigkszenie ich przewodnictwa [91].
Membrany formowane byly z lecytyny rozpuszczonej w n-tetradekanie.
Zmniejszenie pojemnosci membran (o 25% przy stezeniu alkoholu 7.5 mM)
zwigzane jest ze wzrostem grubosci membran. Alkohol benzylowy zwigksza
ptynno$¢ membran.

Elliot 1 Haydon [165] badali wplyw n-oktanolu na pojemno$¢ membran.
St¢zenie n-oktanolu w roztworze wodnym wynosito do 1.5 mM. Membrany
formowane byly monooleinianu 1-glicerolu rozpuszczonego w skwalanie lub w
heksadekanie. Gdy membrany formowane byly przy uzyciu skwalanu, n-oktanol
powodowat zwigkszenie pojemnosci z 0.76 do 0.81 uF/cm?2 przy stezeniu 1.5 mM.
Membrany formowane przy uzyciu heksadekanu wykazaty spadek pojemnosci do
0.50 uF/cm?2 przy stezeniu n-heksadekanu 0.9 mM. Obecno$¢ n-oktanolu w fazie
wodnej (stezenie alkoholu 1.6 mM) powodowata wzrost napigcia migdzyfazowego
granicy faz roztwor formujacy-roztwdr wodny (0.1M NaCl) o okoto 1 dyne/cm.

6.6. Temperatura

Pojemno$¢ membran lipidowych maleje ze wzrostem temperatury [163,173].
Zmiana temperatury zmienia rownowage rozkladu rozpuszczalnika pomiedzy
wnetrzem membrany a obrzezem, powodujgc zmiany grubosci membrany. Dla
membran tworzonych z utlenionego cholesterolu rozpuszczonego w n-dekanie
pojemno$¢ specyficzna spada z 0.56 uF/cm?2 w temperaturze 20°C do 0.47 uF/cm2 w
temperaturze 34°C. Pojemno$¢ membran zalezna jest od przytozonego napigcia.
Wzrost temperatury zwigksza podatno$¢ membran na zmiany pojemnosci wywotane
napigciem (parametr 3 W rown. 6.2, str. 38).
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White [162] badat pojemno$¢ membran w funkcji temperatury. Membrany
formowane byly z monooleinianu 1-glicerolu rozpuszczonego w n-heksadekanie.
Przy temperaturze Kkrzepnigecia n-heksadekanu wystepuje gwaltowna zmiana
pojemnosci. Pojemnos¢ wynosi ok. 0.73 uF/cm2 przy 12°C, a 0.62 uF/cm?2 przy
25°C. Przy ochtadzaniu membrany w temperaturze ok. 15°C wystepuje

"wymrazanie" rozpuszczalnika z membrany, ktory ulega krystalizacji.
6.7. Czestotliwos¢

Wyniki badan dotyczace wpltywu czestotliwosci sygnatu pomiarowego na
pojemno$¢ membran znacznie roéznig si¢ pomiedzy sobg. Tien [35] podaje, ze
pojemno$¢ membran jest niezalezna od stosowanej czestotliwosci w zakresie od 10-3
do 108 Hz. Laver i wspotpracownicy [67] badali zalezno$¢ pojemno$ci membran od
czestotliwosci dla elektrolitow o roznych stezeniach (Rys. 6.1). Przy niskim stezeniu
elektrolitu pojemno$¢ membran w wigkszym stopniu zalezy od stosowanej do
pomiaru czestotliwosci. Autorzy innych prac réwniez stwierdzaja zalezno$¢
pojemnosci od czgstotliwosci [66,88,90,91,169]. Ze wzrostem czestotliwosci sygnatu

pomiarowego mierzona pojemnos¢ membran przyjmuje mniejsze wartosci.
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Rys. 6.1. Zalezno$¢ pojemnosci membran od czgstotliwosci. Membrany formowane byly technika
Muellera-Rudina z monooleinianu 1-glicerolu rozpuszczonego w n-heksadekanie. Pomiary
wykonane byly dla roztworéw KCl o réznych stezeniach [67].

6.8. Napiecie

Pierwsze doniesienic o wplywie napigcia przylozonego do membrany na
pojemnos¢ ukazato si¢ w 1966 roku [2]. Efekt ten opisywany byl pdzniej w wielu
innych pracach [61,63,89,163,168,173-178]. Efekt ten zalezy od potencjatéw
powierzchniowych membran [61,118,179-182]. Przyklad zaleznosci pojemnoSci
membran od przylozonego potencjatu przedstawiony jest na rysunku 6.2.
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Rys. 6.2. Zalezno$¢ pojemnos$ci od napigcia przytozonego do membrany, a) symetryczna membrana
formowana z fosfatydyloetanoloaminy, elektrolit 1M KCIl, b) membrana ztozona z
monowarstw z fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy, elektrolit 1M KCI,

€) membrana ztozona z monowarstw z fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy,
elektrolit 0.1M KCI [61].

Babakov i1 wspotpracownicy stwierdzili, ze przytozenie napi¢cia do membrany
powoduje wzrost pojemnosci [2]. Zalezno$¢ te opisali rownaniem:

AC  (AU)?
—=K— 6.1
e K (6.2)
gdzie: AC - zmiana pojemnosci membrany
C, - pojemnos$¢ membrany przy napigciu 0
AU - przylozone napigcie
G - wspolczynnik napigcia powierzchniowego

K - stala zalezna od parametréw geometrycznych membrany i obrzeza
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Rdownanie 6.1 przez innych autorow przedstawiane jest w prostszej postaci
[63]:
C, =C,+BU? (6.2)
gdzie: C,, - pojemno$¢ membrany przy napigciu U

B - parametr

Zwigkszanie pojemnosci membrany zwigzane jest ze zjawiskiem
elektrokompresji  [177]. Powierzchnie membrany przyciagaja si¢ wskutek
oddziatywan elektrostatycznych z sila:

= Bo® 2 6.3
Fe =542 Y ©3)

m

gdzie: Fg - sita przyciagania si¢ powierzchni membrany na jednostke powierzchni

d,, - grubo$¢ membrany przy napigciu U

Membrana jest elastyczna 1 wskutek przyciggania si¢ powierzchni membrany,
maleje jej grubos¢. Elastycznos¢ uktadu opisuje modul Younga Yy, :

Ad_ R (6.4)
dO YBL

gdzie: d, - grubo$¢ membrany przy napigciu U =0

Po polaczeniu réwnan 6.3 1 6.4 otrzymuje si¢:
Ad 1 [ g
- = ——U? 6.5
dy  Ya (2015 j (¢

Pojemno$¢ specyficzna membran lipidowych po uwzglednieniu zmiany grubos$ci
membrany opisana jest rownaniem:

€, Ad
c. 0,2 o
dO dO
Po potlaczeniu réwnan 6.5 1 6.6 otrzymuje si¢:
g6 1 [&5e°U?
C,=—"+ ( £ ] (6.7)
d, Yy U 2d3

Po poréwnaniu réwnania 6.7 z rownaniem 6.2 i uwzglednieniu, ze

C, =Zﬁ (6.8)
0

Otrzymuje si¢ rownanie tgczace parametr [ z elastyczno$cig membrany:
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1 SSSZJ 1 (c; j
= = 6.9
B YBL [ng YBL 2dO ( )

Rownanie 6.2 jest prawdziwe dla membran symetrycznych, gdzie

monowarstwy tworzgce membran¢ majg ten sam sktad i roztwory elektrolitow po
obu stronach membrany sg jednakowe. W przypadku membran asymetrycznych
konieczne jest uwzglednienie rdéznic w potencjatach powierzchniowych membrany.
W tej sytuacji rownanie 6.2 przyjmuje posta¢, w ktorej uwzgledniony jest potencjat

AY, konieczny do skompensowania wewngtrznego skoku potencjatu w membranie:

C, =C,+B(U+AP)? (6.10)

Rys. 6.3. Potencjalty membranowe przy asymetrycznej membranie. Po lewej stronie membrany jest
wigksza powierzchniowa gegstos¢ tadunku niz po prawej stronie. Gdy potencjat
transmembranowy AY jest rowny 0, wewnatrz membrany wystepuje skok potencjatu Ag (a).
Przytozenie zewnetrznego potencjalu AY o przeciwnej wartosci niz A powoduje
kompensacj¢ wewnetrznego skoku potencjatu (b). Na rysunku nie uwzgledniono potencjatu
dipolowego.

Zalezno$¢ pojemnosci od przylozonego potencjatu jest parabola, ktora dla
membran symetrycznych posiada minimum przy potencjale polaryzujacym rownym
zero (Rys. 6.2,a). Gdy wystepuja roznice w potencjatach powierzchniowych
membrany, potencjal minimalnej pojemnosci jest przesuniety (Rys. 6.2,b,c). Rozklad
potencjatow podczas polaryzowania asymetrycznej membrany przedstawiony jest na
rysunku 6.3.
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6.9. Obrzeze Plateau-Gibbsa

Warunkiem utworzenia si¢ 1 istnienia plaskich dwuwarstwowych membran
lipidowych jest obecnos¢ strefy taczacej dwuwarstwe z krawedzig otworu, w ktorym
tworzona jest membrana (Rys. 6.4). Strefa ta nosi nazwe¢ obrzeza Plateau-Gibbsa.
Gdy membrany formowane s3 metodg Muellera-Rudina [170], obrzeze to utworzone
jest z roztworu formujgcego. Gdy membrany tworzone sg poprzez laczenie
monowarstw (metoda Montala-Muellera) [1,171,172], krawedZz otworu musi by¢

wczesniej zwilzona niepolarnym rozpuszczalnikiem np. skwalenem, heksadekanem.

a) h)

obrzeze

teau-Qibb
fTTSi.

przegroda
Z otworem

Rys. 6.4. Plaska dwuwarstwowa membrana lipidowa utworzona w otworze wykonanym w
hydrofobowej przegrodzie.

Wielkos¢ obrzeza Plateau-Gibbsa zalezna jest od grubos$ci przegrody uzywanej
do tworzenia membran. Brullemans i Tancréde [183] badali wplyw grubosci
przegrody na pojemno$¢ membran tworzonych poprzez laczenie monowarstw.
Stosowali folie teflonowe o grubosciach od 6 do 25 pm. Pojemnos$¢ specyficzna
membran wynosita od 0.661 pF/cm? dla folii o grubosci 6 um do 0.724 puF/cm? dla
folii 254 pm. Wzrost grubosci przegrody powodowal wzrost pojemnosci

specyficznej membran. Zmiana grubos$ci przegrody zmieniata wlasciwosci obszaru
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przejsciowego pomiedzy dwuwarstwg a obrzezem, ktore wpltywaja na boczne
napi¢cie membrany. Zmieniato si¢ pole powierzchni zajmowane przez pojedyncza

molekute w membranie.
7. Metody pomiaru pojemnosci membran lipidowych

Do pomiaréw pojemnosci membran lipidowych opracowano kilka metod. W
poréwnaniu z pomiarem pojemnosci zwyklych kondensatoréw, pomiar pojemnosci
membran lipidowych jest znacznie trudniejszy. Czynnikiem komplikujagcym pomiary
jest rezystancja elektrod i rezystancja membrany. Dodatkowym problemem jest mata
trwato§¢ membran 1 niestabilno§¢ ich parametréw w czasie. W tabeli 7.1

przedstawiona jest charakterystyka czynnikow wptywajacych na pomiar pojemnosci.

Tab. 7.1. Czynniki wplywajace na pomiar pojemno$ci membran

Parametr Charakterystyka
Amplituda sygnatu Pojemno$¢ membran lipidowych zalezna jest od
pomiarowego napi¢cia przylozonego do membrany. Amplituda

sygnalu pomiarowego powinna wigec by¢ mozliwie
mata. Zwykle stosuje si¢ sygnat o amplitudzie od kilku
do kilkudziesigciu miliwoltow.

Impedancja elektrod Nalezy stosowaé elektrody o mozliwie malej
impedancji. W niektorych metodach pomiarowych
stosuje si¢ kompensacje rezystancji elektrod. Zwykle
stosowane s3 elektrody o rezystancjach rzedu kilkuset
omow.

Rezystancja membrany | Catkowity prad przepltywajacy przez membrang posiada
dwie skladowe: prad rezystancyjny 1 prad
pojemnos$ciowy. Gdy prad rezystancyjny  jest
poréwnywalny z pragdem pojemnos$ciowym, nalezy
uwzglednia¢ jego warto$¢ podczas pomiarow.

Do pomiardéw pojemnosci wykorzystywanych jest kilka metod. R6znig si¢ one
sposobem wyznaczania pojemnosci i rodzajem stosowanego sygnalu pomiarowego.
W tabeli 7.2 przedstawione sg charakterystyczne cechy tego typu metod stosowanych
w pomiarach.

Tab. 7.2. Charakterystyka metod stosowanych w pomiarach pojemnosci membran.
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Rodzaj Charakterystyka
Sposdb wyznaczenia pojemnosci
Metody W  metodach kompensacyjnych stosowany jest
kompensacyjne wzorcowy uktad kondensatorow 1  rezystorow,

modelujagcy badany uklad. Sygnat elektryczny
doprowadzany jest do badanej membrany 1 do uktadu
wzorcowego. Dobiera si¢ wartosci elementow w
uktadzie wzorcowym. Uklady detekcji wykrywaja stan,
w ktorym parametry badanego uktadu i wzorcowego sa
sobie rowne.

Metody parametryczne

W metodach parametrycznych warto$¢ pojemnosci
wyliczana jest na podstawie sygnatu elektrycznego
zaleznego od pojemnos$ci membrany. Stosuje si¢ np.
pomiar pradu pojemnosciowego, analizuje si¢ krzywa
napigcia roztadowania membrany.

Rodzaj sygnatu pomiarowego

Sinusoidalny Stosowany przy pomiarach impedancji i w metodach
mostkowych.

Trojkatny Stosowany przy pomiarach pradu pojemnosciowego.
Przy statej pojemnosci prad ma przebieg prostokatny.

Prostokatny Stosowany gltdéwnie w metodach impulsowych,

analizowana jest charakterystyka ladowania lub
roztadowania membrany.

7.1. Pomiary pradu pojemnosciowego

Do pomiaru pradu pojemosciowego stosowany jest zwykle sygnat pomiarowy

o przebiegu sinusoidalnym lub trojkatnym. W obu przypadkach stosowane sa

odmienne metody detekcji pradu pojemnosciowego.

7.1.1. Pomiary przy uzyciu sygnalu sinusoidalnego

Gdy do kondensatora przylozone jest napigcie zmienne o przebiegu

sinusoidalnym, napigcie i natezenie pradu ptynacego przez kondensator opisane sa

réwnaniami:

U(t) = U, sinot (7.1)
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I(t) = Cc:j—ltJ: CoU, cosmt (7.2)
gdzie: U, - amplituda napigcia na kondensatorze

o - czestos¢ katowa = 2rtf

Roéwnania 7.1 1 7.2 wskazuja, ze prad plynacy w obwodzie wyprzedza o 90°
napigcie. Gdy rozwaza si¢ tylko amplitudy, prad ptynacy w obwodzie jest réwny:
| = UeC (7.3)

Kondensator zachowuje si¢ tak, jak bySmy mieli do czynienia z rezystancja

zalezng od czgstotliwosci:
1

" oC

Stosujac algebre liczb zespolonych mozliwe jest rozpatrywanie napigc, pradow

R (7.4)

i przesuni¢¢ fazowych w uktadach zawierajacych pojemno$ci. Pozorna oporno$¢

kondensatora, zwana reaktancja, okreslona jest rOwnaniem:

z.-—1 (7.5)

gdzie: j - liczba urojona +/-1

Membrana wraz z elektrolitami 1 elektrodami stanowi zlozony uktad
rezystancji 1 pojemno$ci. Pomiary impedancji przeprowadzone przy réznych
czgstotliwo$ciach 1 matematyczna analiza otrzymanych wynikéw pozwalaja na
wyznacznie wartosci poszczegdlnych elementéw badanego ukladu: pojemnosci i
rezystancji membrany, rezystancji elektrod i elektrolitow. Dokladniejsza analiza
pozwala na wyznaczenie poszczegdlnych pojemno$ci 1 rezystancji 0w
tréjwarstwowym modelu membrany [66,67,90,91,169]. Pomiary oparte na
pomiarach  pradu  pojemno$ciowego opisane sg3 w  wielu pracach
[35,93,167,179,184,185].

Hanke i Schlue [185] opisuja uklad do badan wlasciwosci membran, ktéry
separuje prad pojemnosciowy 1 rezystancyjny (Rys.7.1). Sygnal stalopradowy
sumowany jest z napigciem zmiennym i doprowadzany do elektrody. Konwerter
prad-napigcie daje na wyjsciu napigcie proporcjonalne do natezenia pradu ptynacego
przez elektrody. Sygnat ten jest rozdzielany na dwie sktadowe. Filtr
dolnoprzepustowy zatrzymuje sygnat zmiennopradowy, a przepuszcza jedynie
sktadowg stalopradowa, zalezng od przewodnictwa membrany. Drugim torem,

poprzez filtr selektywny przepuszczany jest sygnatl zmiennopradowy, ktorego
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amplituda zalezna jest od pojemnos$ci membrany. Sygnat ten doprowadzany jest do

rejestratora pojemnosci.

e t-t It current
i current-to-voltage )
amplii i recorder
am p"fie? converter low-pass filter
1
2 kHz ~ —1—H Lt
amplifier
+
2 kHz —l>
| selective filter capacitance
ﬂ ﬁ recorder

Rys. 7.1. Uktad do badan pojemno$ci oparty na pomiarze pradu pojemnosciowego membrany [185].

7.1.2. Pomiary z uzyciem sygnalu o przebiegu tréojkatnym

Do pomiaréw pojemno$ci membran wykorzystywany jest sygnat o przebiegu
trojkatnym. Zaletg takiego sygnatu jest to, ze natgzenie pradu pojemnosciowego jest
falg prostokatng o amplitudzie proporcjonalnej do pojemnosci. Sygnal taki jest
przetwarzany na napigcie. Moze by¢ odczytywany za pomoca oscyloskopu
cyfrowego. Moze by¢ rowniez prostowany 1 wtedy mierzony.

Przytozenie do kondensatora liniowo zmieniajacego si¢ napigcia powoduje

przeplyw przez kondensator pradu o nat¢zeniu:
I=V.C (7.6)

gdzie: C - pojemnos¢ kondensatora

V - szybko$¢ zmian napigcia

Metoda ta wykorzystywana jest w wielu pracach [61,182,186-188]. Pomiary z
uzyciem przebiegu trojkatnego wykorzystywane sa rowniez przy badaniach
pojemnosci w funkcji przylozonego do membrany napi¢cia. Membrana jest
polaryzowana liniowo zmieniajgcym si¢ napieciem w pozadanym zakresie napiec.

Schemat sprz¢tu do pomiaru pradu pojemnosciowego przedstawiony jest na
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rysunku 7.2. Do membrany doprowadzony byt z generatora sygnat o przebiegu
trojkatnym. Sygnal pomiarowy posiadat amplitude £200 mV 1 szybkos¢ 100-
500 V/s. Przetwornik zamieniat sygnat pradowy na sygnal napieciowy, ktory byt
rejestrowany przez oscyloskop cyfrowy.

/\/ m
1 current-to-voltage f

converter

generator

digital
oscilloscope

Rys. 7.2. Schemat uktadu do pomiaru pojemnosci membran. Wykorzystywany jest pomiar pradu
pojemno$ciowego membrany [182].

7.1.3. Pomiar potencjalu minimalnej pojemnosci

Uktady pomiarowe oparte na pomiarze pragdu pojemnosciowego
wykorzystywane sg do automatycznego pomiaru potencjatu minimalnej pojemnosci
[179-182]. Schemat uktadu pomiarowego przedstawiony jest na rysunku 8.3.
Detektor fazoczuty izoluje z sygnatu wychodzacego z konwertera prad-napigcie
sktadowa przesunieta w fazie o 90° (prad pojemnosciowy). Napigcie z detektora
doprowadzane jest do uktadu catkujacego. Do wyjscia uktadu catkujgcego dotagczony
jest rejestrator. Napiecie z uktadu calkujagcego sumowane jest z sygnatem
sinusoidalnym 1 doprowadzane do elektrody. Uktad automatycznie kompensuje

napigcie, przy ktorym wystepuje minimalna warto$¢ pojemnosci.
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Rys. 7.3. Schemat uktadu do pomiaru potencjatu minimalnej pojemnosci [182].

7.2. Metody mostkowe

Metody mostkowe naleza do metod kompensacyjnych. Sa one czgsto
wykorzystywane do pomiardw pojemnos$ci membran. Pozwalajg na pomiar z duzg
doktadnoscia. Ich wada jest duza czasochtonno$¢ pomiaréw, natomiast zaletg
bezposredni odczyt pojemnosci.

Precyzyjny mostek opracowany zostat przez White'a [35,163,189].
Uproszczony schemat mostka przedstawiony zostal na rysunku 7.4. Rezystancje
rezystorow R, i R, roznia si¢ miedzy soba 100-krotnie. Dzigki temu nat¢zenie pradu
przeplywajacego przez dolng gataz mostka jest 100-krotnie wigksze od pradu
ptynacego przez membrang. Uklad jest mniej wrazliwy na zakldcenia 1 na
pojemnosci przewodoéw taczacych kondensator i rezystor dekadowy do mostka.
Mostek zasilany jest z zewnetrznego generatora poprzez sprzezenie indukcyjne lub
tacze optoelektroniczne. Do wyjscia mostka (punkt A) dotaczony jest detektor zera

stuzacy do wykrycia stanu zrownowazenia mostka. Do punktu B poprzez
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wzmacniacz dotgczony jest oscyloskop, ktory stuzy do pomiaru amplitudy napigcia
na membranie.

to zero state
detector

to oscilloscope

Rys. 7.4. Mostek do pomiaréw pojemnosci stosowany przez White'a [189].

Mostek ten stosowany byt przez White'a w jego wielu pracach [62,63,161-163,
173,177,189]. Metoda mostkowa stosowana byta rowniez przez innych [2,50,64,89,
160,167,169,174,190]. Mostki sterowane byly zwykle napigciem sinusoidalnym o
amplitudzie od kilku do kilkudziesieciu miliwoltow i czestotliwosci 500 Hz - 5 kHz.

7.3. Metody impulsowe

Metody impulsowe stosowane do pomiardw pojemnosci posiadajg wiele
odmian. Sg one proste w realizacji i opisane sg w wielu pracach [35,61,73-75,93,118,
124,160,166-168,178,185,191-197]. Autorzy stosujg trzy zasadnicze typy ukladoéw
pomiarowych: uktady catkujace, uktady rézniczkujace 1 uktady z tadowaniem
impulsowym. Metody impulsowe przydatne sg przy pomiarach pojemnos$ci membran
z mnarzuconym potencjatem. Impulsy pomiarowe natozone s3g na potencjat
polaryzujacy (Rys. 7.5b).
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Rys. 7.5. Przebieg napigciowy podczas impulsowych pomiaréw pojemnosci membran, a) przy
potencjale polaryzujacym Up =0, b) przy narzuconym potencjale polaryzujacym Up.

7.3.1. Uklady calkujgce

Schemat uktadu i przebiegi napigciowe w ukladzie przedstawione sg na rys.
7.6a 1 7.6b. Skok napigcia na wejsciu uktadu powoduje przeptyw przez rezystor i

kondensator pradu o natgzeniu:
du Uwe B Uwy

i—cdY_Cwe” Py 7.7
T R (7.7)

Roéwnanie (7.7) po rozwigzaniu przyjmuje postac:
t
Uy =U, tA-e R (7.8)
Po uwzglednieniu warunkéw poczatkowych A =-U,, napigcie na wyjsciu uktadu
jest rowne:

U, =U,-(1-e %) (7.9)

wy

Przyklad praktycznej realizacji zestawu pomiarowego przedstawiony jest na

rys. 7.6. Zrédtem sygnalu pomiarowego jest generator przebiegu prostokatnego.
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Rys. 7.6. Pomiar pojemnosci membran przy polaczeniach w ukladzie catkujagcym, a) schemat
elektryczny, b) przebiegi napieciowe w uktadzie, c) sprzet pomiarowy.

7.3.2. Uklady rozniczkujace

Schemat wuktadu elektrycznego 1 przebiegi napigciowe w ukladzie

przedstawione s3 na rys. 7.7a 1 7.7b. Gdy pojawia si¢ na wej$ciu skok napigcia U,

przez uktad przeptywa prad, ktory opisany jest rOwnaniem:

_Yu (7.10)

. d
i=C—(U,. -U
1 (Ui =Uu) =

Réwnanie 7.10 po rozwigzaniu i uwzglednieniu warunkéw brzegowych opisuje
przebieg napigcia wyjsciowego U,,, po pojawieniu si¢ skoku napigcia:

t

Uy =U,. € %€ (7.11)

Na wyjsSciu pojawi si¢ skok napigcia, ktore nastepnie eksponencjalnie opada do zera.
Przyktad praktycznej realizacji zestawu pomiarowego przedstawiony jest na

rys. 7.7c. Zrodtem sygnatu pomiarowego jest generator przebiegu prostokatnego.



52

Uinp Uout U \

out

N
ﬂjj_ R

generator digital
oscilloscope

Rys. 7.7. Pomiar pojemno$ci membran przy potaczeniach w uktadzie rézniczkujacym, a) schemat
elektryczny, b) przebiegi czasowe w ukladzie, c) sprz¢t pomiarowy.

7.3.3. Uklady z ladowaniem impulsowym

Schematy elektryczne ukladéw do pomiardw pojemnosci membran
przedstawione sg na rysunku 7.8. Stosowane sa dwa sposoby ladowania membrany.
Membrana tadowana jest krotkim impulsem napigciowym podawanym z generatora
poprzez szybka diod¢ przelaczajaca (Rys.7.8a) lub poprzez przelacznik
elektroniczny sterowany z generatora impulsow (Rys. 7.8b). Membrana w ciggu
krotkiego czasu tadowana jest do napigcia U,,. Po zaniku napigcia tadujacego
membrana roztadowuje si¢ poprzez rezystor R. Przebiegi napigciowe w uktadzie
przedstawione s3 na rysunku 7.8c. Napigcie na membranie podczas roztadowania
opada eksponencjalnie:

t

U, =Ug-e R (7.12)
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Rys. 7.8. Schemat elektryczny uktadu pomiarowego z impulsowym tadowaniem membrany, a) uktad
z dioda, b) uktad z przelacznikiem elektronicznym, c)przebiegi napigciowe w uktadzie.

7.3.4. Metoda kompensacyjna

Alvarez i Latorre [61] zastosowali potaczenie metody kompensacyjnej z
impulsowym pobudzaniem membrany i wzorca. Schemat uktadu pomiarowego
przedstawiony jest na rysunku 7.9.

Prostokatny impuls pobudzajacy doprowadzany jest do badanej membrany i do
wzorcowego uktadu RC. Konwertery /U przetwarzaja prady plynace przez
membrang 1 przez uklad wzorcowy na napigcia. Od sygnatlu powstajacego w

membranie odejmowany jest sygnat z ukladu wzorcowego 1 rdéznica jest
wzmacniana. Podczas pomiaru dobierane sa wartosci elementow C,,' i Rg' tak, aby

sygnat wyjsciowy byt rowny 0. Wartosci Cy,' i Rg' rowne sa wtedy pojemnosci
membrany C,, oraz rezystancji elektrod i elektrolitow R.
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Rys. 7.9. Uktad pomiarowy stosowany przez Alvareza i Latorre [61].

8. Zastosowanie badan pojemnosci membran lipidowych

Pojemno$¢ membran lipidowych moze by¢ wykorzystywana jako gltéwny
parametr dostarczajacy informacji o grubo$ci membrany, jej stabilnosci, przebiegu
procesu formowania. Pojemno$§¢ membran jest wykorzystywana rowniez jako
parametr pomocniczy, uzyteczny przy badaniach potencjaldéw powierzchniowych,
kinetyki transportu przez membrany, elektroporacji.

8.1 Badanie procesow formowania i stabilnosci membran

Ptaskie membrany lipidowe oprocz wielu zalet posiadajg réwniez istotng wade.
Jest nig mata stabilno§¢ membran. W miar¢ uplywu czasu zmienia si¢ ich pole
powierzchni 1 grubo$¢ [63,163]. Dzigki rejestracji pojemnos$ci mozliwe jest
okreslenie czasu, po ktorym proces formowania membrany mozna uznaé¢ za
zakonczony. Na podstawie badan pojemnosci membran mozna rowniez oszacowac
ich stabilnosc¢.

Badania pojemnosci membran podczas formowania prowadzili Coster i Smith

[88]. Po 15 minutach od momentu poczernienia membrana byta uformowana i dalszy



55

wzrost pojemnosci byt nieznaczny. Membrany otrzymane przez nich byty stabilne
przez 2-4 godziny.

Tien i Salamon [198] badali proces polimeryzacji pirolu w membranie poprzez
pomiary pojemno$ci. Pomiary pojemnosci sg rowniez wykorzystywane przy
badaniach procesu formowania si¢ dwuwarstwy lipidowej na statym podtozu, np. na
platynie [199].

8.2. Pomiary grubos$ci membran

Pomiary pojemno$ci pozwalaja na prosty pomiar grubos$ci warstwy
hydrofobowej membrany. (Réwn. 6.2). Przenikalno$¢ elektryczna warstwy
hydrofobowej szacowana jest na podstawie przenikalnosci zwigzkéw chemicznych,
ktore posiadaja budowe podobng do fragmentow lipidow tworzacych te warstwe
[167]. Przenikalno$¢ elektryczna warstwy hydrofobowej moze by¢ roéwniez
wyznaczana teoretycznie [65].

8.3. Badanie procesow transportu przez membrany

Pomiary pojemnosci wykorzystywane byly przy badaniach transportu przez
membrany metodami impulsowymi [73-75,93,195]. Prowadzone byly badania
transportu jonow lipofilowych przez membrany. Pojemno$¢ membran w tym
wypadku jest tylko wartoscia pomocniczg. Charakterystyka roztadowania
pojemnosci membrany dostarcza informacji o kinetyce transportu. Pozwala
wyznaczy¢ state szybkosci poszczegoélnych etapow transportu: adsorpcje jonow na
powierzchni membrany, dyfuzje przez membrane i desorpcje po drugiej stronie
membrany.

8.4. Badania potencjalow membranowych

Zastosowanie pomiaréw pojemnosci do badan potencjaléw powierzchniowych
opisane jest w Kkilku pracach [61,179-181]. Pomiary oparte sa na zjawisku
elektrokompresji (Rozdz. 6.8). Potencjaly powierzchniowe po obu stronach
membrany moga mie¢ rézne wartosci. W tej sytuacji konieczne jest przytozenie
zewnetrznego napigcia, aby skok napiecia wewngtrz membrany byt rowny 0 i

pojemnos$¢ membrany przyjeta minimalng wartos¢ (Rys. 6.3). Warto$¢ tego napigcia
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rowna jest roznicy potencjatow powierzchniowych. Metoda ta nazywana jest metoda
minimalizacji pojemnosci.

Alvarez 1 Latorre [61] badali potencjat minimalnej pojemnos$ci membran
tworzonych poprzez tgczenie monowarstw o roznym sktadzie lipidéw. Dla membran,
w ktorych jedna monowarstwa skladata si¢ z fosfatydyloetanoloaminy, a druga z
fosfatydyloseryny, réznica potencjaléw powierzchniowych dochodzita do 122 mV.
Inni autorzy badali zmiany potencjatéw spowodowane obecnosciga duzych
dwuwarto$ciowych kationow [118], substancji powierzchniowo czynnych [180],
sktadu elektrolitow [182].

8.5. Badanie efektow fotoelektrycznych

Membrany zawierajace amfofilowe pochodne azobenzenu zmieniajg swojg
pojemnos$¢ po oswietleniu ich $wiattem widzialnym lub ultrafioletowym [134-137].
Zmiana dtugosci fali $wiatla padajgcego na membrang powodowata zmiany
izomeryzacji cis-trans:

N=N
AN
R{ OR,
cis

trans

R, =CgH;7, R, =CgH;(COOH

Przejécia cis-trans w konfiguracji pochodnej azobenzenu powoduja zmiany
struktury membrany, ktorych efektem sa zmiany przenikalnosci elektrycznej i
grubo$ci membrany.

Znaczne zmiany przenikalno$ci elektrycznej pod wptywem $wiatta zachodza w
membranach ciektokrystalicznych zawierajacych tetracyjanochinodimetan (TCNQ).
Membrany takie zmienialy swoja pojemnos$¢ po oswietleniu z 24 do 14 nF [200]. W
membranach tych prawdopodobnie powstaja kompleksy z przeniesieniem tadunku,

ktérego rozktad zalezny jest od §wiatla.
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8.6. Badanie tworzenia porow w membranach

Membrany lipidowe ulegaja przebiciu pod wptywem przylozonego napigcia
elektrycznego. W membranie powstaja pory, ktére moga doprowadzi¢ do zniszczenia
membrany. Gdy membrana poddana byla dzialaniu krétkotrwatego impulsu
napigciowego, powstate pory moga zamkngé si¢. Zjawisko to nazywane jest
odwracalnym przebiciem elektrycznym. Do badania tego zjawiska wykorzystywana
jest metoda impulsowego tadowania membrany [154]. Roztadowanie membrany
nastepuje poprzez powstajace pory. Znajomo$¢ pojemnosci membrany 1
charakterystyka jej roztadowania pozwala na badania kinetyki i termodynamiki tego
zjawiska. Badania potencjatu minimalnej pojemnosci wykorzystywane sg réwniez w
badaniach wewnetrznego skoku potencjalu w asymetrycznych membranach, ktory

ma wplyw na potencjal, przy ktérym zachodzi elektroporacja [201].
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CZESC EKSPERYMENTALNA

9. Cele i struktura pracy

Ogrom problemow pojawiajacych si¢ przy badaniach majacych na celu
zrozumienie funkcjonowania bton biologicznych wymaga rozwoju metod
badawczych i technik pomiarowych. Nawet stosunkowo prosty uktad, jakim sg
Sztuczne dwuwarstwowe membrany lipidowe, kryje ciagle jeszcze wiele
nierozwigzanych zagadnien dotyczacych struktury membran, transportu przez
membrany, wilasciwosci elektrycznych membran. Proby matematycznego opisu
wielu proceséw zwigzanych z membranami prowadza do bardzo ztozonych rownan.
Duza zmienno$¢ parametrow membran 1 trudno$ci w jednoznacznym okresleniu ich
wspolzaleznosci (np. potencjaly membranowe) wymagaja stosowania bardzo
uproszczonych modeli.

Pojemnos¢ - jako jeden z parametréw charakteryzyjagcych dwuwarstwowe
membrany lipidowe - jest w znikomym stopniu wykorzystywana w badaniach
membran. Wyniki przedstawione w tej pracy uzyskane sg poprzez ciggly rejestracje
pojemnosci podczas polaryzowania membrany. W zalezno$ci od rodzaju
eksperymentu stosowano odpowiednio zaprogramowany przebieg napigciowy,
sktadajacy si¢ z kombinacji statych poziomdédw napieciowych i/lub liniowych
przebiegoéw napieciowych.

Glownym celem tej pracy jest rozwdj metod badania zjawisk membranowych
bazujagcych na pomiarach pojemnosci oraz wykorzystanie ich w analizie
podstawowych wlasciwosci fizykochemicznych membran. Pojemno$¢ moze byc¢
traktowana jako samodzielny parametr charakteryzujacy membrany, ale moze by¢
traktowana rowniez jako wartos¢ pomocnicza, umozliwiajagca badania innych
parametréw membran np. potencjatow, przewodnictwa. W pracy omoéwione sg zalety
1 ograniczenia stosowania pomiaréw pojemnosci w badaniach zjawisk
membranowych.

Czes¢ eksperymentalna tej pracy zawiera rozbudowany rozdziat opisujgcy
sprz¢t pomiarowy zaprojektowany i zbudowany do badan zjawisk membranowych
(rozdziat 10). Do pomiaréw pojemnosci wykorzystano sposob odmienny od

dotychczas stosowanych. Do badan wtasciwosci elektrycznych membran w
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warunkach kontrolowanego potencjalu i pradu opracowano 4-elektrodowy
potencjostat-galwanostat o konstrukcji i zasadzie dziatania innej niz dotychczas
stosowane.

Badania wstgpne dotycza pojemnosci membran podczas procesu formowania.
Kazdy eksperyment prowadzony na dwuwarstwowych membranach lipidowych
poprzedzony jest etapem tworzenia membrany. Szereg obserwacji dokonanych
podczas tego etapu zebrany jest w rozdziale 13. Usystematyzowanie
zaobserwowanych prawidlowosci umozliwia skrocenie i1 usprawnienie procesu
formowania membran.

Dodatkowym efektem zaobserwowanym podczas badan jest zalezno$¢
pojemnosci specyficznej dwuwarstw lipidowych od wielkosci obrzeza Plateau-
Gibbsa, ktdra jest opisana w rozdziale 14.

Glownym tematem pracy sa badania wptywu potencjalu polaryzujacego na
pojemnos$¢ membran. Zagadnienia te podzielone sg na dwie czegsci. Pierwsza z nich
(rozdziat 15) opisuje badania pojemnosci membran jako gléwnego parametru
charakteryzujacego membrany. Nastgpny rozdziat dotyczy badan potencjatow
membranowych wykorzystujagcych metode minimalizacji pojemnosci [181]. W
rozdziale tym podana jest analiza mozliwych zmian struktury membran wywotanych
zmianami potencjatu polaryzujacego. Cze$¢ z opisanych badan jest powtorzeniem
badan przeprowadzonych wczesniej przez innych przy uzyciu innych technik
pomiarowych. Badania te mialy na celu przetestowanie aparatury pomiarowej i
porownanie ich z wynikami uzyskanymi przez innych.

W koncowej czgsci pracy (rozdzial 17) przedstawiono mozliwosci
zastosowania  chronopotencjometerii  w  badaniach  pojemnos$ci membran.
Przedstawiono réwniez chronopotencjometryczne badania zjawiska elektroporacji
membran, w ktorych pojemno$¢ traktowana jest jako parametr pomocniczy,
umozliwiajacy wyznaczanie przewodnictwa powstajgcych porow.

W  podsumowaniu omoéwione zostaly wyniki badan zjawiska zmiany
pojemnos$ci membran pod wplywem potencjatu polaryzujagcego - mechanizm
zjawiska 1 zmiany struktury membran. Omowiono rowniez wyniki badan
elektroporcji membran. Poddano ocenie zastosowane nowe metody badan membran -
ich mozliwosci i ograniczenia. W rozdziale 19 wskazane sg kierunki i perspektywy

dalszych badan, bazujacych na wynikach przedstawionych w tej pracy.
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10. Aparatura pomiarowa

Ptaskie membrany lipidowe sg obiektem badan od ponad 30 lat. Pomimo tak
dhugiego czasu ciagle niedostatecznie rozwini¢ta jest metodyka pomiarow
elektrycznych w membranach. Gwattowny rozwdj technik komputerowych stworzyt
nowe mozliwos$ci rozwoju aparatury do badan zjawisk membranowych. W rozdziale
tym przedstawiony jest opis i charakterystyka systemu pomiarowego stworzonego do

przeprowadzenia badan pojemnosci membran lipidowych.

10.1. Struktura systemu pomiarowego.

Opisywany zestaw pomiarowy oparty jest na koncepcji otwartej architektury.
Zestaw sterowany jest przy uzyciu mikrokomputerow PC/AT/386/486/Pentium.
Koncepcja otwartej architektury oparta zostala o struktur¢ mikrokomputeréw
IBM PC, ktorych funkcje i mozliwosci zalezg od rodzaju umieszczonych w nich
interfejsow. Zestaw wykorzystywany do badan membran lipidowych sktadatl si¢ z
naczynia pomiarowego, uktadu optycznego i mikrokomputera PC/AT, do ktorego
podiaczona byta kaseta zawierajaca zasilacz i moduly pomiarowe. Mozliwosci
pomiarowe zestawu zalezaly od rodzaju umieszczonych w kasecie modutow
pomiarowych, ktore w miar¢ potrzeb byly uzupetniane lub zastepowane innymi. Do
sterowania zestawem pomiarowym wykorzystywane bylo oprogramowanie
pracujgce w Srodowisku Windows 3.1 (Microsoft). Mierzone wielko$ci elektryczne
(potencjat, natezenie pradu, pojemnos¢) przetwarzane byty na sygnaty cyfrowe, ktore
poddawano dalszym procesom.

Rysunek 10.1 przedstawia fotografi¢ zestawu pomiarowego. Kaseta potgczona
jest z komputerem kablem, ktorym przesylane sg sygnaty cyfrowe (linie adresowe,
linie danych, sygnaty sterujgce). Dane pomiarowe przechowywane byly na dyskach.
Raport z pomiaréw drukowany byl na drukarce lub rysowany na ploterze. Pliki z
danymi zapisanymi w postaci tekstowej wykorzystywane byly przy obliczeniach
wykonywanych przy pomocy arkusza kalkulacyjnego Excel (Microsoft).

Moduty pomiarowe umieszczone sa w kasecie, ktora zawiera magistrale
systemowa 1 zasilacz. Magistralg systemowg przesylane sg napigcia zasilajace i
sygnaty cyfrowe (Rys. 10.2). Magistrala stanowi przedtuzenie niektorych linii
sygnatowych mikrokomputera (linie adresowe A0-A7, linie danych D0-D15, sygnaty

zapisu 1 odczytu 1 inne sygnaty sterujace). Moduly pomiarowe umieszczone w
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kasecie znajdujag si¢ bezposrednio w przestrzeni adresowej wejSE-wyjsc
mikroprocesora. Zapewnia to bezposredni nadzor nad modutami przez
mikroprocesor oraz bardzo duzg szybko$¢ przesylania danych (do 1MB/s). Do
umozliwienia komunikacji komputera z modutami w kasecie zbudowany zostat

interfejs EEC-20, ktory wyprowadza z komputera na zewnatrz odpowiednie sygnaty.

Funkcje poszczegdlnych modutéw pomiarowych opisane sg w tabeli 10.1.

Rys. 10.1. Fotografia zestawu pomiarowego uzywanego do badan membran
lipidowych.

Do przeprowadzenia badan w membranach zostaly zaprojektowane
4-elektrodowe uklady pomiarowe: uklad do pomiaru pojemnos$ci membran i
potencjostat-galwanostat. Dzigki nim zmniejszone sg bledy zwigzane z rezystancja
elektrod 1 elektrolitow. Uklady 4-elektrodowe stosowane sa w badaniach
elektrochemicznych od dawna. Stosowano je w elektroforezie [202],
miareczkowaniu kulometrycznym [203], badaniach na granicach faz dwdch
elektrolitow nie mieszajacych si¢ [204-207]. Roéwniez w badaniach membran
lipidowych stosowane sg uklady 4-elektrodowe [35,88,197,208-214]. Rozwoj
mikroelektroniki umozliwit budowe prostych 4-elektrodowych potencjostatow
[204,206].
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Tab. 10.1. Moduty pomiarowe uzywane w badaniach.

Typ modutu

Opis modutu

INT-23

Interfejs posredniczacy w przesytaniu sygnatéw cyfrowych

pomiedzy komputerem a modutami pomiarowymi.

TIMER-49

Programowany uktad czasowy umozliwiajacy dokladny pomiar i
odmierzanie czasu podczas pomiardéw. Zawiera 16-bitowy licznik
binarny i programowany generator impulséw wzorcowych.

ADC-1201

Przetwornik analogowo-cyfrowy. Przeznaczony jest do pomiaru
napi¢¢ 1 pradow. Zbudowany jest na bazie 12-bitowego
przetwornika A/C typu ADC574A (Burr Brown), o czasie
konwersji 20 ps.

DAC-1201

Przetwornik  cyfrowo-analogowy. Przeznaczony jest do
programowego ustawiania potencjaléw 1 pradéw podczas
pomiaréw. Zbudowany jest na bazie 12-bitowego przetwornika
C/A typu DACB85 (Burr Brown).

DPTG-460

Cyfrowo programowany potencjostat-galwanostat o duzej
czutoséci, pracujacy w ukladzie 2-, 3- lub 4-elektrodowym.

Umozliwia pomiar pradow z rozdzielczoscia kilku pikoamperow.

CCONV-40

Modut przeznaczony do pomiaru pojemnos$ci membran
lipidowych. Pozwala na pomiar w ukladzie 2- lub
4-elektrodowym. Umozliwia polaryzacje membran podczas

pomiaru pojemnosci.

10.2. Opis metody pomiaru pojemnosci.

Jednym ze sposobOéw pomiaru pojemnosci jest przetwarzanie pojemnosci na

czgstotliwos¢ [215]. Metoda ta zostata wykorzystana w opisywanych badaniach.

Pomiary pojemnos$ci przeprowadzane byly na drodze przetwarzania pojemnos$ci na

sygnat o przebiegu prostokatnym, ktoérego okres proporcjonalny jest do pojemnosci.

Uktad przetwarzajacy pojemno$¢ na przebieg zmienny o liniowej zalezno$ci okresu

od pojemnosci nazywany jest dalej przetwornikiem pojemnosc-okres. Odczyt

pojemnosci sprowadzal si¢ do pomiaru okresu uzyskanego sygnatu i przeliczenia go

na warto$¢ pojemnosci. Czynnosci te wykonywane byly przez uklady cyfrowe
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zawarte w module pomiarowym. Warto$¢ pojemnosci odczytywana byla przez
komputer bezposrednio z modutu pomiarowego.

Przetwarzanie pojemnosci na sygnat zmienny polega na cyklicznym tadowaniu
1 roztadowywaniu mierzonego kondensatora pradem o stalym natezeniu, lecz
zmieniajgcym si¢ kierunku przeptywu pradu. Przebieg napigcia na kondensatorze jest

pitoksztaltny (Rys. 10.3). Kierunek przeptywu pradu zmieniany jest przez uklady
elektroniczne przy napigciach U; i U,.

A A
\/ t

R T B S —

Rys. 10.3. Przebieg napieciowy na mierzonym kondensatorze.

Szybko§¢ zmian napigcia V na mierzonym kondensatorze zalezny jest od

natezenia pradu i oraz od pojemnosci C:

voYi-U, i (10.1)
T C

stad czas trwania fadowania kondensatora od napigcia U, do U; opisany jest

réwnaniem:

(10.2)

Jezeli natezenie pradu w obu kierunkach jest jednakowe, uzyskuje si¢
symetryczny przebieg pitoksztattny i potokresy T, i T. sga sobie rowne. Okres
uzyskanego przebiegu mozna wiec opisa¢ rOwnaniem:

u,-u, AU

—2=2.C.=> (10.3)

T=2.C.

gdzie AU = U,-U, - warto$¢ migedzyszczytowa napigcia na kondensatorze.

Stad pojemnos¢ C réwna jest:
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i
C=T-—— (10.4)
2-AU
Wartosci napig¢ U; i U, nie wplywaja na wyznaczona wartos¢ pojemnosci, a
jedynie istotna jest ich roznica. Wartosci tych napie¢ okreslaja jednak $rednie
napigcie przylozone do kondensatora podczas pomiaru. Przesuwanie poziomow
napig¢ U; 1 U, przy zachowaniu ich stalej roznicy AU, pozwala na pomiar

pojemnosci z okre§lonym potencjatem polaryzujacym.
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Rys. 10.4. Schemat blokowy modutu do pomiaru pojemnosci.

Schemat blokowy modulu do pomiaru pojemnosci przedstawiony jest na
rysunku 10.4. Gléwnym elementem modutu jest przetwornik pojemno$é-okres. Na
jego wyjsciu jest przebieg prostokatny o okresie proporcjonalnym do mierzonej
pojemnosci. Sygnat ten steruje 16-bitowym licznikiem binarnym liczagcym impulsy z
generatora wzorcowego. Liczba zliczonych impulséw proporcjonalna jest do okresu
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sygnatu sterujgcego z przetwornika, a tym samym do pojemnosci mierzonej. Po
etapie liczenia impulsow wzorcowych zawarto$¢ licznika wpisywana jest do rejestru,
nastepnie licznik jest zerowany i zliczanie impulsow wzorcowych jest powtarzane.

Zawartos$¢ rejestru odczytywana jest programowo przez komputer.

10.3. 2-elektrodowy uklad do pomiaru pojemnosci

Schemat prostego uktadu przetwarzajacego pojemnos¢ na okres przedstawiony
jest na rysunku 10.5. Zbudowany jest w oparciu o uktad czasowy typu NES555
(Signetics) i wzmacniacz operacyjny typu LM108A (National Semiconductor).

o +5V
et ] U,
_ J& |4 NESSS
C [ reset V*
3 Wy
; R’Q__ —disch out— \—_*"j
5k ] = frigg B

JE T
[l o

160p q, LMiosa A :
H_ T 50 l
-5V

Rys. 10.5. Schemat 2-elektrodowego przetwornika pojemnosc-okres.

Wzmacniacz U, pracuje jako wzmacniacz nieodwracajacy o wzmocnieniu
napigciowym ok. 100. Uktad czasowy U, zasilany jest niestandardowo, napigciem
symetrycznym +5 i -5V. Przy takim zasilaniu przetaczanie uktadu nastepuje przy
napigciach 1/3V* i 1/3V- na wejsciach threshold (nézka 6) i trigger (nézka 2).
Poniewaz do tych wej$¢ doprowadzone jest wzmocnione napigcie z mierzonego
kondensatora (punkt D), napiecie na kondensatorze oscyluje w granicach ok £16mV.

Gdy na wyjsciu output (ndézka 3) uktadu 555 jest wysoki poziom napigcia
(ok. +5V), wyjscie discharge (ndzka 7) jest rozwarte. Pojemnosci wejsciowe C, i C;

sa tadowane poprzez rezystory Ry i R,. Napiecie na kondensatorach wzrasta i jest
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wzmacniane 100-krotnie przez uktad U;. Gdy napigcie na wejciu threshold uktadu
U, osiagnie warto$§¢ 1/3V*, nastgpi zmiana stanu ukladu U,. Na wyjsciu output
pojawi sie niski poziom napiecia (ok. -5V). Wyjscie discharge zostaje zwarte z GND
(n6zka 1). Kondensatory na wejsciu zostaja rozladowywane poprzez rezystor
potaczony przez wyjscie discharge z ujemnym napigciem zasilania. Napigcie na
kondensatorach zmienia si¢ w kierunku wartos$ci ujemnych. Gdy napigcie na wejsciu
trigger osiagnie wartos¢ 1/3V-, ponownie nastapi zmiana stanu uktadu U, i napigcie
na kondensatorach C, i C, zndéw zmienia si¢ w kierunku warto$ci dodatnich.
Przebiegi napieciowe w wazniejszych punktach uktadu przedstawione sg na
rysunku 10.6. Napiecie o przebiegu prostokgtnym z wyjscia output o amplitudzie
+5V przeksztalcane jest na sygnal o poziomach cyfrowych TTL, ktory

doprowadzony jest do uktadow cyfrowych dokonujacych pomiaru pojemnosci
membrany C,.

AN NN
-1.6V-/ \/ \/ \/ t

+5V
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Rys. 10.6. Przebiegi napigciowe w 2-elektrodowym przetworniku pojemno$é-okres.
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Jedna z oktadek mierzonej pojemnosci Cy polaczona jest z masa. Napigcie

podczas pomiaru oscyluje wokot zerowej warto$ci napiecia. Potaczenie tej oktadki z
innym potencjatem niz potencjal masy spowoduje, ze napig¢cie na mierzonym
kondensatorze bedzie oscylowa¢ wokot innej warto$ci. Pomiar pojemnosci z
narzuconym potencjalem polega wiec na potaczeniu "zimnej" oktadki mierzonego
kondensatora z okreslonym potencjatem, ktorego zroédtem moze by¢ np. generator
przebiegu liniowego, generator impulsowy.

Mierzona pojemno$¢ Cyx dotaczona do wejsScia przetwornika zmienia
czestotliwos$¢ jego pracy (Rys. 10.7). Prace kilku autorow [35,66,67,88,90,91,168]
wskazuja na wplyw czgstotliwosci uzywanej podczas pomiaréw metodg mostkowa
na wyznaczong pojemno$¢ membran. Jednak zakres zmiany czestotliwosci
opisywanego przetwornika pojemnosc¢-okres przy pojemnosciach, jakie uzyskuja

membrany w niktym stopniu wplywa na opisany efekt.

a) b)
T ms f kHz
08 16
06 12
04 8
021 L
0

0 2 4 6 8 CnF OO 2 4 6 8 CnF

Rys. 10.7. Zalezno$¢ okresu (a) i czestotliwosci (b) przetwornika od mierzonej
pojemnosci Cy.

Znacznie wigkszym problemem podczas pomiaréw s3 bledy wywotane
rezystancja membrany i rezystancja elektrod i elektrolitow. Elektryczny schemat
zastepczy rzeczywistego ukladu badanego przedstawiony jest na rysunku 10.8.

Rezystancja membran R,, zwykle jest wielokrotnie wigksza od tej, ktora moze
powodowaé¢ bledy podczas pomiaru pojemnosci (Rys.10.9a). Jednak pomiar

pojemno$ci membran z narzuconym potencjalem membranowym zmniejsza
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odpornos¢ przetwornika na rezystancje membrany i1 btedy powstaja juz przy
wyzszych rezystancjach.

Crn
o—j%m
R
Ry - rezystancja membrany
Cu - pojemnos¢ membrany
Re,Reg, - impedancje elektrod i elektrolitow
Ec1.Eg, - potencjaty elektrod

Rys. 10.8. Elektryczny schemat zast¢pczy badanego ukitadu (membrana, elektrolity,

elektrody).
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Rys. 10.9. Wptyw rezystancji membrany (a) oraz rezystancji elektrod i elektrolitow
(b) na btad w pomiarze pojemnosci.

Duzo wigkszym problemem jest utrzymanie niskiego btedu zwigzanego z
impedancja elektrod i elektrolitow Re; i Rg, (Rys. 10.9b). Nalezy stosowacé elektrody

o mozliwie niskim oporze, co powoduje, ze nalezy stosowac elektrody o duzej

powierzchni i bez porowatej przegrody np. elektrody chlorosrebrowe umieszczone
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bezposrednio w elektrolitach w naczyniu pomiarowym. Rozwigzaniem tego
problemu moze by¢ stosowanie uktadu 4-elektrodowego.
Szczegodty dotyczace budowy 2-elektrodowego przetwornika pojemno$é-okres

1 mozliwosci jego wykorzystania opisane sg w literaturze [216].

10.4. 4-elektrodowy uklad do pomiaru pojemnosci

2-elektrodowy przetwornik pojemno$¢-okres wymusza stosowanie elektrod o
matej impedancji. Nie zawsze jest to mozliwe. Miniaturowe elektody posiadaja
wysokie warto$ci rezystancji, réwniez stosowanie porowatych przegrod
oddzielajagcych elektrody od elektrolitow jest zrodtem dodatkowych rezystancji.
Problemy te byly przyczyng opracowania 4-elektrodowego przetwornika
pojemnos¢-okres. Podczas pomiarow stosowane sg dwie elektrody pradowe CEl,
CE2 i dwie elektrody kontrolne RE1, RE2. Pomiedzy elektrodami wymuszany jest
przeplyw pradu tadujacego mierzong pojemnos¢, natomiast pomiedzy elektrodami
kontrolnymi RE1 1 RE2 mierzy si¢ rdoznicg potencjatoéw. Poniewaz elektrody

kontrolne pracujg bezpradowo, spadki napie¢ na nich sg pomijalnie mate.

CE2=—
" . 9+5V
u
K 120k F
_ |rRe2=-
]
S
£
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Y
RE1~—
CE
UI/UL: TLOZ4
weo US,U6: LF356
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Rys. 10.10. Schemat 4-elektrodowego przetwornika pojemnos¢-okres.
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Schemat 4-elektrodowego przetwornika pojemnos$c-okres przedstawiony jest
na rysunku 10.10. Zbudowany jest on na bazie scalonego uktadu czasowego typu

TLC555 (Texas Instruments), wykonanego w technologii CMOS. Wzmacniacze
operacyjne U,;-U; tworza wzmacniacz réznicowy do kontroli napigcia migdzy

elektrodami RE1 i RE2. Wzmacniacz operacyjny U, pracuje jako zrédio

stalopragdowe, wymuszjace przeptyw pradu miedzy elektrodami CEl1 1 CE2.

Kierunek przeptywu pradu sterowany jest przez wyjscie discharge (nézka 7) uktadu
TLC555. Natezenie tego pradu okreslone jest przez warto$¢ rezystora Ra.

Wzmacniacz operacyjny Uy pracuje jako sumator napig¢cia ze wzmacniacza
roznicowego 1 napigcia polaryzujacego. Suma napie¢ jest wzmacniana 1
doprowadzona do wejs¢ sterujacych threshold (nozka 6) i trigger (nézka 2) uktadu
TLC555. Uktad Ug pracuje jako wzmacniacz separujacy 1 odwracajacy znak napigcia
z wejscia we.

Doprowadzenie do wejs$cia we napigcia powoduje przesuni¢cie wartosci, wokot
ktorej oscyluje napigecie na mierzonym kondensatorze. Przy napigciu wejSciowym
rownym 0, napigcie to zmienia si¢ w zakresie =15 mV, natomiast po doprowadzeniu
do wejscia napigcia np. +200 mV, napigcie na kondensatorze oscyluje w granicach
od +185 do +215 mV. Wiasciwo$¢ ta wykorzystywana jest do pomiaru pojemnosci
membran z narzuconym potencjatem polaryzujacym. Warto$¢ napigcia
doprowadzonego do wejscia we jest traktowana jako warto$¢ potencjatu
polaryzujacego.

Pomigdzy wejsScia RE1 1 RE2 wiaczony jest kondensator C; o wartosci 2 nF.
Dzieki niemu czestotliwos¢ wlasna przetwornika, bez zewnetrznej pojemnos$ci
wynosi ok. 5kHz. Zmiany pojemnosci zewngtrznej powodujg niewielkie zmiany
czestotliwosci pracy przetwornika, a tym samym nastepuje dalsza eliminacja wptywu
czestotliwosci na mierzong warto$¢ pojemnosci membrany. Poza tym kondensator C;
poprawia stabilno$¢ pracy przetwornika przy mierzonych pojemnosciach o matych
wartosciach.

4-elektrodowy uktad jest znacznie bardziej odporny na powstawanie bledow
spowodowanych duzg wartoscig impedancji elektrod i elektrolitow. Na
rysunku 10.11 przedstawiono odchylenia zmierzonej wartosci od rzeczywistej,
spowodowane rezystancjag potaczong szeregowo z pojemnosciga przy pracy
przetwornika w ukladzie 2-elektrodowym i 4-elektrodowym. Pomiary zostaly
wykonane dla kondensatora o pojemno$ci 3 nF i potgczonych z nim szeregowo
rezystorow symulujacych rezystancje elektrod 1 elektrolitow (Rys. 10.8). Wartosci

rezystancji na wykresie sg suma rezystancji obu elektrod i elektrolitow.



72

btad, %] btad %}
15 5
12 L
9 3
6 2]
31 1
0 0

0 1 2 3 & Spokn O 50 300 ASOREMT

Rys. 10.11. Bledy pomiarowe wywotane rezystancja elektrod i elektrolitow w
uktadzie a) 2-elektrodowym, b) 4-elektrodowym.

Przy pracy przetwornika w uktadzie 2-elektrodowym, zwarte sg wejscia CEIl z
RE1 i CE2 z RE2, a obwod zastepujacy badany uktad potaczony jest do CE1 1 CE2.
Przy pracy w ukladzie 4-elektrodowym, wejscia RE1 i RE2 poftagczone sg
bezposrednio do kondensatora, natomiast CE1 1 CE2 do rezystoréw potgczonych z
kondensatorem.

Na podstawie rysunku 10.11 mozna stwierdzi¢, ze przy pracy w ukladzie
4-elektrodowym mozliwe jest stosowanie mikroelektrod posiadajacych duza
rezystancje. Szczegoty dotyczace budowy, wilasciwosci 1 wykorzystania

4-elektrodowego przetwornika pojemnosc¢-okres opisane sg w literaturze [217].

10.5. Potencjostat-galwanostat

Do badan membran w warunkach kontrolowanego potencjatu lub pradu
skonstruowany zostat 4-elektrodowy potencjostat-galwanostat. Zbudowany jest on
na bazie szesciu wzmacniaczy operacyjnych. Od sposobu utworzenia ujemnego
sprz¢zenia zwrotnego zalezy sposob pracy uktadu. Utrzymywane jest okreslone
napi¢cie migdzy elektrodami RE1 1 RE2 (potencjostat) lub wymuszany jest przeptyw
pradu o ustalonym natezeniu przez elektrody CE1 1 CE2 (galwanostat).
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Rys. 10.12. Konfiguracje pracy ukladu: a) potencjostat, b) galwanostat.

Rysunek 10.12a przedstawia polgcznia uktadu, ktére tworza potencjostat.
Wzmacniacz operacyjny U, i rezystor R, tworza zrodlo pradowe, ktore wymusza

przeplyw pradu przez elektrody CE1 i CE2. Sterowane jest ono przez wzmacniacz
operacyjny Ug, ktory jest gtdéwnym wzmacniaczem potencjostatu. Do wejscia

nieodwracajacego doprowadzony jest sygnat sterujacy U, natomiast do

odwracajacego doprowadzony jest sygnal ze wzmacniacza roznicowego,
zbudowanego na wzmacniaczach operacyjnych U,-U,. Tworzy to uktad ujemnego

sprzezenia zwrotnego, dzigki ktéoremu uklad dazy do wyrdwnania napie¢ na
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wejSciach wzmacniacza operacyjnego Us. Powoduje to, ze rdznica potencjatow
miedzy elektrodami RE1 1 RE2 réwna jest napigciu wejsciowemu U,,,. NateZenie
pradu przeptywajacego przez elektrody pragdowe réwne jest nat¢zeniu pradu
plynacego przez rezystor R,. Potencjal koncoéwki rezystora polaczonego z wejSciem
odwracajagcym wzmacniacza operacyjnego U; roéwny jest potencjalowi masy.
Napigcie wyjsciowe U, zalezne jest od wartosci rezystora R, oraz nat¢zenia pradu i

przeptywajacego przez elektrody pradowe i rezystor R
U, =i-R, (10.5)

Konfiguracja uktadu pracujacego w charakterze galwanostatu przedstawiona

jest na rysunku 10.12b. Jest to typowe rozwigzanie, spotykane w literaturze [207].
Zrodlo pradowe zbudowane na bazie wzmacniacza operacyjnego U, wymusza

przeptyw przez elektrody CE1 i CE2 pradu o nat¢zeniu:

U
— —we 10.6
i R (10.6)

Wzmacniacz réznicowy daje na wyjs$ciu napiecie réwne roznicy potencjatow
elektrod RE1 i RE2.

Uproszczony schemat potencjostatu-galwanostatu przedstawiony jest na
rysunku 10.13. Przelacznik P; zmienia rodzaj pracy uktadu: potencjostat lub

galwanostat. Wzmacniacz Ug pracuje jako wtornik napigciowy. Dzigki temu obwody
obcigzajgce wyjsScie nie wplywajg na prace potencjostatu-galwanostatu. Zakresy
pradowe ukladu zmieniane sa poprzez zmiang¢ wartosci rezystora R;: 1kQ, 10kQ,
100kQ2, 1MQ, 10MQ, 100MQ. Rodzaj pracy i rezystory R, zmieniane s3

programowo przy pomocy miniaturowych przekaznikow. Rowniez zatgczanie
elektrod i przetaczanie trybu 2-, 3- lub 4-elektrodowego realizowane jest za pomocg
przekaznikow. Przy pracy 3-elektrodowej zwarte sg wejscia RE1 i CE1l. Pracuja
wtedy jako elektroda robocza, RE2 jako elektroda odniesienia, natomiast CE2 jako
elektroda pomocnicza. Przy pracy 2-elektrodowej dodatkowo zwarte sg wejscia RE2
1 CE2, ktore pracuja jako elektroda odniesienia. Gdy uktad wykorzystywany jest do
pomiaru potencjatu, ustawiony jest jako galwanostat i odigczone jest wejscie CEL.
Brak jest wtedy przeptywu pradu przez elektrody. Napiecie na wyjsciu rowne jest
roznicy potencjaléw elektrod RE1 1 RE2.

W opisywanym uktadzie zastosowano wzmacniacze operacyjne typu CA3140
(Signetics), wykonane w technologii BiMOS oraz niskoszumowe wzmacniacze typu
TLO71 (SGS-Thomson), wykonane w technologii BIFET. Wzmacniacze te posiadaja

do$¢ duza czestotliwos¢ graniczng, konieczng ze wzgledu na sposob pracy
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potencjostatu (cztery wzmacniacze obj¢te petla sprze¢zenia zwrotnego U, U,/U,, Uy,
Us). Wzmacniacze CA3140 zastosowano do pomiaru potencjatu elektrod ze wzgledu
na bardzo mate wejsciowe prady polaryzujace i niezrownowazenia (ponizej 1pA).
Tam, gdzie wartosci pradow wejsciowych byly nieistotne, zastosowano
wzmacniacze niskoszumowe TLO71.

Uz
R, CA 3140
_ -
Rs
P Uz
CA 3140
Us
TLO7 R, Uy
we = A 3140
+
R1" R;': 10k8 l " ‘ ”
CE1 RE1 RE2 CE2
elektrody

Rys. 10.13. Uproszczony schemat czeSci analogowej potencjostatu-galwanostatu.

Potencjostat-galwanostat wymaga doprowadzenia sygnatu sterujacego i
uktadéw odczytujagcych warto$¢ pradu lub potencjatu. W pomiarach wykonywanych
w ramach tej pracy zrodlem sygnatu byt modut przetwornika cyfrowo-analogowego
DAC-1200, natomiast odczyt pradu lub potencjalu realizowany byt przy pomocy
modutu przetwornika analogowo-cyfrowego ADC-1201. Techniki pomiarowe
zrealizowane przy pomocy potencjostatu-galwanostatu, ktore zastosowano w pracy
wymienione sg w tabeli 10.2. Szczegdty dotyczace 4-elektrodowego potencjostatu-

galwanostatu opisane sg w literaturze [218].
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Dane techniczne potencjostatu-galwanostatu

» Rodzaje pracy: potencjostat, galwanostat, pomiar potencjatu

* Liczba elektrod: 2, 3 lub 4

» Zakresy pradowe: 10nA, 100nA, 1pA, 10pA, 100pA, ImA

* Poziom szumdw potencjostatu na najczulszym zakresie: 50pA
* Programowe przelaczanie zakresow pradowych

* Programowo przetaczany rodzaj pracy

* Programowe zatgczanie/odtgczanie elektrod

* Sygnalizacja przesterowania uktadu
10.6. Oprogramowanie

Sterowanie aparaturg pomiarowa i pomiary wykonywane byly przy pomocy
mikrokomputera PC/AT pracujacego pod kontrolag programoéw pracujacych w
srodowisku Windows. Programy zostaly napisane w jezyku Turbo Pascal for
Windows v.1.5 (Borland). Praca w §rodowisku Windows posiadata wicle zalet:

* praca z dowolnymi sterownikami graficznymi,

* obstuga dowolnych typow urzadzen wyjsciowych (drukarki, plotery),
* praca wieloprogramowa i wielozadaniowa,

» zunifikowany sposéb obstugi programow.

Mozliwo$¢ pracy wieloprogramowej w $rodowisku Windows pozwolita na
pisanie prostych programow, wykonujacych jeden rodzaj pomiardéw. Dzigki temu
programy byly proste w obstudze i niezawodne. Zmiana rodzaju wykonywanych
pomiardw polegata jedynie na przej$ciu za pomoca myszy lub klawiatury do okna
innego programu. W ten sposéb na jednej membranie mozna byto wykona¢ szereg
pomiardw np. rejestracja pojemnosci membrany podczas formowania, rejestracja
krzywych chronowoltamperometrycznych i chronopotencjometrycznych. Programy
wykorzystywane podczas pomiarow opisane sg w tabeli 10.2.

Wymienione programy posiadajg zunifikowany sposob obstugi: zapis, odczyt,
drukowanie, uruchomienie i zatrzymanie pomiaréw itd. Jednakowe sg rozwigzania
graficzne, podobne menu. R6znig si¢ miedzy sobg jedynie szczegdtami dotyczacymi
ustawiania niektorych parametrow 1 sposobem kalibracji. Przyktadowe okno
programu przedstawione jest na rysunku 10.14. Pod paskiem menu znajduje si¢
listwa z przyciskami sterujgcymi uruchomieniem i zatrzymaniem pomiarow,

wywotaniem okna informacyjnego 1 opisu eksperymentu oraz okienka, w ktérych sg



77

wyswietlane aktualne parametry podczas pomiaru (np. czas, pojemnos$¢, liczba
zarejestrowanych punktow).

Programy umozliwiajg prowadzenie pomiarow, zapis danych na dysk i ich
odczyt, zapis danych w postaci tekstowej (mozliwos¢ odczytu przez arkusze
kalkulacyjne i programy graficzne), drukowanie na drukarce lub rysowanie na
ploterze, dowolne zmiany parametrow osi X 1 Y, kalibracja warto$ci zerowych
parametrow i zakresOw pomiarowych (np. potencjat, nat¢zenie pradu, pojemnosc).

Oprécz wymienionych programéw, wykorzystywanych przy badaniach
zjawisk membranowych, stworzony zostat szereg programow umozliwiajgcych
wykorzystanie opisanej aparatury do innych celow: rejestrator Y-t, pomiar pH,
rejestracja pH, chronoamperometria z programowanym potencjatlem, analityczne
techniki przeptywowo-wstrzykowe (FIA) z detekcja pradowa i potencjatowa,
elektroliza, pomiar napigcia.

Tab. 10.2. Programy wykorzystywane do obstugi zestawu pomiarowego.

Nazwa programu Funkcje programu
Formowanie membran Rejestracja pojemnosci membran podczas procesu
formowania
Napigcie-pojemnosé Rejestracja pojemno$ci membran przy zaprogramo-

wanym  przebiegu potencjalu  polaryzujacego
bedacego dowolng kombinacja stalych poziomoéw
napigciowych i/lub liniowych przebiegow
napigciowych.

Potencjometria Rejestracja potencjatu transmembranowego przy
braku przeptywu pradu przez membrang.

Chronoamperometria Rejestracja pradu ptynacego przez membrang przy
statym potencjale polaryzujacym.

Chronopotencjometria Rejestracja  potencjalu = membranowego  przy
przeplywie przez membran¢ pradu o stalym
natezeniu.

Chronowoltamperometria Rejestracja pradu plyngcego przez membrang przy
liniowo zmieniajacym si¢ potencjale.
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Rys. 10.14. Okno programu rejestrujacego pojemnos¢ membran podczas procesu
formowania.

10.7. Uklad optyczny

Do wyznaczenia pojemnos$ci specyficznej membran konieczna jest znajomosé
ich pola powierzchni. Poniewaz dwuwarstwa lipidowa zajmuje tylko cze$¢
powierzchni otworu, w ktérym jest formowana, potrzebny jest pomiar jej pola
powierzchni. Do tego celu zestawiony zostal uktad umozliwiajacy obserwacje
membran na matowce aparatu fotograficznego i fotografowanie ich w $wietle
przechodzacym (Rys. 10.15).

Uktad do optycznej obserwacji i fotografowania membran umieszczony byl na
trokatnej lawie optycznej. Poszczegodlne elementy uktadu: o$wietlacz, naczynie
pomiarowe, obiektyw i aparat fotograficzny umieszczone byly na wspornikach i1
mialy mozliwo$¢ regulacji potozenia. Umozliwito to wustawienie wszystkich
elementow w osi optycznej. Obiektyw Pentacon 1.8/50 potaczony byt z aparatem
fotograficznym Practica MTL3 poprzez pierscienie przedtuzajace i mieszek, co
pozwolito na regulacje odleglosci obiektywu od aparatu, a tym samym regulacje
powigkszenia. Pomigdzy obiektywem a aparatem fotograficznym umieszczona byta
dwuwklesta soczewka -9.5 dioptrii. Dzigki niej mozliwe bylo ustawienie ostro$ci na
otwor z membrang znajdujacy si¢ w glebi naczynia. Soczewka ta rowniez

powodowata dodatkowe powickszenie.
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aparat fctografnczny
Praktica MTL 3

‘ obiektyw
naczynie Pentacon 18/50 /\]l

oswietlacz pomiarowe soczewka -950 J

Rys. 10.15. Schemat uktadu optycznego do obserwacji i fotografowania membran w

swietle przechodzacym.

Do o$wietlania naczynia wykorzystywana byta lampa mikroskopowa zasilana z
zasilacza, ktéory umozliwial regulacj¢ napiecia doprowadzanego do zardwki.
Pomiedzy lampa a naczyniem pomiarowym umieszczony byl filtr zatrzymujacy
promieniowanie podczerwone, zabezpieczajacy naczynie przed nagrzewaniem.

Aparat fotograficzny Practica MTL3 jest lustrzankg z wewngtrznym pomiarem
$wiatta. Pozwolito to na wykonywanie fotografii o dobrej ostrosci 1 prawidlowym
naswietleniu. Fotografie wykonywane byly na filmach Fujicolor HG100. Obrébka
filmow i wywolywanie zdje¢ wykonywane bylo w autoryzowanym zaktadzie Fuji.
Fotografie wywolywane byly w automacie FUJI Minilab SFA-250 z podgladem
monitorowym. Uzyskane w ten sposéb odbitki byly powtarzalne i tak samo
wykadrowane. Dzigki temu przydatne byly do wyznaczania pola powierzchni
dwuwarstw lipidowych.

Fotografie membran wykonane na papierze o formacie 9x13 cm dawaty okoto
50-krotne powigkszenie. Przy wykonywaniu serii fotografii membran fotografowany
byl roéwniez wzorzec dhlugosci umieszczony w naczyniu, ktory umozliwiat
wyskalowanie fotografii. Pole powierzchni dwuwarstw lipidowych wyznaczane byto
poprzez poréwnanie ciezarow wycigtych fragmentow fotografii z cigzarem wzorca,
ktéry odpowiadat polu powierzchni 1 mm2, Wzorzec fotografowany byl w naczyniu
wypelionym wodg. Podczas wykonywania fotografii wzorzec znajdowal si¢ w
odlegtosci 0.5 mm od krawedzi otworu. Powodowato to koniecznos¢ uwzgledniania

poprawki zwigzanej z réznicami w uzyskiwanych powiekszeniach wzorca i otworu.
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Fotografowanie membran i wyznaczanie pola powierzchni dwuwarstwy
mozliwe bylo dzieki zjawisku zatamania $wiatta w miejscu styku dwuwarstwy z
obrzezem Plateau-Gibbsa. Krawedz obrzeza ma wlaSciwosci pryzmatu, ktory
zalamuje $wiatto 1 w miejscu styku dwuwarstwy z obrzezem obserwuje si¢ ciemng

linig.

10.8. Naczynie pomiarowe

Naczynie, w ktorym przeprowadzane byto formowanie 1 pomiary wtasciwosci
elektrycznych membran przedstawione jest na rysunku 10.16. Wykonane jest z
jednego bloku teflonowego o wymiarach 60x30%30 mm. Wyfrezowane sg w nim
dwie komory o pojemnosci 10 cm3. W czotowych $ciankach naczynia wykonane sg
okienka, z ktérych jedno zamknigte jest ptaskim szklem, natomiast drugie ptasko-
wypukta soczewka, ktora umozliwia optyczng obserwacje otworu z membrang w
powigkszeniu. W przegrodzie pomiedzy komorami wywiercony jest otwor.
Stosowane byly naczynia z otworami o $rednicach 1-1.1 mm. Przegroda w poblizu
otworu miata grubo$¢ okoto 0.3 mm.

komory

przegroda

otwor \
‘“_“7/

blok teflonowy

okno z soczewka

Rys. 10.16. Naczynie pomiarowe uzywane do badan membran lipidowych.
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11. Odczynniki i roztwory

W tabeli 11.1 zawarte sg informacje dotyczace odczynnikow
wykorzystywanych w badaniach i ich charakterystyka.

Tab. 11.1. Wykaz odczynnikéw uzywanych podczas eksperymentow.

Odczynnik Producent | Czystos¢ Uwagi
3-sn-fosfatydylocholina | Fluka 99% Izolowana z z6ttek jaj
(lecytyna) kurzych. Sktad kwasow

thuszczowych: 16:0 ~33%,
18:0 ~4%, 18:1 ~30%, 18:2
~14%, 20:4 ~4%

3-sn-fosfatydylocholina | Fluka 60% Izolowana z zo6ttek jaj

(lecytyna) kurzych. Uzywana do
wstepnych badan

azolektyna Fluka Mieszanina fosfolipidow z

soi, zawiera lecytyny,
kefaliny i inozytol. Lipidy
zawierajg 24% nasyconych,
14% jedno-nienasyconych i
62% wielo-nienasyconych
tancuchéw weglowych

fosfatydyloseryna BDH Izolowana z mozgow
wolowych.
fosfatydyloetanoloamina | Sigma 98% Izolowana z soi, zawiera

gléwnie nienasycone
tancuchy weglowe C-18

cholesterol Sigma 99% Uzywany bez dodatkowego
oczyszczania

heksan POCh czysty | Oczyszczany dodatkowo
przez destylacje, € = 1.890
(20°C)

heptan POCh czysty | Oczyszczany dodatkowo
przez destylacje, € = 1.924
(20°C)

oktan POCh czysty | Oczyszczany dodatkowo

przez destylacje, € = 1.948
(20°C)
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Odczynnik

Producent

Czystos¢

Uwagi

nonan

POCh

czysty

Oczyszczany dodatkowo

przez destylacje, € = 1.972
(20°C)

dekan

POCh

czysty

Oczyszczany dodatkowo

przez destylacje, € = 1.991
(20°C)

chloroform

POCh

czysty

Oczyszczany dodatkowo
przez destylacje

propanol

POCh

czda

Oczyszczany dodatkowo
przez destylacj¢. Stata
dielektryczna € = 20.44

izopropanol

POCh

czda

Oczyszczany dodatkowo
przez destylacj¢. Stata
dielektryczna € = 19.92

butanol

POCh

czda

Oczyszczany dodatkowo
przez destylacje. Stata
dielektryczna e = 17.51

izobutanol

POCh

czda

Oczyszczany dodatkowo
przez destylacje

KCI

POCh

czda

Prazony 2 godziny w temp.
600°C w celu usunigcia
zanieczyszczen organicznych

KBr

POCh

czda

Uzywany bez dodatkowego
oczyszczania

KJ

POCh

czda

Uzywany bez dodatkowego
oczyszczania

CaCl,

POCh

czda

Uzywany bez dodatkowego
oczyszczania

HEPES

Sigma

99.5%

Uzywany bez dodatkowego
oczyszczania

KOH

POCh

czda

Uzywany bez dodatkowego
oczyszczania

promazyna-HCI

ZFp*

99.8%

Uzywana bez dodatkowego
oczyszczania, pK,=9.42

[219]

chloropromazyna-HCI

ZFp*

99.8%

Uzywana bez dodatkowego
oczyszczania, pK,=9.36

[219]
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Tab. 11.1. cigg dalszy.

Odczynnik Producent | Czystos¢ Uwagi
tiorydazyna-HCl Spofa, 99.8% | Uzywana bez dodatkowego
Praga oczyszczania, pK,=9.50

[219]

cytochrom C POCh™ 90-100% | Z serc wieprzowych, wolny
od soli, liofilizowany

gramicydyna D Sigma Izolowana z Bacillus brevis

woda Dwukrotnie destylowana,

a nastgpnie oczyszczana w
filtrach Millipore Milli-Q

* - Zaklady Farmaceutyczne Polfa, Jelenia Gora
** - produkowany przez Wytworni¢ Surowic i Szczepionek w Karkowie

11.1. Roztwory elektrolitow

Do wigkszo$ci pomiaréw stosowany byl roztwor KCl o stezeniu 0.1 M.
Roztwory elektrolitow przechowywane byly w lodowce w celu zabezpieczenia ich
przed rozwojem w nich mikroorganizmow. Wlasciwg kwasowos$¢ roztworéw
utrzymywano przy pomocy roztworu buforowego HEPES. Roztwor buforowy
sporzadzano dodajac do roztworu HEPES odpowiednig ilo$¢ roztworu KOH.
Roztwory pochodnych fenotiazyny przechowywane byly bez dostepu Swiatta, nie

dhuzej niz trzy dni.

11.2. Roztwory formujace

Roztwory formujace sktadaty si¢ z lipidéw rozpuszczonych w weglowodorach
lub mieszanach weglowodoréw z alkoholami. Roztwory formujgce sporzadzano z
wyjsciowych roztwordéw lipidow w chloroformie o stezeniu 100 mg/ml. Odmierzano
odpowiednig ilo$¢ roztworu wyjsciowego, usuwano z niego chloroform i1 dodawano
pozadany rozpuszczalnik. Chloroform usuwany byl poprzez przedmuchanie
roztworu strumieniem argonu, ktory nie dopuszczatl do utlenienia lipidow tlenem
atmosferycznym. Gotowe roztwory formujgce przechowywane byty w lodowce w

temperaturze okoto 4°C, nie dluzej niz tydzien.
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Do wstepnych badan wykorzystywano lecytyne z kilku zrodet i o rdznej
czystosci. Roztwory lecytyny o czystosci 99% i stezeniu 20 mg/ml w dekanie na
drugi dzien po sporzadzeniu ulegaty rozwarstwieniu. Na dnie tworzyla si¢ warstwa
zelu, ktora byla nieprzydatna do tworzenia membran. Zel tworzyl sie przy
przechowywaniu roztworu zarowno w lodowce jak i w temperaturze pokojowe;.
Roztwor formujacy z lecytyny o czystosci 60% byl bardziej stabilny w czasie

niezaleznie od warunkow, w jakich byl przechowywany.

11.3. Elektrody

W pomiarach stosowane byty elektrody chlorosrebrowe. Wykonane byly z
drutu srebrnego o dtugosci 10 cm, zwinigtego w spirale 1 elektrolitycznie pokrytego
chlorkiem srebrowym. Elektrody umieszczone byty bezposrednio w roztworach
elektrolitow w naczyniu. Gdy stosowano roztwory KBr lub KJ, drut srebrny
pokrywany byl odpowiednim halogenkiem. Réznice w potencjatach elektrod przy
braku membrany wynosity nie wigcej niz 2 mV. Elektrody zwarte ze sobg nawzajem
przechowywane byly w roztworach odpowiednich halogenkéw. Zapewnialo to
wyrownywanie si¢ potencjatow elektrod podczas ich przechowywania. Szczegdlng
uwage zwracano na jednakowa wartos¢ potencjatow elektrod przy badaniach
potencjatu minimalnej pojemnosci (rozdziat 16). W tym wypadku stosowane byty
elektrody, ktorych roznica potencjatow byta nizsza od 0.5 mV.

Gdy w roztworze znajdowaty si¢ substancje mogace powodowac zaktocenia w
pracy elektrod, stosowane byty elektrody chlorosrebrowe, oddzielone od roztworéw

W naczyniu przegrodg porowats.

Tab. 11.2. Rezystancje elektrod i elektrolitbw w naczyniu pomiarowym przy braku
membrany.

Roztwor Rezystancja [kQ]
0.001 M KClI 71.5
0.01 M KCI 21.7
0.1 M KCI 1.7
1M KCI 0.25
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Przeprowadzone zostaly pomiary rezystancji elektrod umieszczonych w
naczyniu pomiarowym w roztworach elektrolitow stosowanych w pomiarach.
Rezystancja wyznaczana byta na podstawie krzywych
chronowoltamperometrycznych zarejestrowanych w ukladzie 2-elektrodowym.
Krzywe rejestrowane byly w zakresie od -50 do 50 mV z szybko$cig 100 mV/s.
Rezystancja liczona byla z nachylenia stycznej do krzywej I/U przy potencjale 0 mV.
Wyniki pomiaréw przedstawiono w tabeli 11.2.

Wartosci rezystancji z tabeli 11.2 wskazuja, ze w wigkszosci przypadkow
konieczne jest prowadzenie pomiar6w pojemnosci w ukladzie 4-elektrodowym.
Stosowanie porowatej przegrody oddzialajacej elektrode od elektrolitu w naczyniu
powodowato dodatkowy wzrost rezystancji badanego ukltadu. Pomiary w uktadzie

2-elektrodowym powodowatyby powstawanie zbyt duzych btedow (Rys. 10.11).

12. Metoda formowania membran lipidowych

Membrany formowne byly metodg Muellera-Rudina [170]. W metodzie tej
wykorzystywane jest zjawisko samoorganizacji lipidow w dwuwarstwe. Kropla
roztworu formujgcego umieszczana byla w otworze w naczyniu pomiarowym przy
pomocy mikropipety 5 ul lub mikrostrzykawki Hamilton 5 ul. Po umieszczeniu
kropli w otworze uruchamiana byla rejestracja pojemnosci membrany. Po wartosci
pojemnosci membrany 1 jej stabilno$ci oceniano, czy membrana jest gotowa do
prowadzenia na niej badan. Podczas formowania membrany prowadzona byta
rowniez wzrokowa obserwacja membrany w §wietle przechodzacym. W przypadku
obecno$ci na membranie pecherzykéw gazu lub innych wtracen, membrane
przerywano i formowano nastgpna.

Przed rozpoczeciem formowania membran powierzchni¢ przegrody wokot
otworu doktadnie zwilzano roztworem formujgcym. Ulatwiato to rozpoczecie
procesu formowania si¢ dwuwarstwy. Obecno$¢ obrzeza z roztworu formujacego,
zwanego obrzezem Plateau-Gibbsa jest warunkiem utworzenia si¢ dwuwarstwy
lipidowej. Obrzeze "wysysa" rozpuszczalnik z membrany powodujgc w efekcie

koncowym powstanie dwuwarstwy lipidowej [220].
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13. Badania procesu formowania i stabilnosci membran

Proces samorzutnego formowania si¢ dwuwarstwowych ptaskich membran
lipidowych znany jest juz od okoto 30 lat. Ciggle jednak kinetyka i termodynamika
tego procesu nie jest w pelni wyjasniona [221]. Pomimo tego samorzutne
formowanie  si¢  dwuwarstw  lipidowych  jest procesem  powszechnie
wykorzystywanym do tworzenia ptaskich membran lipidowych, jak tez i liposomow.

Proces formowania dwuwarstw lipidowych jest wstepnym etapem wtasciwych
badan membran. Jednak od tego etapu w duzym stopniu zalezy powodzenie i
wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw. Membrany lipidowe sg jednak uktadem mato
stabilnym. Nie ma dotad wyraznych regul, dzigki ktérym mozna tworzy¢ stabilne i
powtarzalne membrany. We wszystkich laboratoriach, ktorych obiektem badan sg
ptaskie membrany lipidowe, warunki tworzenia membran dobierane sg metoda prob 1
btedow. Rejestracja pojemnosci membran podczas ich spontanicznego formowania
si¢ jest metoda, ktéora pozwala na badanie kinetyki ich formowania. Rowniez
rejestracja pojemnos$ci membran podczas ich tworzenia pozwala na tatwiejsza 1
pewniejszg interpretacje wynikow dalszych badan prowadzonych na membranach.

Optyczna obserwacja membran jest najczescie] wykorzystywang metodg oceny
stopnia uformowania membrany. Nie pozwala ona jednak na dokladng ocene
stabilnosci membrany i1 dokladne okreslenie jej grubosci. Rejestracja pojemnosci
formujacych si¢ membran 1 pomiar pola powierzchni dwuwarstwy stworzyty
mozliwos¢ przesledzenia historii "zycia" membrany. Badania, ktoérych wyniki
zawarte s3 w tym rozdziale, miaty na celu rozwigzanie kilku zagadnien:

* etapy 1 mechanizm tworzenia si¢ membran,

* rola obrzeza Plateau-Gibbsa w formowaniu membran,

» czynniki wptywajgce na szybkos¢ 1 stabilno$¢ procesu formowania si¢ membran,
* czynniki wptywajgce na stabilnos$¢ 1 zywotnos¢ membran,

* sposoby zwigkszenia trwatosci 1 stabilno$ci membran.

W dalszej czesci rozdziatu przedstawione sg wyniki pomiarow rezystancji i
napi¢cia przebicia membran. Pomiary te stanowig uzupelnienie ulatwiajace

interpretacje wynikdw pomiarow pojemnosci membran.
13.1. Etapy formowania si¢ dwuwarstw lipidowych

Analiza wielu krzywych pojemnosci dla membran formowanych w r6znych

warunkach pozwolita na wyrdznienie czterech charakterystycznych etapow podczas
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tworzenia si¢ dwuwarstwy. Typowa krzywa pojemnosci formujacej si¢
dwuwarstwowej membrany lipidowej przedstawiona jest na rysunku 13.1.

Poczatkowo, po umieszczeniu kropli roztworu formujacego w otworze w
przegrodzie, membrana ma matg pojemnos$¢ 1 w miar¢ uptywu czasu w niewielkim
stopniu wzrasta. W zaleznosci od sktadu roztworu formujgcego pojemnos$¢ ta wynosi
od kilkunastu do kilkudziesigciu pikofaradow. Na rysunku 13.1 etap ten oznaczony
jest litera A. Nastgpnym etapem (B) jest szybki wzrost pojemnosci. Zwykle
pomiedzy etapem A i B jest wyrazna granica 1 mozna doktadnie okresli¢ moment, w
ktorym pojemno$¢ zaczyna gwattownie wzrasta¢. Czesto wzrost ten ma charakter
niemal liniowy. Po okresie szybkiego wzrostu pojemnos$ci nast¢puje zwolnienie
szybkosci 1 przyrosty pojemnosci w czasie sg coraz mniejsze (etap C). Podczas tego
etapu moga wystepowac réwniez spadki pojemnosci. Czas, po ktorym pojemnos¢
membrany ulega stabilizacji oznaczony jest jako etap D. Podczas tego etapu
wystepuja niewielkie fluktuacje lub dryft pojemnosci.

-, - —
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|

Rys. 13.1. Pojemno$§¢ membran lipidowych podczas procesu formowania.
A - poczatkowo membrana jest gruba i1 posiada niewielka pojemnosc,
B -szybki wzrost pojemnosci wywolany powstaniem dwuwarstwy,
powigkszaniem si¢ jej pola powierzchni 1 zmiejszaniem grubosci,
C - powolny wzrost i stabilizowanie si¢ pojemnosci, D - zakres stabilnej
pojemnosci membrany, w ktorym membrang mozna wykorzystywa¢ do
dalszych badan.
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Membrana uwazana byla za uformowang i1 gotowa do dalszych badan, gdy
dryft pojemnosci byt mniejszy niz 10 pF/min (koniec etapu C). Przy niektorych
membranach, ktore byly mato stabilne, okreslenie granicy pomiedzy etapami C 1 D
bylo trudne. W warunkach, w ktérych prowadzono badania, membrany po
uformowaniu zwykle mialy pojemnos¢ 1.2 - 2.5 nF (otwor o $rednicy 1-1.1 mm).

Przy opisach procesow formowania membran przedstawionych w dalszej
cze$ci rozdziatu podane sg czasy trwania poszczegdlnych etapéw (A-C). Z punktu
widzenia osoby wykorzystujacej membrany do badan pozadane jest, aby etapy A-C
trwaty jak najkrdécej, natomiast trwato$¢ 1 zywotno$¢ membrany byla mozliwie
wysoka (jak najdtuzszy etap D). Pozadane jest takze, aby jej pojemnos¢ byta
stabilna. Zwykle najbardziej czasochtonnym etapem badan, ktorych obiektem sg
membrany lipidowe, jest proces ich tworzenia. W wielu przypadkach czas
formowania membrany moze trwaé nawet godzing. Zwigkszenie efektywnosci badan
mozna wiec 0siggnac¢ skracajgc czas tworzenia membran.

Na rysunku 13.2 przedstawione sg przyktadowe fotografie membran wykonane
w $wietle przechodzagcym. Fotografia A na rysunku 13.2 przedstawia wzorzec
dlugosci umieszczony przy otworze. Wzorzec ten umozliwia wyskalowanie
fotografii, dzigki czemu mozliwe jest wyznaczenie pola powierzchni membran.

Fotografie B, C 1 D przedstawiaja membrany tworzone z lecytyny
rozpuszczonej] w dekanie. W $rodkowej czesci otworu jest cienka membrana,
otoczona obrzezem Plateau-Gibbsa. Pomiedzy strefami widoczna jest rozdzielajaca
je granica. Membrany te rdznig si¢ polem powierzchni zajmowanym przez
dwuwarstwe. Tak duze réznice spowodowane sa umieszczaniem roznych ilosci
roztworu formujacego w otworze oraz stopniem zwilzenia przegrody 1 krawedzi
otworu przez roztwér formujacy. RoOwniez temperatura wplywa na wielko$¢
tworzacej si¢ dwuwarstwy. Przy tworzeniu membran dazy si¢ do tego, aby
uzyskiwa¢ membrany takie jak na fotografii D, zajmujace mozliwie duzg czgs¢
powierzchni otworu. Zwykle jednak tworzone dwuwarstwy lipidowe osiggaja
rozmiary takie jak na fotografii C. W niektorych przypadkach, zaleznie od sktadu
roztworu formujgcego, uzyskaniec membran takich jak na fotografii C lub D bywa
niemozliwe. Na fotografii E przedstawiona jest membrana formowana w obecnosci
elektrolitu zawierajacego 10°M chloropromazyny. Dwuwarstwy tworzone w
obecnosci pochodnych fenotiazyny zawierajg wtracenia roztworu formujacego w
postaci smug i wysepek, a takze zanieczyszczenia w postaci wykrystalizowanych

sktadnikow roztworow. Fotografia E przedstawia membrang, do ktorej przytaczone
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sg rowniez pecherzyki gazu. Membrany takie nie byty wykorzystywane w dalszych
badaniach.

Rys. 13.2. Fotografie membran lipidowych: a) fotografia wzorca umozliwiajgca
wyznaczanie pola powierzchni dwuwarstwy, b,c,d) membrany utworzone z
lecytyny w dekanie, 20 mg/ml, elektrolit 0.1M KCI, rdznig si¢ polem
powierzchni zajmowanym przez dwuwarstwe, €) membrana utworzona z
lecytyny w dekanie, 20 mg/ml, elektrolit 0.1M KCl,
10-°M chloropromazyna, dwuwarstwa zawiera wtracenia roztworu
formujacego w postaci smug, f) przyklad utworzonej membrany, nie
wykorzystywanej w dalszych badaniach, dwuwarstwa zawiera wtracenia w
postaci  wysepek roztworu formujgcego, wtragcenia w  postaci
wykrystalizowanych lipidow 1 pecherzyki gazu potaczone z obrzezem.
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13.2. Wplyw rodzaju n-alkanéw na proces formowania membran

W metodzie formowania membran opracowanej przez Muellera i
wspolpracownikow  [170]  wykorzystywana jest zdolnos¢ lipidow do
samoorganizacji. Stosuje si¢ lipidy rozpuszczone w weglowodorach alifatycznych,
zwykle n-alkanach od heksanu do heksadekanu. Stosowane sg rowniez weglowodory
nienasycone, najczesciej skwalen. Sposrod n-alkandw, w publikacjach zwykle
wymieniany jest dekan i heksadekan.

Podstawowym problemem podczas tworzenia si¢ membran jest powtarzalnos¢
procesu. Na rysunku 13.3 przedstawiona jest seria krzywych pojemnosci
formujgcych si¢ membran dla fosfatydylocholiny rozpuszczonej w n-dekanie. Do
badan wykorzystano fosfatydylocholing o réznym stopniu czystosci. Krzywe
posiadaja podobny ksztal 1 przebieg, lecz rdznig si¢ czasami trwania poszczegolnych

etapow 1 koncowg pojemnoscia.
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Rys. 13.3. Seria krzywych pojemnosci formujacych si¢ dwuwarstw lipidowych.
Roztwor formujacy: fostfatydylocholina w dekanie 10 mg/ml. Elektrolit
0.1M KCI. Do formowania membran wykorzystano fosfatydylocholing o
czystosci: a) 60%, b) 99%.
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Gdy stosowano lzejsze weglowodory do sporzadzenia roztworéow formujacych,
uzyskiwano krzywe pojemnosci formujacych si¢ membran mniej powtarzalne niz dla
dekanu. Na rysunku 13.4 przedstawione zostaly typowe krzywe pojemnosci dla

membran formowanych z uzyciem heksanu, heptanu i oktanu.
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Rys. 13.4. Pojemnosci  formujacych  si¢  dwuwarstw  lipidowych  dla
fosfatydylocholiny rozpuszczonej w roznych n-alkanach. Stezenie
fosfatydylocholiny 10 mg/ml.  Elektrolit ~ 0.1M KCI.  Stosowany
rozpuszczalnik: a) heksan, b) heptan, c) oktan.

Dhugos¢ tancuchow weglowych weglowodorow stosowanych do tworzenia
roztworu formujacego wyraznie wplywala na przebieg procesu formowania
dwuwarstw lipidowych. Membrany formowane przy wuzyciu lzejszych
weglowodoréow (heksan, heptan) byly niestabilne. Proces formowania czgsto
zaktocany byt przez powstajace pecherzyki parujagcego rozpuszcezalnika, przylegajace
do membrany. Wystepowaly gwattowne wzrosty i spadki pojemnosci, szczegdlnie w
poczatkowym okresie istnienia membrany. Wyrdznienie etapéw B 1 C bylo trudne.
Membrany wrazliwe byly na drobne wstrzasy, ktore powodowaty gwattowne
zmniejszanie si¢ pojemnosci. Powrdt pojemnosci do pierwotnej wartosci byt

powolny. Czas zycia membran byl krotki, ponizej jednej godziny. Membrany
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tworzone przy uzyciu dekanu byly znacznie stabilniejsze i trwalsze. Typowy czas
zycia membran tworzonych przy uzyciu dekanu wynosit 2-4 godziny.

Gdy do sporzadzenia roztworu formujacego wykorzystywany byt nonan,
proces formowania membran byt nietypowy. Po etapie szybkiego wzrostu
pojemnosci (etap B) nastgpowal etap, w ktorym pojawialy si¢ bardzo duze szumy
pojemnosci membrany (Rys. 13.5). Nastepnie pojemnos$¢ spadata i przez pewien czas
utrzymywata si¢ na niewielkiej wartosci, po czym nastgpowat wzrost do wartosci
ok. 2 nF.

Poréwnujac przebieg krzywych pojemnosci formujgcych si¢ membran mozna
zauwazy¢, ze najwigksze roznice wystepuja w etapie C. Dla lekkich weglowodorow
podczas tego etapu wystepuja gwaltowne, nieregularne spadki i wzrosty pojemnosci.
W miarg wzrostu dtugosci tancucha weglowodoru, etap C zmienia swoj charakter.

Dla nonanu zmiany te nie sg juz tak gwattowne, a dla dekanu zanikaja.
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Rys. 13.5. Pojemnos¢ formujacej si¢ dwuwarstwy lipidowej dla fosfatydylocholiny
rozpuszczonej W n-nonanie. Ste¢zenie fosfatydylocholiny 10 mg/ml.
Elektrolit 0.1M KCI.



93

W tabeli 13.1 przedstawione sg parametry formowania membran z
fosfatydylocholiny rozpuszczonej w réznych n-alkanach. Podane sg czasy trwania
poszczegbdlnych etapow oraz pojemnos$¢ koncowa membran (po ustabilizowaniu si¢
wartosci pojemnosci - dryft ponizej 10 pF/min). Najmniej stabilne membrany
tworzyly sie, gdy wykorzystywane byly lzejsze weglowodory. W miar¢ wzrostu
dhugosci tancucha uzywanego weglowodoru wzrastata stabilno$¢ i1 mechaniczna
odpornos¢ membran. Rowniez zmniejszato si¢ odchylenie standardowe pojemnosci
uformowanych membran - uzyskiwano bardziej powtarzalne membrany.

Tab. 13.1. Charakterystyka procesu formowania dwuwarstwowych membran
lipidowych z fosfatydylocholiny rozpuszczonej w n-alkanach. Stezenie
lecytyny: 10 mg/ml. Elektrolit: 0.1 M KCI. Temperatura: 25°C. W
nawiasach podana jest rozpieto$¢ czasOw trwania poszczegdlnych etapow
formowania membran.

Rozpuszczalnik Sredni czas trwania etapu [min] Pojemnosé
A B C [nF]

n-heksan 1.7 (1..3) 1.5(1..2) 22.4 (10..28) 2.14 +0.45

n-heptan 1.6 (1..3) 14(1.2) |153(12.20) | 2.23+0.39

n-oktan 2.3 (1..4) 16(1.2) | 106(5.20) | 155+0.31

n-nonan 2.3 (1..6) 12(1.2) | 102(5.18) | 1.43+0.28

n-dekan 3.2 (1.12) 18(1.7) | 1242.22) | 1.88+0.30

Wyniki podane w tabeli 13.1 dla dekanu sg warto$ciami $rednimi dla membran
z fosfatydylocholiny o czystosci 60 1 99%. Sposrdd rozpuszczalnikow wymienionych
w tabeli 13.1 stosunkowo trwate membrany uzyskuje si¢ stosujgc dekan. Gdy krzywa
pojemnosci formujacej si¢ membrany znacznie roéznita si¢ od typowego przebiegu
pojemnosci przy danym sktadzie roztworu formujacego i elektrolitu, membrany takie
nie byty wykorzystane w dalszych badaniach.

13.3. Wplyw dodatku alkoholi na proces formowania membran

Weglowodory uzywane do formowania membran posiadajg wiasciwosci
fizykochemiczne podobne do wlasciwosci warstwy hydrofobowej membrany.
Bardzo mata rozpuszczalnos¢ weglowodorow w wodzie powoduje, ze praktycznie

cata ilo$¢ rozpuszczalnika pozostaje wewnatrz obrzeza 1 dwuwarstwy. Membrana z
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obrzezem tworzy wyizolowany uktad, ktérego granice tworzg hydrofilowe grupy
lipidéw znajdujacych si¢ na granicy miedzyfazowej. Proces formowania
dwuwarstwy zalezy przede wszystkim od ustalenia si¢ rownowagi termodynamiczne;j
pomiedzy dwuwarstwa 1 obrzezem.

Po zmianie polarno$ci rozpuszczalnika w roztworze formujagcym mozna
spodziewa¢ si¢ naruszenia termodynamiki tworzenia si¢ dwuwarstwy. Wybrane
zostaly do tego celu alkohole o do$¢ dobrej rozpuszczalnosci zar6wno w wodzie jak 1
weglowodorach. Przenikalno$¢ elektryczna wykorzystywanych alkoholi jest okoto
dziesigciokrotnie wyzsza od przenikalnosci weglowodoréw (Tab. 11.1). Do badan
wykorzystano mieszaniny we¢glowodorow z propanolem, izopropanolem, butanolem
i izobutanolem.
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Rys. 13.6. Pojemnos¢ formujacej si¢ membrany lipidowej z dodatkiem alkoholu do
roztworu formujgcego. Roztwor formujacy: fosfatydylocholina 10 mg/ml w
mieszaninie dekan-butanol 3:2. Elektrolit 0.1M KCI.

Dodatek alkoholu do roztworu formujacego radykalnie zmienil przebieg
procesu formowania membran. Pojemno$¢ membran wzrastata bardzo szybko i1
niemal liniowo (etap B). Etap C czesto byt bardzo krotki, szybko ustalata sie
rownowaga. Dla wielu membran etap C niemal zanikal. Na rysunku 13.6
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przedstawiony jest przyktad typowej krzywej pojemnosci membrany formowanej

przy uzyciu mieszaniny dekanu z butanolem. Podobny przebieg miata wigkszos¢

krzywych pojemnos$ci formowanych membran.

Parametry procesow formowania zostaly przedstawione w tabeli 13.2. W
poréwnaniu z wynikami uzyskanymi dla roztworow bez alkoholi zwraca uwage
bardzo krotki czas trwania etapu B. Srednie warto$ci czasu trwania etapu C rowniez
$3 mniejsze.

Podczas etapu A pojemnos¢ membran byta stosunkowo wysoka. Bez alkoholu
warto$¢ ta wynosita zwykle kilkanascie pikofaradow, natomiast w obecnosci
alkoholu wynosita 50-200 pF. Pojemno$ci membran uformowanych z dodatkiem
alkoholu wykazuja duzy rozrzut. Odchylenie standardowe wynosi 6-25%. Przy
stosunku alkan:alkohol 3:2 pojemno$¢ membran jest wyzsza, niz przy stosunku 4:1.
W wielu przypadkach, przy tak duzym odchyleniu standardowym, uzyskane
pojemnosci dla obu sktadéw mieszczg si¢ w granicach biedu.

Przy rozpatrywaniu zjawisk zachodzgcych podczas procesu formowania
membran w obecnosci alkoholi nalezy bra¢ pod uwagg kilka mozliwych zjawisk:

a) oddzialywania hydrofobowe wewnatrz dwuwarstwy - powodujace usuwanie
czasteczek zawierajacych polarne grupy -OH poza obreb membrany, do obrzeza,

b) dyfuzja czagsteczek alkoholu do fazy wodnej i ustalanie si¢ rownowagi stezen
alkoholu wewnatrz dwuwarstwy, obrzeza i1 fazy wodnej,

C) zmiany napiecia powierzchniowego membrany i obrzeza,

d) zmiana zwilzalno$ci przegrody przez roztwor formujacy,

e) wbudowywanie si¢ czasteczek alkoholu w dwuwarstwe - tworzenie wigzan
wodorowych z grupami >CO wigzan estrowych lipidow, zwigkszenie ptynnosci
membrany,

f) utatwienie rozpadu micel lipidowych wewngtrz membrany i wbudowywanie si¢
ich w monowarstwy tworzace membrang.

Wplyw alkoholi na witasciwosci blon lipidowych byl szeroko badany ze
wzgledu na ich fizjologiczne oddziatywanie. Alkohole wptywaja na funkcjonowanie
uktadoéw enzymatycznych, posiadajg wlasciwosci anasteyczne, zwigkszaja ptynnosé
membran. W wigkszych stezeniach powoduja denaturacje bialek. Wigkszos¢ prac
koncentruje si¢ na etanolu [222-225]. Sg rowniez prace dotyczace oddziatywania
innych alkoholi z membranami [91,165,226].
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Tab. 13.2. Charakterystyka procesow formowania dwuwarstwowych membran
lipidowych z lecytyny rozpuszczonej w mieszaninach n-alkanéw z
alkoholami. St¢zenie lecytyny 10 mg/ml. Elektrolit 0.1 M KCI. Temperatura
25+2°C. W nawiasach podana jest rozpigto§¢ czasdw trwania

poszczegblnych  etapéw  formowania membran. Dla  kazdego
rozpuszczalnika pomiary wykonano dla 8-30 membran.
Rozpuszczalnik Sredni czas trwania etapu [min] Pojemnos¢
A B C [nF]

Q?fta“'Pfopano' 22 (1.5 | 02(0.15.0.25) | 25(2.5) | 1.580.27
g?zpta”'mopano' 08(0.4.3) | 02(0.15.025) | 28(1.4) |2422033
Z?Eta”'izopropano' 1.0(0.2.25) | 03(02.04) | 55(3.10) | 1.640.41
g?zpta”'izopropano' 06(02.5 | 03(0.2.05 | 2114 |223+038
Z?Eta”'bmano' 15(05.4) | 02(0.15.025 | 33(2.7) |180+035
g?zpta”'bmano' 4.2 (2.8) 03(02.04) | 34(2.8 |241+015
Q?fta”'imb“tano' 3.6(0.6.10) | 02(0.15.0.25) | 2.9(2.4) |1.73+0.44
gézpta”'imb“ta”o' 11(03.25) | 03(02.04) | 44(3.8) |244+032
Zkltan-propanol 13(08.2.2) | 02(0.1.03) | 3215 |[1.76+0.36
gkzta”'lofopa“o' 2.4(0.8..6) 0.8 (0.5..1) 29(0.7) |221+0.20
Zklta”'imb“ta”o' 12(0.3.22) | 03(02.05 | 45(.8) |188+042
gkzta”'imb“ta”o' 13(0.4.22) | 03(02.04) | 55(@.8 |236+036
Zklta”'izopropano' 04(02.1.0) | 03(0.2.04) | 15(.3) |1.80+0.20
gkzta”'izopropano' 0.3(0.2.05) | 02(0.15.0.25) | 2.2(1.3) |2.03+0.17
oktan-butanol 4:1 | 0.7 (0.2.15) | 04(0.2.15 | 47@.13) | 1.67+0.29
oktan-butanol 3:2 1.5(0.3..3) 0.4 (0.2..1) 5.2 (2..15) | 2.33+0.21
dekan-propanol 4:1 | 5.0 (2..13) 1.6 (1.5..2) 3.8(0..12) | 1.58 +0.38
dekan-propanol 3:2 | 5.3 (3..15) 1.1 (0.8..1.5) 9.5 (4..15) | 2.15+0.30
dekan-butanol 4:1 4.0 (1..12) 1.1 (1..1.5) 4.3(0..12) | 1.88 +0.29
dekan-butanol 3:2 | 7.4 (1..16) 1.5(1..2) 25(0.10) | 1.95+0.21
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Dla porownania, przeprowadzono rowniez proby formowania membran z
fosfatydylocholiny rozpuszczonej w mieszaninach dekanu z chloroformem o
sktadach 3:2 1 4:1, o stezeniu lipidu 10 mg/ml. Proby konczyly si¢ najczesciej
niepowodzeniem. Podczas powstawania dwuwarstwy (etap B) membrany pekaty.
Gdy jednak membrany tworzono w naczyniu z przegrodg wykonang z octanu
celulozy, dwuwarstwy lipidowe tworzyty si¢ 1 byly stosunkowo trwale. Mieszanina
dekanu z chloroformem bardzo dobrze zwilzata foli¢ z octanu celulozy.

W  przypadku stosowania przegrody z octanu celulozy bylo ryzyko
rozpuszczania si¢ jej w roztworze formujgcym 1 dodatkowych komplikacji badanego
uktadu. Czysty chloroform powoduje bardzo szybkie rozpuszczenie octanu celulozy.
W mieszaninie z dekanem powodowat jedynie pgcznienie membrany. Probka folii z
octanu celulozy zwickszyta swoja mase z 51.8 mg do 78.0 mg po moczeniu jej przez
dobe w 10 ml mieszaniny dekanu z chloroformem o sktadzie 1:1. Po 5-minutowym
suszeniu jej w strumieniu cieplego powietrza masa jej zmalata do 75.9 mg, a po 5
latach przechowywania jej masa zmniejszyta si¢ do 62.7 mg. Brak zmniejszenia
masy folii $§wiadczy o niewielkim ryzyku duzego zanieczyszczenia roztworu

formujacego octanem celulozy.

13.4. Wplyw rodzaju lipidéw na proces formowania membran

Gtownym lipidowym sktadnikiem bton biologicznych sg fosfolipidy. Wsrod
nich dominuje fosfatydylocholina. Inne lipidy wystepuja w mniejszych ilosciach.
Fosfolipidy membranowe roznig si¢ miedzy sobag budowa grupy polarne;j.
Fosfatydylocholina jest lipidem elektrycznie obojetnym, jednak grupa polarna jest
jonem obojnaczym. Cze¢$¢ lipidow membranowych wystepuje w postaci anionowe;j
(fosfatydyloseryna, fosfatydyloinozytol). Istotnym sktadnikiem bton biologicznych
sg sterole. W btonach komoérek zwierzecych wystepuje duza ilos¢ cholesterolu, ktory
w przeciwienstwie do fosfolipidow, ma rozbudowang czgs¢ niepolarna.

Wyniki przedstawione w tym rozdziale majg na celu okreslenie, jak rodzaj
stosowanych lipidow wplywa na proces ich samoorganizacji prowadzacy do
utworzenia dwuwarstwy. Zmieniajac sktad lipidowy mozna zmienia¢ wihasciwosci
warstwy polarnej membran uzywajac obojetnych lipidow (fosfatydylocholina) i
lipidow w formie zjonizowanej (fosfatydyloseryna). Mozna zmienia¢ rowniez
strukture 1 wiasciwosci warstwy hydrofobowej membrany wprowadzajac do

roztworu formujacego cholesterol.
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Rys. 13.7. Pojemno$¢ formujacych si¢ membran lipidowych. Elektrolit 0.1M KCI.
Roztwor formujacy: a) fosfatydylocholina-cholesterol 7:3 w dekanie 20
mg/ml, b) azolektyna w dekanie 20 mg/ml.

Przyktady przebiegu pojemnosci podczas formowania si¢ membran z
dodatkiem cholesterolu i membran z azolektyny przedstawione sg na rysunku 13.7.
Cholesterol samodzielnie nie jest zdolny do utworzenia dwuwarstwowej membrany.
Dodany jednak do fosfatydylocholiny wyraznie wptynat na $redni czas trwania etapu
B, zwigkszajagc go. Membrany z cholesterolem szybciej dochodzity do stanu
rownowagi (krotszy etap C), jak rowniez byly stabilniejsze 1 trwalsze po
uformowaniu. Utworzone dwuwarstwy zajmowaly wigksza cze$¢ powierzchni
otworu, w ktorym byly tworzone 1 bardziej powtarzalna byta ich pojemnos¢.

Sposréd wykorzystywanych do badan lipidow uwage zwraca azolektyna
izolowana z soi. Przebieg procesu formowania niemal dla wszystkich membran byt
bardzo stabilny i powtarzalny. Membrany po uformowaniu byly stosunkowo trwate.
Czasteczki lipidow azolektyny posiadajag wigksza ilos¢ wielonienasyconych
tahcuchéw weglowych w porownaniu ze stosowang lecytyng (Tab. 11.1). W tej
sytuacji membrany z azolektyny wykazuja wyzszg ptynno$¢ niz membrany z

lecytyny.
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Tab. 13.3. Charakterystyka procesu formowania dwuwarstwowych membran
lipidowych z réznych lipidéw rozpuszczonych w n-dekanie. Elektrolit:
0.1 M KCI. Temperatura: 25£2°C. W nawiasach podana jest rozpigtosc¢
czasow trwania poszczegdlnych etapow formowania membran. Dla kazdego
sktadu wykonano pomiary co najmniej 6 membran.

Lipidy Sredni czas trwania etapu [min] Pojemno$é

A B C [nF]

fosfatydylocholina | 34(15.12) | 1.9(1.2.65) | 14.4(2.22) | 1.76 20.29
20 mg/ml

azolektyna 30(13.5.1) | 3.2(1.3.55) | 18.8(8.27) | 1.92+0.18
20 mg/ml

fosfatydylocholina 381 11) | 215(8.30) | 10.3(1..39) | 2.07 +0.14
-cholesterol 9:1
20 mg/ml
fosfatydylocholina | 5302 58) | 55(21.10.5) | 6.6(1.13) |2390.09
-cholesterol 8:2
20 mg/ml

fosfatydylocholina g1 (3 14) 56(1.9.12) |5.9(0.9.16) | 2.54 +0.30
-cholesterol 7:3

20 mg/ml
C,pF b
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Rys. 13.8. Przebieg pojemnosci formujacych si¢ membran lipidowych. Roztwor
formujacy: a) azolektyna w dekanie 20 mg/ml, b) fosfatydylocholina-
fosfatydyloetanoloamina-cholesterol 3:1:1 w dekanie 20 mg/ml. Elektrolit:
0.1M KCI, 10 mM HEPES, pH 7.0. Temperatura 25 °C. Otwor 1.1 mm,
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Czas zycia membran tworzonych z samej lecytyny zwykle nie przekraczat 3
godzin. Jednak stosujgc mieszaniny lipidow lub azolektyne, czesto uzyskiwato si¢
membrany utrzymujace si¢ 16-20 godzin, zanim ulegly destrukcji. Przyktady takich
krzywych przedstawione s3 na rysunku 13.8. Membrana, ktorej pojemnosc
przedstawiona jest na rysunku 13.8,b p¢kta dopiero po 22 godzinach, jednak jej
pojemnos¢ po kilkunastu godzinach zaczeta gwaltownie wzrasta¢ do wartosci ponad
20 nF. Warto$¢ ta nie byta jednak rzeczywista pojemnosciag membrany. Byt to btad
pomiarowy spowodowany znacznym zmniejszeniem rezystancji membrany do
wartosci ponizej 100 kQ. Po tak dtugim czasie mogly zaj$¢ znaczne zmiany struktury
membrany, zmniejszajace jej rezystancje. Mozliwe jest takze, ze w membrang mogty
wbudowac si¢ zanieczyszczenia zmniejszajace jej rezystancje. Membrany tworzone z

azolektyny stabilne byty przez caty czas zycia membrany (Rys. 13.8,a).

13.5. Wplyw skladu elektrolitu na proces formowania membran

Podczas badan zjawisk membranowych stosowane sg roztwory elekrolitow o
roznym sktadzie 1 stezeniu. Powstaje wigc pytanie, jakie sktadniki roztworu wodnego
1 w jaki sposdb beda zmienia¢ proces formowania, jaki jest optymalny sktad
elektrolitu 1 dopuszczalne stgzenia niektérych sktadnikow? Analizujac dane
literaturowe mozna zauwazy¢, ze jako elektrolit podstawowy najczesciej stosowany
jest roztwor NaCl lub KCI o stezeniu 0.1M. Membrany lipidowe s3 niemal
nieprzepuszczalne dla jonéw o malych rozmiarach, posiadajacych duza
powierzchniowg gesto$¢ fadnku [102]. Jony takie mogg wigc oddziatywac jedynie na
powierzchniowg warstwe membran - na warstwe hydrofilowa. Gdy w roztworze
wodnym znajduja si¢ czasteczki o wiasciwosciach lipofilowych, beda one wnika¢ do
wnetrza membrany 1 tam oddzialywac na nia.

Do badan procesu formowania membran wybrano roztwory wodne zawierajace
proste jony (K*, Ca2*, CI-, Br, J)). Pomiary wykonano przy réznych st¢zeniach tych
substancji, aby stwierdzi¢, czy ustawienie grup polarnych lipidow (rozdziat 5.4)
wplywa na przebieg procesu formowania membran. Wykorzystano rowniez
substancje lipofilowe o wilasciwosciach stabych elektrolitow, majace bardzo duze
znaczenie w medycynie - pochodne fenotiazyny [227-230]. Posiadajg one zdolno$¢
swobodnego wnikania do wnetrza membrany, zmieniaja plynno$¢ membran.
Parametry opisujace proces formowania membran w obecnosci elektrolitow o

roznym sktadzie przedstawione sg w tabeli 13.4.
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Tab. 13.4. Charakterystyka procesu formowania dwuwarstwowych membran
lipidowych w obecnosci roztworu elektrolitu o réznym skladzie.
Temperatura: 25£2°C. W nawiasach podana jest rozpigto$¢ czasow trwania

poszczegblnych  etapdbw  formowania  membran. Dla  kazdego
rozpuszczalnika wykonano pomiary co najmniej 8 membran.
ROZtWEr Sredni czas trwania etapu [min] Pojemnoéé
elektrolitu A B C [nF]

Roztwor formujacy: fosfatydylocholina 10mg/ml, oktan:butanol 3:2
KCI 0.02M 11.8(3.18) | 25(0.4.6) | 9.6(7.12) | 2.25+0.22
KCI 0.1M 1.5 (0.3..3) 0.4(0.2.1) | 5.2(2.15) |2.33+0.21
KCI 0.5M 5.4(0.2.17) | 08(0.3.1) | 6.8(2..15) |2.21+0.46
KBr 0.02M 10.5 (8.5..12) | 0.9(0.2.1.4) | 9.1(6..14) | 2.03 +0.34
KBr 0.1M 4.2(0.1..10) | 0.9(0.3.1.3) | 10.4(3..20) | 2.31 +0.29
KBr 0.5M 1.7(0.2.4.7) | 1.4(0.4.2.6) | 13.1(7..19) | 2.39 +0.27
KJ 0.1M 0.5(0.1..1.4) | 0.3(0.2.0.4) | 6.5(1..17) | 2.85+0.46
KJ 0.5M 0.6 (0.1..0.9) | 0.34(0.3..0.4) | 9.3(4..14) | 2.74 +0.22

Roztwor formujacy: azolektyna 20 mg/ml w dekanie
KCI 0.1M 3.0(1.3.5.1) | 3.2(1.3.55) | 18.8(8.27) | 1.92+0.18
KCI 1M 4421.77) | 59(3.7.9) |19.0(9.25) | 2.42+0.24
KCI0.1M 53(2.3.10) | 3.5(2.0.6.6) | 20.2(6..33) | 1.99 +0.23
CaCl, 10mM
KCI0.1M 2.8(1.8.45) | 3.9(20.55) | 13.6(7.27) | 1.95+0.12
CaCl, 0.1M
Roztwor formujacy: fosfatydylocholina 20 mg/ml w dekanie

KCI 0.1M 3.4(15.12) | 1.9(1.2.6.5) | 14.4(2.22) | 1.76 +0.29
KCI0.1M 2.0(0.6.2.9) | 41(1.4.66) | 49(2.6) |1.11+0.15
promazyna 10-*M
KCI0.1M 1.3(0.3.24) | 3.2(21.58) | 6.4(2.13) | 1.25+0.12
promazyna 2-10-4M
KCI0.1M 1.7(0.4.2.6) | 3.4(22.56) | 48(2.10) | 1.22+0.11
promazyna 5-10-4M
KCI0.1M 1.8(0.9.2.9) | 3.2(1.6.5.1) | 6.7(2.13) | 1.31+0.22
chloropromazyna
104M
KCI0.1M 16(1.1.22) | 26(16.47) | 3.9(1.12) |1.12+0.28
chloropromazyna
2:104M
KCI0.1M 15(0.9.4.9) | 3.7(24.6.3) | 53(2.14) | 1.44 +0.32
tiorydazyna 10-*M
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Gdy w roztworze wodnym obecne byty tylko jony niezdolne do wnikania do
wnetrza membrany, nie obserwowano wyraznych zmian w procesie formowania.
Czasy trwania poszczegolnych etapow, pojemnos¢ uformowanych membran i ich
stabilno$¢ nie ulegaly istotnym zmianom. Dla membran formowanych w obecnosci
jondéw J, ktére maja zdolno$¢ do dyfuzji przez membrang, proces formowania
rowniez nie réznil si¢ wyraznie od innych. Jedynie pojemno$¢ uformowanych
membran byta wyzsza. Pole powierzchni dwuwarstwy tych membran nie byto jednak
mierzone 1 nie mozna oceni¢, czy spowodowane bylo to jedynie wzrostem pola
powierzchni dwuwarstwy, czy wzrostem pojemnosci specyficzne;.

Cze$¢ badan wykonywano stosujac roztwor wodny buforowany za pomocag
HEPES, ktory jest stosowany do utrzymywania pH w badaniach biochemicznych na
zywych komorkach. Roztwory HEPES o stezeniu 10 mM nie powodowaly zmian w
procesie formowania membran.
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Rys. 13.9. Pojemno$¢ formujacych si¢ membran w obecnosci pochodnych
fenotiazyny. Roztwor formujacy: fosfatydylocholina w n-dekanie 10 mg/ml.

Elektrolit: 0.1M KCI, a) 2:10-*M promazyna, b) 2-10-“M chloropromazyna.
Otwor 1 mm. Temperatura 24 °C.

Gdy roztwér wodny zawieral pochodne fenotiazyny, proces formowania
bardzo mocno zmieniat si¢. Pojemnos$¢ uformowanych membran byla znacznie

nizsza i mniej stabilna (Rys. 13.9). Membrany staly si¢ bardziej wrazliwe na
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wstrzasy. Pole powierzchni dwuwarstw bylo znacznie mniejsze, niz dla membran
bez obecnosci fenotiazyn. Znacznie mniej wyrazna byla granica pomigdzy
dwuwarstwg a obrzezem. W obszarze dwuwarstwy mozna byto zaobserwowac wiele
wtrgcen roztworu formujacego w postaci wysepek i smug. Dla st¢zen pochodnych
fenotiazyny 10-3M membrany nie formowaty sie. W chwili rozpoczecia si¢ tworzenia
dwuwarstwy (poczatek etapu B) membrany pgkaty.

Bioragc pod uwage obserwacje dokonane podczas badan oraz analizujac
przebieg krzywych pojemnosci formujacych si¢ membran w obecnosci rdznych
elektrolitow 1 dane z tabeli 13.4 mozna zauwazy¢ kilka prawidlowosci:

1. Jony o niewielkich rozmiarach, nie wnikajace do wnetrza membrany nie wptywaja
na przebieg procesu formowania membran.

2. Sita jonowa roztworu nie wplywa na przebieg procesu formowania. Wystepuja
jednak ograniczenia stosowanych stezen - dla elektrolitow o matym stezeniu
(>0.01M) wzrastaja btedy w pomiarze pojemnosci ze wzgledu na rezystancje
elektrod 1 elektrolitoéw. Duze stezenia elektrolitéw (>1M) tez nie sg korzystne ze
wzgledu na wzrost gestosci elektrolitu, ktéry powoduje trudnosci z
umieszczeniem kropli roztworu formujacego w otworze, silnie wypychanego ku
powierzchni roztworu wodnego (duza réznica ggstosci roztworu formujacego i
elektrolitu).

3.Jony jodkowe, wnikajace do wnetrza membrany, nie zaklocajg procesu
formowania membran.

4. Pochodne fenotiazyny silnie zakldcajg proces formowania dwuwarstw. Membrany
tworzg si¢ powoli, sg niestabilne, tatwo pekaja. Zajmuja niewielka cze$¢ pola
powierzchni otworu. Juz przy stosunkowo niewielkich stezeniach fenotiazyn
(10-3M) membrany nie dajg si¢ utworzyc.

13.6. Napiecie przebicia membran

Badania wptywu potencjatu polaryzujacego na pojemnos¢ wymagaja tworzenia
membran o mozliwie duzej trwalo$ci na przebicie elektryczne. Niskie napigcie
przebicia ogranicza zakres stosowanych do badan potencjatow.

Informacji o napigciu przebicia dostarczaja badania chronowoltampero-
metryczne lub chronopotencjometryczne. Krzywe rejestrowane byty do momentu
przebicia membrany. Typowa krzywa chronowoltamperometryczna przedstawiona
jest na rys. 13.10. Na krzywych chronowoltamperometrycznych, tuz przed

zniszczeniem membrany wystepuja skoki pradu. Zwigzane jest to z odwracalnym
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przebiciem membrany. Powstajagce 1 zamykajace si¢ pory powoduja zmiany
przewodnictwa membrany i1 zmiany nat¢zenia pradu. Dalszy wzrost potencjatu
powoduje nieodwracalne przebicie i zniszczenie membrany.
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Rys. 13.10. Krzywa chronowoltamperometryczna dla membrany formowanej z
fosfatydylocholiny rozpuszczonej w n-dekanie, 20 mg/ml. Elektrolit
0.1IM KCIl, 10mM HEPES, pH 7.0. Szybko$¢ polaryzacji 10 mV/s.
Temperatura 25 °C. Otwoér 1.1 mm.

W tabeli 13.5 przedstawiono wyniki pomiardw napigcia przebicia dla
roztworéw formujacych 1 roztwordéw elektrolitow o réznym skladzie. Napiecie
przebicia membran zalezy zaréwno od rodzaju lipidow tworzgcych membrane, jak
rowniez od sktadu roztworu elektrolitu.

Uzyskane wyniki napigcia przebicia dla tworzonych membran nie odbiegaja
wyraznie od wynikow podawanych w publikacjach [35,151-157]. Membrany z
fosfatydylocholiny z dodatkiem cholesterolu sg bardziej odporne na przebicie niz
membrany z samej fosfatydylocholiny. Niektére membrany zawierajace cholesterol
wytrzymywaly napiecia powyzej 400 mV.

Wyniki zawarte w tabeli 13.5 wyraznie wskazuja na znaczne zmniejszenie
odpornosci membran na przebicie elektryczne w obecnosci pochodnych fenotiazyny,

ktore powodujg rowniez destabilizacje procesu formowania membran.
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Tab. 13.5. Napiecie przebicia membran. Dla kazdego sktadu wykonano pomiary dla
8-30 membran.

Napigcie

Sktad roztworu formujacego Sktad roztworu elektrolitu przebicia
[mV]

fosfatydylocholina w dekanie | k) 0.1Mm 194 + 27
20 mg/ml
fosfatydylocholina- KCl 0.1M 241 + 43
cholesterol
4.1 w dekanie 20 mg/ml
fosfatydylocholina- KCl 0.1M 295 4+ 31
cholesterol
7:3 w dekanie 20 mg/ml
azolektyna w dekanie KCl 0.1M 209 + 25
20mg/ml
fosfatydylocholina w dekanie | KCI1 0.1M 141 + 25
20 mg/ml promazyna 10-*M
fosfatydylocholina w dekanie | KCI1 0.1M 107 + 36
20 mg/ml promazyna 2-104M
fosfatydylocholina w dekanie | KCI 0.1M 103 + 28
20 mg/ml promazyna 5-10-M
fosfatydylocholina w dekanie | KCI 0.1M 109 + 28
20 mg/ml chloropromazyna 10-4M
fosfatydylocholina w dekanie | KCI1 0.1M 113 + 17
20 mg/ml chloropromazyna 2-10-*M
fosfatydylocholina w dekanie | KCI1 0.1M 115 + 28
20 mg/ml tiorydazyna 10-*M

13.7. Rezystancja membran

Przy badaniach pojemno$ci membran, szczegdlnie membran z potencjatem
polaryzujacym dochodzacym do ponad 200 mV wazna jest rezystancja membran.
Nie moze ona przyjmowa¢ zbyt malych warto$ci ze wzgledu na mozliwos¢
powstawania btedéw w pomiarach pojemnosci.

Rezystancja membran wyznaczana byla na podstawie krzywych
chronowoltamperometrycznych. Zalezno$¢ pradu plynacego przez membrany od
przytozonego potencjatu dla poczatkowej czesci krzywej jest liniowa (Rys. 13.10).
Rezystancje wyznaczano na podstawie nachylenia krzywej metoda najmniejszych
kwadratéw w zakresie od 0 do 100 mV. W niektorych uktadach wystepujg jednak
odchylenia liniowos$ci krzywych chronowoltamperometrycznych (Rys. 13.11). Dla
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membran formowanych w obecnosci gramicydyny D rezystancja wyznaczana byta
dla zakresu 0 - 75 mV. Wyniki przedstawione sg w tabeli 13.6.
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Rys. 13.11. Krzywa chronowoltamperometryczna dla membrany w obecnosci
gramicydyny. Roztwér formujacy: fosfatydylocholina w n-dekanie,

20 mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI, 33-106M gramicydyna D. Szybkosc¢
polaryzacji 10 mV/s. Temperatura 24 °C. Otwér 1 mm.

Jako membrany wzorcowe mozna potraktowa¢ membrany tworzone z
fosfatydylocholiny w obecnosci 0.1M KCl. Sposréd danych prezentowanych w tabeli
13.6 uwage zwracaja dane dla membran tworzonych w obecnosci KJ i gramicydyny
D, ktoérych rezystancje sa wielokrotnie mniejsze niz dla pozostatych uktadow.

Pochodne fenotiazyny takze maja wplyw na rezystancj¢ membran - CO
najmniej kilkakrotnie ja zmniejszaja. Przedstawione pomiary nie pozwalajg jednak
na stwierdzenie, czy spowodowane jest to przenoszeniem fadunkéw elektrycznych
przez membrane¢ przez dyfundujace jony fenotiazyn (sg one stabymi zasadami), czy
naruszeniem struktury membran.

Z drugiej strony, uwage zwraca kilkakrotnie wigksza rezystancja membran
formowanych z azolektyny. Réwniez membrany zawierajace cholesterol posiadaja
rezystancj¢ nieco wyzsza, niz membrany tworzone z samej fosfatydylocholiny.

Cholesterol powoduje gestsze upakowanie wewnatrz czgsci  hydrofobowej
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membrany, a jednocze$nie zapewnia duza plynno$¢ centralnej czgsci membrany

[16,17,231]. Grupa -OH cholesterolu tworzy wigzania wodorowe z grupami >CO

wigzan estrowych fosfolipidow. Wiasciwos¢ ta jest sprzyjajaca w zmniejszaniu

przepuszczalno$ci membran, objawiajgca si¢ wzrostem ich rezystancji.

Tab. 13.6. Rezystancja membran. Dla kazdego sktadu wykonano pomiary dla 6-16

membran.

Sktad roztworu formujacego Sktad roztworu elektrolitu Rezystancja
[MQ-cm?]

fosfatydylocholina 20 mg/ml | k) 0.1M 16.4 + 6.5
dekan
fosfatydylocholina 10 mg/ml | kcj0.1M 97+3.1
dekan-butanol 3:2
fosfatydylocholina 10 mg/ml | kgr 0.1M 34+1.1
dekan-butanol 3:2
fosfatydylocholina 10 mg/ml | k3 0.1 M 0.017 + 0.006
dekan-butanol 3:2
fosfatydylocholina- KCI 0.1M 47.4+22.4
cholesterol
4:1 20 mg/ml w dekanie
fosfatydylocholina- KCl 0.1M 28.5 + 8.0
cholesterol
7:3 20 mg/ml w dekanie
azolektyna 20 mg/ml KCl 0.1M 138 + 38
dekanie
fosfatydylocholina 20 mg/ml | KCI1 0.1M 35409
dekan promazyna 10-*M
fosfatydylocholina 20 mg/ml | KCI 0.1M 25+04
dekan promazyna 5-10-*M
fosfatydylocholina 20 mg/ml | KCI 0.1M 15+0.2
dekan chloropromazyna 10-4M
fosfatydylocholina 20 mg/ml | KCI 0.1M 11+02
dekan chloropromazyna 2-10-*M
fosfatydylocholina 20 mg/ml | KCI 0.1M 23+05
dekan tiorydazyna 10-4M
fosfatydylocholina 20 mg/ml | KCI 0.1M 0.014 + 0.006

dekan

gramicydyna 33:10-6M

13.8. Podsumowanie rozdzialu

Proces formowania

powszechnie wykorzystywany podczas

si¢ dwuwarstwowych membran

lipidowych, tak

badan zjawisk membranowych, jest
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traktowany jako malo interesujacy etap badan. Lepsze zrozumienie tego etapu
pozwala jednak na glebsze spojrzenie na zjawiska membranowe, gdzie wtasciwosci
dwuwarstwy w duzym stopniu uzaleznione sg od jego przebiegu. Rowniez obecnos¢
obrzeza Plateau-Gibbsa o masie o kilka rzedow wielkosci wigkszej od masy
dwuwarstwy, pozostajacego w roéwnowadze z membrang, w znacznym stopniu
decyduje o jej wlasciwosciach. Obserwacje dokonane podczas badan pojemnos$ci
formujacych si¢ membran zostaly zebrane w trzech podrozdziatach.

Przy badaniach sztucznych membran lipidowych duza trudno$¢ sprawia
wypracowanie metodyki tworzenia membran. Na proces formowania membran
wplywa geometria otworu, w ktorym tworzona jest membrana, sposob umieszczania
kropli roztworu formujgcego w otworze, ilo$¢ tego roztworu. Bardzo waznym
elementem decydujacym o parametrach uzyskiwanych membran jest czystos$¢
naczynia i roztworéw. Zdarza sie, ze rezystancje kolejno tworzonych membran moga
rozni¢ si¢ migdzy sobg nawet 10-100 razy. Przyczyng takiej sytuacji mogly by¢
zanieczyszczenia dostajace si¢ do roztworow np. z kurzu. Czastki wbudowujace si¢
w membran¢ mogg przewodzi¢ prad elektryczny lub tworzy¢ w membranie defekty
umozliwiajace przeplyw jondéw. Stosowane roztwory wodne musialty by¢
przechowywane w lodéwce, aby nie dopusci¢ do rozwoju w nich mikroorganizmow.
Spos6b mycia naczynia i stosowane do tego Srodki rowniez wptywaja na uzyskiwane
wyniki. Uzycie niektorych powszechnie stosowanych s$rodkéw myjacych moze

spowodowac¢ wielokrotne zmniejszenie rezystancji membran.

13.8.1. Proces tworzenia si¢ dwuwarstwowych membran lipidowych

Na poczatku rozdzialu przedstawiony zostat typowy przebieg pojemnosci
podczas tworzenia si¢ dwuwarstwy (Rys. 13.1). Wyrdznione zostaly cztery etapy A-
D podczas procesu formowania dwuwarstwy. Podczas kazdego z tych etapow
zachodzg charakterystyczne dla niego zjawiska fizykochemiczne. Zostaly one
opisane w tabeli 13.6.

Sktad roztworu formujacego 1 roztworu wodnego decyduje o przebiegu
poszczegbdlnych etapow. W pracy nie badano temperaturowych zaleznos$ci. Pomiary
wykonywane byly w temperaturze pokojowej. Przy stosowaniu naturalnych lipidow,
ktore sa mieszaning czasteczek o *tancuchach weglowych o réznej dhlugosci i
zawartosci wigzan podwojnych brak jest wyraznych przejs¢ fazowych. W tej sytuacji

doktadna stabilizacja temperatury nie byta konieczna.
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Tab. 13.6. Opis procesu formowania membran.

Opis

Po umieszczeniu kropli roztworu formujacego w
otworze pojemnos¢ membrany jest niewielka 1 powoli
wzrasta. Roztwor formujacy z wnetrza membrany
przemieszcza si¢ do obrzeza - grubos¢ membrany
zmniejsza si¢. Czg$¢ rozpuszczalnika 1 lipidow
rozpuszcza si¢ w fazie wodnej.

Lipidy z przeciwlegtych monowarstw zblizaja si¢ do
siebie 1 tworzg dwuwarstwe, ktora szybko powigksza
swoje pole powierzchni. Pojemno$¢ membrany szybko
wzrasta. Obrzeze zaczyna przyjmowac ksztalt torusa.
Napigcie powierzchniowe obrzeza powoduje dazenie do
zmniejszenia jego pola powierzchni - roztwor
formujacy wysysany jest z pomi¢dzy monowarstw.

Pomigdzy = monowarstwami  pozostaje  jeszcze
rozpuszczalnik 1 micele utworzone z czasteczek
lipidow. Micele powoli ulegaja rozpadowi i
wbudowaniu w monowarstwy. Ustala si¢ rownowaga
rozktadu wszystkich sktadnikéw pomiedzy obrzezem,
roztworem wodnym i dwuwarstwa.

Réwnowaga pomiedzy poszczegdlnymi sktadnikami
uktadu jest wustalona. Przy braku czynnikow
zaktocajagcych rownowage pojemnos¢ membrany, a tym
samym pole powierzchni dwuwarstwy 1 grubos¢
membrany sg stabilne.
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Substancje wykorzystywane w badaniach powodowaty réznego rodzaju
oddziatywania z membrang. Z charakterystycznych efektow nalezy wymieni¢ wptyw
alkoholi na przebieg procesu formowania i stabilno$¢ uzyskanych membran.
Powodowaly one znaczne skrdcenie etapu rozrastania si¢ powierzchni dwuwarstwy,

a takze w wielu przypadkach skrocenie etapu C niemal do zera.

13.8.2. Rola obrzeza w procesie formowania membran

Warunkiem tworzenia si¢ i stabilno$ci membran jest obrzeze dobrze zwilzajace
przegrode. Stanowi ono element przejsciowy pomigdzy przegroda a dwuwarstwa.
Jego elastyczno$¢ zapewnia state napinanie membrany i w miar¢ potrzeby umozliwia
wzrost pola powierzchni dwuwarstwy, np. w wyniku odksztalcen mechanicznych
dwuwarstwy. Obrzeze, wskutek istnienia napigcia powierzchniowego, dazy do
minimalizacji pola swojej powierzchni. Powoduje przy tym wysysanie roztworu
formujacego z wnetrza membrany. W stanie rOwnowagi, gdy membrana jest
uformowana, potencjaly chemiczne poszczegélnych sktadnikéw ukladu wewnatrz
dwuwarstwy 1 obrzeza s3 sobie rowne. Grubo$¢ membrany, a tym samym jej
pojemno$¢ specyficzna jest funkcja réwnowagi termodynamicznej pomigdzy
obrzezem a dwuwarstwa.

Oddzialywania hydrofobowe moga by¢ czynnikiem stabilizujagcym membrany.
Obecnos¢ alkoholu w roztworze formujacym poprawia stabilno$¢ membran. Dzigki
istnieniu polarnej grupy -OH w czasteczce alkoholu, czgsteczki roztworu
formujacego wymagaja wigkszej energii, aby przeptyna¢ z obrzeza do wngtrza
membrany, pomi¢dzy monowarstwy. Jezeli jako rozpuszczalnik stosuje si¢ lekkie
weglowodory, tatwo one wchodza pomigdzy monowarstwy ze wzgledu na
podobienstwo oddziatywan pomiedzy tancuchami weglowymi lipidow a
oddziatywan fancuchow z czasteczkami weglowodorow.

Pochodne fenotiazyny, =zakldcajace przebieg procesu formowania si¢
dwuwarstwy, z jednej strony zmieniaja wilasciwosci dwuwarstwy, z drugiej
oddziatywuja na obrzeze. Podczas obserwacji membrany w §wietle przechodzacym
mozna zauwazy¢, ze w stosunku do membran formowanych bez obecnosci
pochodnych fenotiazyny, obserwowane potaczenie dwuwarstwy z obrzezem jest
mniej ostre 1 mniej kontrastowe. Wskazuje to na zmniejszenie kata kontaktu
membrany z obrzezem a, ktory jest funkcja napigcia powierzchniowego obrzeza.
Zmniejszenie napigcia powierzchniowego objawia si¢ rowniez obecno$cia smug
roztworu formujacego w obszarze dwuwarstwy (Rys. 13.2, E) - mniejsza jest sita

wysysajaca nadmiar rozpuszczalnika z wnetrza membrany.
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13.8.3. Dobor skladu roztworu formujgcego i elektrolitu

Wyniki badan procesu formowania pozwalaja okreslenie sktadu membran i
roztworow, przy ktorych mozliwe jest uzyskanie korzystniejszych parametrow
membran. Obserwacje dotyczace stabilno§ci membran mozna zebra¢ w kilku
punktach:

1. Sposrod wykorzystywanych weglowodoréw do tworzenia membran najbardziej
odpowiedni jest dekan. Daje membrany o wzglednie dobrej stabilnosci i trwatos$ci.
Uktad badany jest stosunkowo prosty, brak jest skladnikéw dodatkowo
komplikujacych uktad.

2. Dodatek alkoholu powoduje zmiany procesu formowania dwuwarstw polegajace
na skréceniu etapéw A-C. Szczegolnie etap B jest zmieniony - wzrost pojemnosci
jest bardzo szybki i niemal prostoliniowy. Dla wielu membran formowanych o
obecnosci alkoholu etap C zanika. ROwnowaga ustala si¢ niemal natychmiast po
zakonczeniu etapu B. Pojemno$¢ membran po uformowaniu jest bardzo stabilna.
Dodatek alkoholu wptywa korzystnie na przebieg procesu formowania. Powoduje
on jednak komplikacje badanego uktadu, gdyz zwigksza si¢ liczba sktadnikéw
membrany. Ilo§¢ alkoholu pozostajagcego w membranie jest nieokreslona, a takze
nieznany jest sposOb jego rozmieszczenia w membranie. St¢zenie alkoholu
wewnatrz membrany i wewnatrz obrzeza moga by¢ rézne. Obecnos¢ alkoholu
wewnatrz membrany moze by¢ nieistotna, gdy membrany wykorzystywane sg do
tworzenia czujnikoéw. Wazna jest w tym wypadku stabilno$¢ membrany i jej
reakcja na okre$lone czynniki zewngtrzne.

3. Bardziej stabilne membrany uzyskuje si¢ stosujagc mieszaniny lipidow. Najmnie;j
stabilne membrany uzyskuje si¢ stosujac fosfatydylocholing o duzej czystosci
(99%). Fosfatydylocholina o czystosci 60% tworzy membrany bardziej stabilne.
Dodatek cholesterolu powoduje zwickszenie stabilnosci i1 powtarzalno$ci
membran. Wydluza si¢ jednak czas tworzenia membran. Trwate i stabilne
membrany uzyskuje si¢ z azolektyny z soi, ktoéra jest mieszaning
fosfatydylocholiny, kefalin, inozytolu i innych lipidéw.

4. Rodzaj i stezenie elektrolitu podstawowego nie zmienia w istotny sposob procesu
formowania membran. Na proces formowania membran wplywaja jednak
substancje zdolne do wnikania do wne¢trza membrany i zmieniajace ptynnosé
membran (pochodne fenotiazyny). Powoduja one zmniejszenie odpornosci
membran na przebicie elektryczne 1 zmniejszaja rezystancj¢ membran.

5. Jony jodkowe pomimo wnikania do wngtrza membrany nie powoduja zmian w

przebiegu procesu formowania membran i ich stabilnos$ci. Powoduja jednak tak
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znaczne zmniejszenie rezystancji membran, ze pomiary ich pojemnoS$ci przy

narzuconym potencjale polaryzujagcym sg obarczone zbyt duzym btedem.

14. Wptyw wielkosci obrzeza na pojemnosé specyficzng
membran

Pojemnos$¢ specyficzna membran jest jednym z najlepiej odtwarzalnych
parametrow fizykochemicznych membran. Jednak mimo to wartosci pojemnos$ci
specyficzne] podawane przez wielu autoréw dla tych samych uktadow przyjmuja
wartosci roéznigce si¢ o kilkadziesigt procent. W rozdziale 6 przedstawione zostaty
opisane w literaturze czynniki wplywajace na pojemnos$¢ specyficzng membran
lipidowych. Wyniki przedstawione w tym rozdziale wskazujg kolejny czynnik, od

ktorego zalezy pojemnos¢ specyficzna dwuwarstwowych membran lipidowych.

b) C)

Rys. 14.1. Przekrdj przez przegrod¢ z membrang lipidows. a) gruba membrana,
bezposrednio po umieszczeniu kropli roztworu formujacego w otworze, b)
membrana o matym polu powierzchni dwuwarstwy 1 duzym obrzezu, c)
dwuwarstwa lipidowa otoczona obrzezem o malej objetosci.

Po umieszczeniu kropli roztworu formujacego w otworze, poczatkowa

pojemnos¢ grubej membrany wynosi kilka do kilkunastu pikofaradow (Rys. 14.1a).
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Grubos¢ takiej membrany jest rzedu mikrometrow, jest wigc o trzy rzedy wielkosci
wicksza od grubosci dwuwarstwy [1,35,167]. Utworzenie si¢ dwuwarstwy powoduje
powstanie dwodch faz - obrzeza Plateau-Gibbsa i dwuwarstwy (Rys. 14,1b,c). W
zaleznosci od ilosci roztworu formujacego znajdujacego si¢ w otworze i
powlekajacego przegrode mozna uzyska¢ membrany rdéznigce si¢ miedzy sobg
wielko$cig obrzeza otaczajagcego dwuwarstwe 1 polem powierzchni dwuwarstwy.
Calkowita pojemno$¢ membrany znajdujacej si¢ w otworze rowna jest sumie

pojemnosci dwuwarstwy 1 pojemnosci obrzeza:
C=C,-S,+C;-S; (14.1)

gdzie: Cu - pojemnos¢ specyficzna membrany
Sp - pole powierzchni dwuwarstwy
Cg - pojemnos¢ specyficzna obrzeza

Sg - pole powierzchni obrzeza

22—
C,nF
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Rys. 14.2. Zalezno$§¢ pojemnosci membrany od stosunku pola powierzchni
dwuwarstwy do pola powierzchni otworu Sp/S,. Roztwor formujacy:
fosfatydylocholina w dekanie 20 mg/ml. Elektrolit 0.1M KCI. Temperatura
pomiaréw 25+1°C. Srednica otworu: 1mm.
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Pojemno$¢ specyficzna obrzeza Cz z uwagi na jego geometri¢ i grubosé
[1,35,167] jest co najmniej kilkaset razy mniejsza od pojemnosci specyficznej
dwuwarstwy. Z niewielkim btgdem mozna wigc przyjac, ze pojemnos¢ dwuwarstwy
rowna jest catkowitej pojemnosci membrany. Przy statej warto$ci pojemnosci
specyficznej membrany C,, mozna oczekiwac liniowej zalezno$ci pomiedzy polem
powierzchni dwuwarstwy a catkowita pojemnoscig membrany. Wykres taki
przedstawiony jest na rysunku 14.2. Na wykresie na osi x podane jest wzglgdne pole
powierzchni dwuwarstwy Sp/S, - stosunek pola powierzchni dwuwarstwy do pola
powierzchni otworu. Mozna oczekiwac, ze ekstrapolacja do zerowej wartosci pola
powierzchni dwuwarstwy da warto§¢ pojemnosci zblizong do pojemnosci grube;j
membrany, t.j. kilka do kilkunastu pikofaradow.

Przy pomocy metody najmniejszych kwadratéw obliczono wspotczynniki
roOwnania opisujacego prosta dopasowang do punktéw eksperymentalnych z rysunku
14.2. Dla zerowej warto$ci Sp/Sg, obliczona pojemnos¢ réwna jest 0.213+0.060 nF.
Jest to warto$¢ ponad dziesigciokrotnie wigksza, niz ta, ktorej mozna byto
oczekiwaé. Analizujgc przyczyny takiej sytuacji, nalezy rozpatrywaé nastepujace
mozliwosci:

1. Pojemnos$¢ specyficzna obrzeza posiada duza wartos¢, okoto 1/10 pojemnosci
specyficznej dwuwarstwy. W tej sytuacji obrzeze musiatoby mie¢ $rednig grubos¢
okoto dziesigciokrotnie wiekszag od grubosci membrany t.j. kilkadziesigt
nanometrow. Mniejsze wartosci kata kontaktu obrzeza z dwuwarstwa dawatyby
mniejszg S$rednig grubo$¢ obrzeza, a przy tym wigkszg jego pojemnosc.
Minimalny zaobserwowany kat kontaktu obrzeza z dwuwarstwg (Rys. 15.5)
wynosi 1°53', jednak typowe wartosci kata kontaktu wynoszg 20-30° [220].
Srednia grubo$é obrzeza dla najmniejszej wartoéci kata kontaktu wynositaby
kilkanascie mikrometrow, co by dalo pojemnos¢ obrzeza rzedu kilku
pikofaradéw. W tej sytuacji nalezy wykluczy¢ mozliwos$¢ istnienia obrzeza o
duzej pojemnosci specyficznej, w istotny sposob wplywajacej na catkowity
pojemnos$¢ membrany.

2. Pojemnos$¢ specyficzna dwuwarstwy C,, nie jest wartoscia stalg i zmienia si¢ w
zaleznosci od wielko$ci obrzeza i dwuwarstwy. Nalezato wiec sprawdzi¢, czy
pojemnos¢ specyficzna dla wszystkich wykorzystanych do eksperymentu
membran jest jednakowa. Wyznaczone warto$ci pojemnosci specyficznej w
funkcji wzglednego pola powierzchni dwuwarstwy dla poszczegolnych membran
przedstawione zostaty na rysunku 14.3. Pojemnos$¢ specyficzna membran

zmniejsza si¢ przy wzroscie pola powierzchni dwuwarstwy. Zalezno$¢ ta moze
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tlumaczy¢ powstate roznice pomiedzy wartoscig pojemnosci wynikajaca z

ekstrapolacji na rysunku 14.2 a wartos$cig oczekiwana.
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Rys. 14.3. Wykres zalezno$ci pojemnosci specyficznej od wzglednego pola
powierzchni dwuwarstwy. Roztwor formujacy: fosfatydylocholina w
dekanie 20mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI. Temperatura pomiarow 25+1°C.
Srednica otworu: Imm. Prosta dopasowana do punktow za pomoca metody
najmniejszych kwadratow.

Do punktow przedstawionych na rysunku 14.3 zostalta dopasowana prosta.
Zastosowano metod¢ najmniejszych kwadratow. Wspotczynnik korelacji przyjat
wartos¢ 0.794. Wartos¢ ta wskazuje na istnienie zaleznos$ci pomi¢dzy pojemnoscia
specyficzng a wzglednym polem powierzchni dwuwarstwy. Ekstrapolacja do
wartosci wzglednego pola powierzchni rownego 0 1 100% daje wartoSci pojemnosci
specyficznej 0.428 i 0.213 uF/cm2. Roznice w uzyskanych pojemnosciach
specyficznych membran o ré6znym polu powierzchni sg dos¢ duze. Uzyskane wyniki
wskazuja na zalezno$¢ grubosci membrany od wielkosci obrzeza. W wyniku zmiany
wielko$ci obrzeza zmienia si¢ stan rownowagi dystrybucji rozpuszczalnika pomigdzy
dwuwarstwg a obrzezem, pole powierzchni dwuwarstwy 1 kat kontaktu dwuwarstwy
z obrzezem a (Rys. 15.5, str 123). Analogiczne wyniki uzyskali Brullemans i
Tancréde [183] dla membran tworzonych z monowarstw. W swoich badaniach
geometri¢ obrzeza zmieniali stosujagc przegrody o rdéznej grubosci. Dla grubszej

przegrody uzyskiwali membrany o wigkszej pojemnosci specyficzne;.
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W tabeli 14.1 przedstawione sg rowniez wartosci pojemnosci specyficznej dla
membran formowanych w obecno$ci pochodnych fenotiazyny i membran z
dodatkiem cholesterolu. Na podstawie danych z tabeli mozna sadzi¢, ze zaréwno
cholesterol, jak tez pochodne fenotiazyny spowodowaty zmniejszenie pojemnosci
specyficznej membran. Jednak w porownaniu z membranami bez tych dodatkdw,
zajmuja one wigksze pole powierzchni. W tej sytuacji bardziej rozsagdne wydaje si¢
poréwnanie pojemnosci
powierzchni membran.

specyficznych membran przy uwzglednieniu pola

Tab. 14.1. Pojemno$¢ specyficzna membran i $rednie wzgledne pole powierzchni
dwuwarstw lipidowych Sj/S,. Dla kazdego sktadu wykonano pomiary dla

6-16 membran.

Sktad roztworu Pojemnos¢ Wzgledne pole

Roztwor formujacy elektrolitu specyficzna powierzchni
[uF/cm?] dwuwarstwy

fosfatydylocholina KCI 0.1M 0.327 £0.036 | 0.470+0.148
w dekanie 20 mg/ml
fosfatydylocholina KCI 0.1M 0.327 £0.022 | 0.444 +0.102
w dekanie 20 mg/ml | promazyna 10-4M
fosfatydylocholina KCI 0.1M 0.297 £0.024 | 0.557 +0.207
w dekanie 20 mg/ml | chloropromazyna 10-*M
fosfatydylocholina KCI 0.1M 0.278 £ 0.019 | 0.630 +0.149
w dekanie 20 mg/ml | tiorydazyna 10-4M
fosfatydylocholina- | KCI 0.1M 0.308 £ 0.019 | 0.634+0.121
cholesterol 9:1 w
dekanie 20 mg/ml
fosfatydylocholina- | KCI 0.1M 0.299 £ 0.020 | 0.758 +£0.114
cholesterol 4:1 w
dekanie 20 mg/ml

Pochodne fenotiazyny znane s3 jako $rodki miejscowo znieczulajace. Z
tatwoscia wnikaja do wngtrza membran i zmieniajg ich ptynno§¢ [227-229].
Obecnos¢ atomow siarki, azotu i chloru w czasteczkach pochodnych fenotiazyny
powoduje zwigkszenie ich przenikalnosci elektrycznej w stosunku do
weglowodorow. Mozna wigc oczekiwaé, ze czgsteczki fenotiazyn wnikajace do
wnetrza membrany bedg zwigkszac jej przenikalno$¢ elektryczng, a co za tym idzie,

jej pojemnos¢ specyficzng. Eksperyment nie potwierdza tych przypuszczen. Gdy w
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roztworze wodnym obecne sa pochodne fenotiazyny, pojemno$¢ specyficzna
membran jest mniejsza (Tab. 14.1). Gdy jednak punkty pomiarowe zostang
naniesione na wykres pojemnosci specyficznej w funkcji wzglednego pola
powierzchni dwuwarstwy, nie odbiegaja one w istotny sposoéb od prostej
wyznaczone] bez obecnosci pochodnych fenotiazyny (Rys. 14.4). Rozrzut punktow
jest jednak wiekszy. Moze to wynika¢ z wigkszych btedéw zwigzanych z
niejednorodnoscig dwuwarstwy. W obecnosci pochodnych fenotiazyny w
dwuwarstwach wystepowaly wtracenia roztworu formujgcego w postaci wysepek i
smug. Powodowato to zwigkszenie btedow przy wyznaczaniu pola powierzchni

dwuwarstwy, jak rowniez zaktdcato rownowage uktadu dwuwarstwa-obrzeze.
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Rys. 14.4. Wykres zalezno$ci pojemno$ci specyficznej od wzglednego pola
powierzchni dwuwarstwy. Roztwor formujacy: fosfatydylocholina w
dekanie, 20mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI z pochodnymi fenotiazyny o

stezeniu 10™#M, o -promazyna, - chloropromazyna, X - tiorydazyna.

Temperatura pomiaréw 25+1°C. Srednica otworu: 1mm. Narysowana prosta
jest dla membran bez fenotiazyn (z rysunku 14.3).

Membrany formowane z mieszaniny fosfatydylocholiny z cholesterolem
posiadaja pojemnos¢ specyficzng nizszg, niz membrany z samej fosfatydylocholiny
(Tab. 14.1). Punkty pomiarowe umieszczone na wykresie na tle prostej otrzymanej
dla samej fosfatydylocholiny lezg powyzej prostej (Rys. 14.5). Dla membran o tym
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samym polu powierzchni pojemnos$¢ specyficzna membran z cholesterolem
przyjmuje wyzszg wartos¢. Zmniejszenie pojemnosci specyficznej membran z

dodatkiem cholesterolu jest wiec tylko pozorne.
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Rys. 14.5. Wykres zaleznosci pojemnosci specyficznej od wzglednego pola
powierzchni dwuwarstwy. Roztwor formujacy: e - fosfatydylocholina-

cholesterol 4:1, « - fosfatydylocholina-cholesterol 9:1 w quanie, 20mg/ml.
Elektrolit: 0.1IM KCIl. Temperatura pomiarow 25+1°C. Srednica otworu:
Imm. Narysowana prosta jest dla membran bez cholesterolu (z rysunku
14.3).

Przy przedstawianiu wynikéw nalezalo wybra¢ mozliwie prosty parametr,
liczbowo opisujacy rozmiar dwuwarstwy 1 obrzeza. Wybrany zostal stosunek
pomigdzy polem powierzchni dwuwarstwy a polem powierzchni otworu Sp/Sg.
Wyniki eksperymentdw zaprezentowane w tym rozdziale wskazuja na istnienie
zalezno$ci pomigdzy wielkoscig obrzeza otaczajacego dwuwarstwe a pojemnoscia
specyficzng membrany. Wyniki te wskazuja na konieczno$¢ uwzgledniania wielko$ci
dwuwarstwy przy badaniach, w ktoérych wykorzystuje si¢ pomiary pojemnosci

specyficznej membran i zmian tej pojemnosci.
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Podczas tworzenia membran metoda Muellera-Rudina nie jest mozliwe
kontrolowanie wielko$ci 1 geometrii obrzeza. Cz¢s¢ roztworu formujacego
natychmiast wyptywa na powierzchni¢ roztworu wodnego, pozostata cze$¢ rozptywa
si¢ po powierzchni przegrody. Resztki roztworu formujacego pozostate z wezesniej
tworzonych membran rowniez wplywaja na ilo§¢ roztworu formujacego
otaczajacego membrang.

Substancje obecne w roztworze formujagcym lub w roztworze wodnym
zmieniajg nie tylko wlasciwosci samej membrany, ale takze whasciwosci obrzeza
Plateau-Gibbsa. Szczegdlnic ma to duze znaczenic w przypadku membran
tworzonych metodg Muellera-Rudina. Wewnatrz membrany pozostaje pewna ilos¢
rozpuszczalnika, powodujac zwiekszenie jej grubosci. Ilos¢ tego rozpuszczalnika
zalezy od réwnowagi, jaka ustali si¢ pomiedzy membrang a obrzezem. Zmiany
napigcia powierzchniowego obrzeza powodujg zmiany jego geometrii 1 zmiany sily
wysysajacej rozuszczalnik z wnetrza membrany. Substancje mogace wnika¢ do
wnetrza membrany 1 powodujgce zmiane jej przenikalnosci elektrycznej moga
jednoczesnie zmienia¢ wilasciwosci obrzeza. W efekcie koncowym pojemnosé
specyficzna moze zmienia¢ si¢ przeciwnie do spodziewanych zmian. Wilasciwosci
obrzeza pomijane s3 przez wigkszos¢ badaczy podczas interpretacji wynikow.
Jedynie niektorzy z nich podkres$lajg istotne znaczenie wilasciwo$ci obrzeza i zmian
jego parametrow [1,168,220,232].

15. Badanie zmian pojemnosci pod wplywem potencjatu
polaryzujacego

Wyniki badan zjawiska zmian pojemnos$ci pod wpltywem potencjatu
przedstawione s3 w pracach wielu autoréow [2,61,63,89,163,168,173-178]. Na
podstawie analizy danych literaturowych nie udato si¢ uzyska¢ precyzyjnych
odpowiedzi na pytania:

* Czy tylko zjawisko elektrokompresji odpowiada za zmiany pojemnos$ci membran?

» Jakie s3 mechanizmy zmiany grubo$ci membrany po przylozeniu napigcia?

* Czy zmienia si¢ przenikalno$¢ elektryczna membran po przytozeniu napigcia?

 Jakie zmiany strukturalne zachodza w warstwie hydrofobowej i hydrofilowe;j
membrany po przylozeniu napigcia?

Na podstawie ogolnego rownania opisujacego pojemno$¢ membrany (rownanie
5.1) nalezy rozwazy¢ zmiang trzech parametréw membrany: pola powierzchni

dwuwarstwy, grubos$ci i przenikalnosci elektrycznej membrany. Nalezy wzia¢ pod
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uwage, ze pojemnos¢ membran zdeterminowana jest gltownie przez pojemnos¢
warstwy hydrofobowej. Zmiany pojemnosci tej warstwy moga by¢ jednak tylko
zmianami wtérnymi, majacymi swe zrodlo w zmianach parametrow warstw
hydrofilowych i obrzeza. Przy badaniach zjawiska zmiany pojemno$ci membran pod
wplywem potencjalu nalezy spodziewac¢ si¢ wiec wielu rownolegle zachodzacych
procesow.
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Rys. 15.1. Przebieg napigciowy (a) i pojemno$¢ membrany (b). Roztwér formujacy:
lecytyna w dekanie 20 mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI. Otwor: 1.1 mm.
Temperatura: 25 °C.

Wstepnych informacji o naturze zjawiska moze da¢ pomiar pojemnosci
membrany pobudzonej ciggiem prostokatnych impulséw elektrycznych (Rys. 15.1).
Potencjal kazdego kolejnego impulsu wyzszy byt od poprzedniego o 20 mV.
Analiza przebiegu pojemnosci membrany z rysunku 15.1 pozwala na kilka
wnioskow:

» wzrost amplitudy potencjalu powoduje wzrost pojemnosci,
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* zmiany pojemnosci pod wplywem potencjatu s3 odwracalne,
* zmiany pojemnosci po zmianie potencjalu poczatkowo sg szybkie, po czym
nastepuje etap powolnego stabilizowania si¢ pojemnosci.

Obserwujac membrane w $wietle przechodzacym podczas jej polaryzowania
mozna zauwazy¢, ze W miar¢ wzrostu potencjalu pole powierzchni dwuwarstwy
powigksza si¢, a obrzeze kurczy. Krawedz rozdzielajagca dwuwarstwe od obrzeza
staje si¢ wyrazniejsza (Rys. 15.2). Wizualna obserwacja membrany 1 pomiar jej
pojemnosci wskazuja na konieczno$¢ sprawdzenia, jak zmienia si¢ pole powierzchni

membrany w funkcji potencjatu polaryzujacego.

U=60mV

U =140 mV

Rys. 15.2. Fotografie membrany przy réznych potencjatach. Przebieg napi¢ciowy
byt podobny do przebiegu z rysunku 15.1, impulsy napigciowe i przerwy
mi¢dzy nimi trwaly po 10s. Fotografie wykonane byly po 9s od
przytozeniu napigcia. Roztwor formujacy: azolektyna w dekanie, 20 mg/ml.
Elektrolit: 0.1M KCI, 10mM HEPES, pH 7.0. Temperatura 23 °C.



122
15.1. Zmiany pola powierzchni dwuwarstwy

Na rysunku 15.3 przedstawione sg wyniki pomiaru pola powierzchni membran
przy roznych potencjatach. Na osi Y podane jest wzgledne pole powierzchni
dwuwarstwy t.j. stosunek pola powierzchni dwuwarstwy do pola powierzchni otworu
(Sp/Sp), W ktorym membrana byla tworzona. Dla membran tworzonych z tych
samych skladnikéw poczatkowe pola powierzchni dwuwarstw poszczegdlnych
membran roznily si¢ miedzy sobg. Przy wzroscie potencjalu réznice w polach
powierzchni dwuwarstw zmniejszaty sig. W tabeli 15.1 przedstawione sg wartosci
przyrostu pola powierzchni dwuwarstw w zalezno$ci od poczatkowego pola
powierzchni.
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Rys. 15.3. Zalezno$¢ wzglednego pola powierzchni dwuwarstwy od potencjalu
przytozonego do membrany. Roztwor formujacy: a) lecytyna-cholesterol 7:3
w dekanie, 20 mg/ml, b) azolektyna w dekanie, 20 mg/ml. Elektrolit: 0.1M
KCI.

Na podstawie przedstawionych wynikow mozna stwierdzi¢, ze pole

powierzchni dwuwarstw wzrasta przy polaryzacji membran. Zmiany sg tym wigksze,
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im mniejsze jest poczatkowe pole powierzchni dwuwarstwy (Tab. 15.1).
Obserwowane zmiany pola powierzchni dwuwarstwy dochodzity do kilkunastu
procent.

Tab. 15.1. Przyrost wzglednego pola powierzchni dwuwarstw lipidowych przy
potencjale 100 mV.

Roztwor formujacy Elektrolit Poczatkowe Przyrost pola
pole pow. [%] pow. [%]

Lecytyna 20 mg/ml 0.1M KCI 64.4 6.6

w dekanie

Lecytyna-cholesterol 7:3 0.1M KClI 69.8 4.1
20 mg/ml w dekanie

Lecytyna-cholesterol 7:3 0.1M KClI 79.6 3.1
20 mg/ml w dekanie

Azolektyna 20 mg/mi 0.1M KClI 52.7 7.0

w dekanie

Azolektyna 20 mg/ml 0.1M KCI 62.2 4.9

w dekanie

Przyrost pola powierzchni dwuwarstwy kosztem zmniejszania si¢ rozmiaréw
obrzeza moze by¢ spowodowany dwoma czynnikami. Pierwszym z nich jest
elekrokompresja, ktéra powoduje S$ciskanie krawedzi obrzeza potaczonej z
dwuwarstwg 1 przejscie jej w dwuwarstwe (Rys. 15.4). Drugim czynnikiem jest
zmiana napig¢cia mi¢dzyfazowego na granicy obrzeze/roztwor wodny. Powstanie
réznicy potencjatow pomiedzy roztworami wodnymi moze powodowaé zwigkszenie
napigcia miedzyfazowego, ktéore powoduje dazenie do zmniejszania pola
powierzchni granicy migdzyfazowej. Zwigzana jest z tym zmiana ksztaltu obrzeza
(Rys. 15.5).

Strzatki na rysunku 15.4 przedstawiaja graficznie sity elektrostatyczne
pomig¢dzy powierzchniami membrany. Przy przej$ciu z dwuwarstwy w glab obrzeza,
sity elektrostatyczne szybko maleja, zgodnie z odwrotnoscia kwadratu odlegtosci
oddzialujacych powierzchni. Posuwajac si¢ w glab obrzeza, oddzialywania

elektrostatyczne przeciwlegtych powierzchni przestaja odgrywac rolg.
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Rys. 15.4. Sily elektrostatyczne F dziatajace w miejscu potaczenia dwuwarstwy z
obrzezem.

a) b)

Rys. 15.5. Zmiana ksztaltu obrzeza w wyniku polaryzowania membrany.

Mechanizm zmiany pola powierzchni dwuwarstwy mozna rozpatrywac na
bazie dwoch wymienionych zjawisk. Jednak wktad kazdego z tych zjawisk w badany
efekt moze by¢ mniej lub bardziej znaczacy. Przy probie oszacowania tego mozna

zwroci¢ uwage na zjawisko opisywane przez White'a przy tworzeniu membran z
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uzyciem skwalenu [62]. Proces rozpoczecia tworzenia dwuwarstwy (etap B) mozna
wywotac poprzez przylozenie napigcia do membrany np. o wartosci 100 mV. Czgsto
przylozenie napigcia do membran ze skwalenem byto konieczne, aby utworzenie
dwuwarstwy byto w ogbéle mozliwe.

Efekt ten rowniez obserwowany byt wielokrotnie podczas prowadzenia badan
opisywanych w tej pracy. Podczas etapu A wystarczyto kroétkie, kilkusekundowe
przylozenie napigcia, aby zapoczatkowaé proces powstawania dwuwarstwy. Czy sity
elektrokompresji odgrywaja role w tym efekcie? Mozna je oszacowac korzystajac z
rOwnania opisujgcego sily elektrostatycznego przyciggania si¢ powierzchni
membrany [63]:

€,
F = Bof 2 15.1
£ = g2 (15.1)

Na podstawie rownania 15.1 otrzymuje si¢ warto$¢ sity dziatajacg na jednostke
powierzchni, czyli ci$nienie. Obliczona warto$¢ tego ciSnienia wynosi 0.07 atm dla
membrany o pojemnosci specyficznej 0.524 pF/cm?2 i napigcia 100 mV przytozonego
do membrany [163]. Biorgc pod uwage, ze grubo$¢ membrany przed rozpoczgciem
tworzenia dwuwarstwy jest rzedu mikrometrow, sita elektrokompresji jest 10°-106
razy mniejsza, niz w przypadku dwuwarstw. Jest ona tak znikoma, ze nie moze by¢
przyczyng takiego $cisniecia membrany, ktorego efektem jest dwuwarstwa. W tej
sytuacji pod uwage bra¢ mozna tylko zmiany napigcia powierzchniowego obrzeza,
powodujace jego kurczenie si¢ 1 wycigganie rozpuszczalnika z wnetrza membrany.

Analogicznego zjawiska mozna oczekiwa¢ rowniez w  przypadku
dwuwarstwowej membrany. Przytozenie napiecia do elektrod powoduje zwigkszenie
napig¢cia migdzyfazowego obrzeza i jego kurczenie si¢. Efektem tego jest zmiana
rownowagi dystrybucji rozpuszczalnika pomigdzy obrzezem 1 dwuwarstwa.
Zwigkszenie wyrazistosci krawedzi dwuwarstwa/obrzeze zwigzane jest ze wzrostem
kata kontaktu o. Krawedz obrzeza posiada wtasciwosci pryzmatu i przy wiekszym
kacie kontaktu o $wiatlo jest bardziej zalamywane. WartoSci kata o podawane w
literaturze przyjmuja szeroki zakres wartosci od 1°53' do 80° [220]. Typowy zakres
wartosci kata a jest jednak znacznie wezszy 20-30°. Kat kontaktu o jest okreslony

przez rdznice w energii swobodnej pomiedzy obrzezem a dwuwarstwa [1]:
AF =2y(cosa—1) (15.2)

Przy analizach ksztaltu obrzeza i1 zakladana byla stala warto$¢ napigcia
migdzyfazowego y. Na granicy dwoch elektrolitow niemieszajacych si¢ zachodza
zjawiska elektrokapilarne, w wyniku zmian potencjatu przylozonego do elektrod

znajdujacych sie¢ w tych elektrolitach zmienia si¢ napi¢cie miedzyfazowe. W wyniku
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adsorpcji fosfolipidow na granicy faz woda-nitrobenzen krzywa elektokapilarna staje
si¢ asymetryczna 1 nastgpuje przesunig¢cie potencjalu zerowego tadunku [233].
Zmiana potencjatu o takg samg warto$¢ od potencjatu zerowego tadunku w kierunku
wartosci  ujemnych 1 dodatnich powoduje niejednakowe zmiany napigcia
miedzyfazowego. Dla stezenia lipidow w nitrobenzenie 20uM napigcie
miedzyfazowe przy potencjale zerowego tfadunku wynosi okoto 25.2 mN/m. Zmiana
potencjatu o 100 mV powoduje zmniejszenia napigcia migdzyfazowego odpowiednio
do 24.2 1 24.6 mN/m.

Analogicznych zjawisk nalezy oczekiwa¢ w przypadku membran lipidowych,
ktore mozna traktowa¢ jak dwie sprzezone ze sobg granice miedzyfazowe.
Przytozenie napigcia do elektrod powoduje zréznicowanie rozktadu potencjatow i
powierzchniowej gestosci tadunku na obu granicach migdzyfazowych: elektrolit 1 -
obrzeze i obrzeze - elektrolit 2. Wynikiem tego moze by¢ niejednakowa zmiana
napi¢¢ miedzyfazowych po obu stronach obrzeza i membrany. W tej sytuacji mozna
spodziewa¢ si¢ asymetrii ksztattu obrzeza. Nalezy réwniez bra¢ pod uwage
mozliwos¢ wybrzuszania si¢ dwuwarstwy, ktore powodowac¢ moze zwigkszenie pola
powierzchni dwuwarstwy. Dane literaturowe i przeprowadzone eksperymenty
wykluczajg wyrazng obecno$¢ tego efektu. W przypadku istnienia tego efektu,
membrany zawierajace wewnatrz rozpuszczalnik 1 wolne od rozpuszczalnika
powinny w tym samym stopniu zmienia¢ swoja pojemnos¢. Okazuje si¢, ze dla
membran wolnych od rozpuszczalnika zmiany pojemnosci sg okoto 500 razy
mniejsze [61].

Przeprowadzono rowniez dodatkowe eksperymenty, ktore wykluczytly
mozliwos¢ istotnych zmian pojemnosci w wyniku wybrzuszania si¢ membrany pod
wpltywem napigcia. Po uformowaniu membrany przytozony zostat do niej potencjat
+80 mV. Przy napigciu réwnym 0 pojemnos¢ membrany wynosita 2.500 nF, a przy
+80 mV wynosita 2.893 nF. Pojemno$¢ wzrosta wiec o 0.393 nF, t,j. 0 15.7%.
Gdyby efekt ten byt spowodowany wybrzuszaniem si¢ membrany, to dodatek
elektrolitu do komory, w stron¢ ktérej membrana jest wybrzuszona, powinien
powodowa¢ zwigkszenie ci$nienia po tej stronie. Wybrzuszenie powinno zmniejszaé
si¢, prowadzac do zmniejszenia pola powierzchni dwuwarstwy i1 zmniejszenia
pojemnos$ci membrany. Dodatek 20 pl roztworu do komory po stronie dodatniego
potencjalu powodowal dalszy wzrost pojemnosci do okoto 3.18 nF, czyli o
dodatkowe 0.29 nF. W przypadku dodania 20 ul do komory po stronie potencjatu
ujemnego nastepowal réwniez taki sam wzrost pojemnosci. Nadmiar elektrolitu o

20 ul po kazdej ze stron membrany powodowat jednakowy wzrost pojemnosci.
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Eksperyment ten wykazuje, ze membrana jest ptaska przy przytlozonym do
membrany potencjale +80 mV, ze wzrost pojemnos$ci po przytozeniu do membrany
potencjatu nie jest spowodowany wybrzuszaniem membrany. Przy nadmiarze
roztworu 20 ul po jednej stronie membrany powstaje réznica w poziomach cieczy po
obu stronach membrany réwna 0.05 mm. Odpowiada to r6znicy cisnien 5-106 atm.

15.2. Zmiany pojemnosci specyficznej membran

Jednym z czynnikow wptywajacych na zmiany pojemnosci pod wptywem
polaryzacji membrany jest zmiana pola powierzchni dwuwarstwy. Kolejnym
czynnikiem jest zmiana pojemnos$ci specyficznej membrany. W rozdziale tym
przedstawione sg wyniki i dyskusja pomiaréw pojemnosci specyficznej membran.

Przy pomiarach tych stosowano impulsowe pobudzanie membrany. Do
elektrod przyktadane byty prostokatne impulsy napigciowe o czasie trwania 10 S.
Przebieg pojemnos$ci membrany podczas pomiaru przedstawiono na rys. 15.6.
Fotografie membran wykonywane bylty po 9 s od chwili przylozenia potencjatu. W

tym czasie zmiany pojemnosci byly juz niewielkie.
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Rys. 15.6. Przebieg pojemnosci membrany podczas wyznaczania pojemnosci
specyficznej. Litera F oznacza punkt, w ktorym wykonywana byta
fotografia membrany. Roztwor formujacy: lecytyna-cholesterol 7:3 w
dekanie, 20 mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI. Otwor: 1.1 mm. Temperatura:
25 C.
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Membrany tworzone z mieszaniny lecytyny z cholesterolem po uformowaniu
miaty pojemnosci specyficzne réznigce si¢ nieco miedzy sobg i wynosity od 0.326 do
0.347 uF/cmz2, Zalezno$¢ pojemnosci specyficznej od przytozonego do elektrod
potencjatu przedstawiono na rysunku 15.7. Na wykres naniesione sa punkty
uzyskane dla czterech membran. W miar¢ wzrostu przylozonego do elektrod
potencjatu pojemno$¢ membran wzrastata, a takze zmniejszaty si¢ rdznice
pojemnosci specyficznej poszczegdlnych membran. Uzyskany wynik §wiadczy, ze
duzy rozrzut wyznaczonej pojemnosci specyficznej dla membran tworzonych w tych
samych warunkach spowodowany jest indywidualnymi réznicami pomiedzy
poszczegdlnymi membranami. Roéznice te zanikaja w miar¢ wzrostu potencjatu
przyktadanego do elektrod.
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Rys. 15.7. Zalezno$¢  pojemnosci  specyficznej membran od  potencjatu
polaryzujacego. Roztwor formujacy: lecytyna-cholesterol 7:3 w dekanie,
20 mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI. Otwor: 1.1 mm. Temperatura: 25 °C.

W tabeli 15.2 przedstawione sg wyniki pomiaru pojemnosci specyficznej i
grubo$ci warstwy hydrofobowej membran. Przy obliczeniach zalozono, ze
przenikalno$¢ elektryczna warstwy hydrofobowej rowna jest 2.2. Wartos$¢ ta jest
nieco wyzsza niz przenikalno$¢ czystych weglowodorow, poniewaz warstwa

hydrofobowa zawiera wigzania podwdjne oraz czasteczki cholesterolu.



129

Tab. 15.2. Pojemno$¢ specyficzna membran C,, i grubo$¢ warstwy hudrofobowej d,,
przy réznych warto$ciach potencjalu polaryzujacego U. W tabeli zawarte sg
srednie wyniki uzyskane dla 4 membran. Przy obliczeniach przejeto
wspotczynnik przenikalnosci elektrycznej warstwy hydrofobowej € = 2.2.

u=0mVv U =100 mV U =200 mV
Roztwor formujacy
I elektrolit Cum d, Cum d, Cm dy
[uF/cm | [nm] | [uF/cm | [nm] | [uF/cm | [nm]
] ] ]

lecytyna-cholesterol 7:3 | (334 58 0.377 5.2 0.453 4.3
w dekanie 20mg/ml,

0.1M KCI
azolektyna w dekanie 0.332 5.8 0.356 5.5
20 mg/ml, 0.1M KCl,
10mM HEPES

Przyjmujac, ze membrany ulegaja zjawisku elektrokompresji, mozna
wyznaczy¢ dla nich parametr okreslajacy ich sprezysto$¢ - modut Younga. Jest on
definiowany jako stosunek napigcia do odksztalcenia. Napigcie w tym wypadku
oznacza site¢ dzialajacg na jednostke powierzchni, natomiast odksztalcenie podawane
jest w jednostkach wzglednych. Im wyzsza jest warto§¢ modutu Younga, tym
trudniej ciato ulega odksztalceniu - jest bardziej sprezyste. Modut sprezystosci dla
danego rodzaju materialu jest wartoscig stalg (prawo Hooke'a). Prawo to jest to
spelnione dla wielu rodzajéw odksztalcen sprezystych np. $ciskania, rozciaggania,
skrecania, zginania.

DIla membran lipidowych mozna okresli¢ sit¢ elektrokompresji dzialajacg na
jednostke powierzchni (réwnanie 6.3). Po polaczeniu z réwnaniem 6.4 uzyskuje si¢
roOwnanie opisujace elastycznos¢ membran (modut Younga):

£,eUd,

= 07" "0 15.3
"~ 2d,.(d, d,) (153)

Korzystajagc z rownania 15.3, na podstawie danych z tabeli 15.2 wyliczone
zostaly wartosci modulu Younga. Przy obliczaniach przyjeto wspotczynnik
przenikalnosci elektrycznej € =2.2. Dla membran z mieszaniny cholesterolu z
lecytyng wartosci modutu wynosza Yg, = 3.48-:104 N/m2 (przy potencjale 100 mV) i
8.14-104 N/m2 (przy potencjale 200 mV). Rdznica jest ponad dwukrotna. Oznacza to,
7Ze W miar¢ zmniejszania si¢ grubosci, spr¢zystos¢ membrany wzrasta, staje si¢ ona

bardziej odporna na odksztatcenia. Modul Younga dla membrany z azolektyny przy
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napigciu 100 mV wynosi 6.22:104 N/m2. Podane warto$ci sg $rednimi warto§ciami
obliczonymi dla kilku membran przy danym potencjale.

Modut Younga mozna wyznaczy¢ réwniez korzystajac z parametru 3,
okreslajagcego podatno$¢ pojemnosci membran na zmiany wywotane przytozonym
potencjatem. Roéwnanie opisujagce modul Younga uzyskuje si¢ poprzez
przeksztatcenie rbwnania 6.9:

_ G
BL — ZBdO

(15.4)

Parametr § mozna wyznaczy¢ z wykresu zalezno$ci pojemnosci specyficznej
membrany od kwadratu przylozonego potencjatu. Parametr § rowny jest nachyleniu
prostej opisanej rownaniem:

C,, =C,+pU? (15.5)

Metoda ta z uwagi na uzyskiwanie sredniej wartosci modutu Younga dla kilku
punktow pomiarowych wydaje si¢ doktadniejsza od poprzedniej. Opisana metoda
zostala wykorzystana do wyznaczenia modulu Younga dla membran z azolektyny.
Wykres zalezno$ci pojemnosci specyficznej od kwadratu przylozonego potencjatu
dla dwoch membran przedstawiony jest na rys. 15.8. Wartosci parametru 3 dla tych
membran sg rowne 2.85 1 1.80 puF/cm?V2, Wartosci modutdéw Younga wynosza
odpowiednio 3.42-104 i 5.08:104 N/m2. Roznica w sprezystosci dla dwoch membran
tworzonych w tych samych warunkach jest dos¢ duza.

CHI
pFicm?
0.381

036

0347

032 + : ; +
0 04 08 12 16 20 U? 1622

Rys. 15.8. Zalezno$¢ pojemnosci specyficznej membran od kwadratu potencjatu
polaryzujacego. Roztwor formujgcy: azolektyna w dekanie, 20 mg/ml.
Elektrolit: 0.1M KCI, 10mM HEPES. Otwér: 1.1 mm. Temperatura: 25 °C.
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Liniowo$¢ przebiegu pojemnosci specyficznej w  funkcji  kwadratu
przylozonego potencjatu jest spetniona jedynie do potencjatow 100 mV. Przy
wyzszych warto$ciach potencjatow sa duze odchylenia, pojemnosci specyficzne sg
zanizone. Obserwowane bylo to niemal dla wszystkich membran, formowanych z
samej fosfatydylocholiny, mieszanin fosfatydylocholiny z cholesterolem, z
azolektyny.

Rozwazania sprezystosci membran prowadzone byly przy zatozeniu, ze
zachodzi tylko zjawisko -elektrokompresji. Jednak wartosci modutu Younga
uzyskane dla jednej membrany przy potencjatach 100 i 200 mV r6znig si¢ ponad
dwukrotnie miedzy sobg. Réwniez wartosci modutu Younga uzyskane dla dwoch
membran z azolektyny, tworzonych w tych samych warunkach, r6znig si¢ poéttora
raza mi¢dzy sobg. W tej sytuacji nalezy rowniez bra¢ pod uwage mozliwosci zmiany
napi¢cia migdzyfazowego obrzeza, powodujace odstgpstwa od prawa Hooke'a dla
badanych uktadéw.

Przytozenie napigcia do membrany powoduje powstanie asymetrycznosci
membrany. Analizujgc podwojng warstwe elektryczng nalezy bra¢ pod uwage nie
tylko zjawiska zachodzace bezposrednio na powierzchni membrany, ale rOwniez to,
co zachodzi w glebi, co najmniej w czesci hydrofilowej monowarstwy lipidowej. Po
przytozeniu napiecia do elektrod, membrana i1 obrzeze bedg fazami rozdzielajacymi
roztwory wodne. Rozktad potencjalow wewnatrz dwuwarstwy byl badany przez
wiele oséb 1 jest juz troch¢ poznany [8,92,179]. Obrzeze w takiej sytuacji nalezy
traktowa¢ jako dwie potowki. Inny jest rozktad potencjaldéw w czesci obrzeza
kontaktujacej si¢ z jednym roztworem wodnym, a inny w drugiej czesci. Skutkiem
tego moga by¢ roznice w napigciach migdzyfazowych obu potowek obrzeza.

Dotad przedstawione wyniki s3 niewystarczajace, aby oszacowaé udziat
kazdego z efektow w zmianach pojemno$ci membran 1 wyjasni¢ mechanizm
zjawiska. Przedstawione dane uzyskane byly w warunkach statycznych, gdy
parametry membrany byty juz w miar¢ stabilne. Mozna przeprowadzi¢ analize, jaka
jest kinetyka obu zjawisk - elektrokompresji i zmian napi¢cia powierzchniowego.

15.3. Kinetyka zmian pojemnosci

Przy zmniejszeniu grubos$ci membrany pod wptywem potencjatu o 1 nm z
hydrofobowego wnetrza membrany jest usuwane ok. 0.35-10-15 g rozpuszczalnika
(przy polu powierzchni dwuwarstwy 0.5 mm2). Masa obrzeza przy tym jest rzedu
1-103g.
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Rozpatrujgc jedynie elektrokompresje, po przylozeniu potencjatu (np. 150 mV)
cisnienie  elektrostatyczne (ok. 0.1 atm) musi przemie$ci¢ 0.35:10-15 g
rozpuszczalnika poza obszar dwuwarstwy. Muszg zosta¢ pokonane sity lepkosci 1
bezwladno$¢ rozpuszczalnika znajdujacego si¢ wewnatrz dwuwarstwy. Przy tym
nastgpi zmiana objetosci obrzeza, a co za tym idzie, musi by¢ wykonana praca
zwigzana ze zmiang pola powierzchni. Jest to jednak tak mata warto$¢, ze mozna ja
calkowicie poming¢. Przy stosunkowo duzych ci$nieniach i niewielkiej masie
przemieszczanego rozpuszczalnika mozna spodziewac si¢ krotkich czasow ustalania
si¢ rownowagi, ponizej zdolnosci rozdzielczej stosowanej metody pomiaru
pojemnosci. Podczas S$ciskania membrany moga jeszcze zachodzi¢ sprezyste
deformacje tancuchow weglowych o bardzo krotkim czasie relaksacji, rzedu
mikrosekund [179].

Jakich czaséw relaksacji mozna spodziewaé si¢ przy wplywie obrzeza na
pojemnos¢ membran? Rozwazania mozna rozpoczaé od przypomnienia procesu
formowania dwuwarstw. Analiza procesu doprowadzita do wniosku, ze decydujaca
role w procesie tworzenia si¢ dwuwarstw odgrywaja wilasciwosci obrzeza, ktore
dzigki sitom napiecia powierzchniowego wysysa rozpuszczalnik z pomiedzy
monowarstw. Proces ten jest stosunkowo wolny i czas powigkszania si¢ pola
powierzchni dwuwarstwy (etap B) dla r6znych membran wynosi od 0.2 do ponad 20
minut. Osigganie stanu réwnowagi zwigzane jest 2z przemieszczaniem
rozpuszczalnika z pomiedzy monowarstw do obrzeza, jak réwniez znacznie
wickszych jego ilosci wewnatrz obrzeza, w ramach zmiany jego ksztaltu. Po
naruszeniu tej rOwnowagi, np. przez mechaniczny wstrzas, nastgpuje ponowny,
powolny powrdt do rownowagi. ROwnowaga ta moze by¢ naruszona w inny sposob,
np. elektrycznie, co wywota zjawisko elektrokapilarnosci, ktore zwigzane jest ze
zmianami napigcia powierzchniowego pod wplywem zmian potencjatu
elektrycznego. Mozna wigc oczekiwaé, ze obecnos¢ powolnych zmian pojemnosci
membran lipidowych w wyniku ich polaryzacji zwigzana jest ze zmianami napigcia
powierzchniowego obrzeza.

Przedstawione rozwazania wymagaja eksperymentalnej weryfikacji, jaka jest
rzeczywista szybko$§¢ zmian pojemnosci membran pobudzanych prostokatnymi
impulsami napi¢ciowymi. Jako punkt wyjscia mozna wykorzystaé przebieg
pojemnosci membrany przedstawiony na rysunku 15.1. Po zmianie potencjalu
pojemnos¢ membrany zmienia si¢ niejednostajnie. Mozna wyr6ézni¢ dwa etapy -
pierwszy, gdzie pojemno$¢ zmienia si¢ w sposob skokowy i etap drugi, gdzie zmiany

pojemnosci sg powolne i pojemno$¢ stabilizuje si¢. Dla porownania pojemnos$ci przy
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poszczegbdlnych potencjatach, dane dla membrany z rysunku 15.1 przedstawione
zostaly na rysunku 15.9. Skala czasu zostala przyjeta w postaci logarytmiczne;,
dzigki czemu wyrazniej widoczne sg réznice pomiedzy krzywymi. Czas jest
podawany od momentu przytozenia danego potencjatu do membrany.

C,nF 200mV

29 180mV

160mV
27
1L0mV

25 120mV

100mV
23
80mV

21 60mV

———40mV
20mV
19 -

0 08 -06 04 02 0 02 0b 064t

Rys. 15.9. Pojemno$¢ membrany po przytozeniu potencjalu do membrany. Wykres
jest zrobiony dla membrany z rysunku 15.1. Roztwoér formujacy: lecytyna w
dekanie 20 mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI. Otwér: 1.1 mm. Temperatura: 25
°C.

Na podstawie rysunku 15.9 mozna zauwazy¢, ze okoto 50% catkowitej zmiany
pojemnos$ci dokonuje si¢ w czasie krotszym od 0.1 s. Doktadniej zaobserwowac
mozna to na rysunku 15.10, ktory przedstawia zalezno$¢ pojemnosci membrany od
przylozonego potencjatu po 0.1, 1 14 s od chwili jego przytozenia.

Szybko$§¢ ustalania si¢ réwnowagi pomi¢dzy obrzezem i1 dwuwarstwag
zaobserwowa¢ mozna dodajac do jednego z roztworow wodnych porcje elektrolitu.
Wskutek powstania rdznicy ci$nien nast¢puje wybrzuszanie si¢ membrany i wzrost
jej pola powierzchni. Po dodaniu 20 pl roztworu nastgpuje wzrost pojemnosci
membrany o okoto 10%. Szybko$¢ tych zmian jest kilkakrotnie mniejsza, niz

podobne zmiany wywotane przytozeniem napig¢cia do membrany.
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Benz i Janko [168] przedstawiajg wyniki badan kinetyki zmian pojemnoS$ci
pojemnosci membran tworzonych przy uzyciu ré6znych weglowodorow, wywotane
przylozonym impulsem napigciowym. Ze wzrostem dlugosci tancucha stosowanego
weglowodoru (dekan-heksadekan) malata szybko$¢ zmian pojemnosci. Wzrost
dhlugosci tancucha weglowodoru powoduje wzrost jego lepkosci. Lepkos¢
stosowanego rozpuszczalnika wplywa szybkos$¢ przemieszczania si¢ rozpuszczalnika

wewnatrz dwuwarstwy i wewnatrz obrzeza.
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Rys. 15.10. Zalezno$¢ pojemnosci membrany od przytozonego potencjatu dla
czasow 0.1, 114 s od chwili przylozenia potencjalu. Wykres jest zrobiony
dla membrany z rysunku 15.1. Roztwoér formujacy: lecytyna w dekanie
20 mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI. Otwor: 1.1 mm. Temperatura: 25 °C.

Przedstawione wyniki  wskazuja na istnienie dwoch  czynnikow
odpowiedzialnych za zmian¢ pojemnosci. Poczatkowa szybka zmiang pojemnosci
mozna wigza¢ z elektrokompresjg. Stosunkowo duze cisnienie wywierane na
dwuwarstwge powoduje szybkie przemieszczanie si¢ niewielkiej iloSci
rozpuszczalnika wewnatrz dwuwarstwy. Zmiana ksztaltu obrzeza zwigzana jest z

przemieszczeniem wielokrotnie wigkszych ilosci roztworow.
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Jezeli do membrany jest przylozone napigcie np. 100 mV 1 ukltad jest w stanie
roOwnowagi, to zmiana napiecia na 0 spowoduje zanik sit powodujacych
elektrokompresje. Membrana nie bedzie $ciskana 1 mozna oczekiwaé, ze pojemnos¢
membrany bedzie zmienia¢ si¢ w wyniku ustalania si¢ rOwnowagi zwigzane] ze
zmianami napi¢cia miedzyfazowego obrzeza. Nie powinno by¢ wigc na poczatku tak
gwaltownej zmiany pojemnosci. Dla sprawdzenia tego zatozenia, wyniki z rysunku
15.6 przedstawione zostalty w zmienionej postaci na rysunku 15.11. Dla lepszej

wyrazistosci o§ czasu przedstawiona zostata w postaci logarytmiczne;.

]
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Rys. 15.11. Pojemno$¢ membrany po przylozeniu potencjatu do membrany. Wykres
jest zrobiony dla membrany z rysunku 15.6. Roztwér formujacy: lecytyna-
cholesterol 7:3 w dekanie, 20 mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI. Otwor: 1.1 mm.
Temperatura: 25 °C. Potencjaly: a) 50 mV, b) 100 mV, c) 150 mV, d) 0 po
50 mV, e) 0 po 100 mV, f) 0 po 150 mV.

Na podstawie rysunku 15.11 mozna stwierdzi¢, ze przylozenie potencjatu do
membrany (np. 100 mV, 150 mV) powoduje poczatkowo skok pojemnosci, po czym
pojemnos¢ powoli stabilizuje si¢. Natomiast zmiana potencjatu z wartosci 100 lub
150 mV na 0 nie jest tak gwattowna w poczatkowym okresie. Procentowe zmiany

pojemnosci podane sg w tabeli 15.3.
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Tab. 15.3. Procentowe zmiany pojemnosci membrany polaryzowanej impulsami
napigciowymi o czasie trwania 10 s. Wyniki przedstawione w tabeli sg dla
membrany z rysunku 15.11. Wartos¢ 100 % przyjeta jest dla zmiany
pojemnos$ci po 10s trwania danego potencjalu. Roztwér formujacy:
lecytyna-cholesterol 7:3 w dekanie, 20 mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI. Otwor:
1.1 mm. Temperatura: 25 °C.

Potencjat [mV] ng%ngop?gser[r;géd Zmia;; :IE(;J [eor/zl]noéci
100 41.3 82.5
0 po 100 222 87.3
150 68.1 94.0
0 po 150 22.4 89.7

Przy wyzszych potencjatach polaryzujacych wicksze sa wzgledne zmiany
pojemnosci w poczatkowym okresie od przytozenia potencjalu. Powrdt potencjatu do
warto$ci zerowe] powoduje zmiany pojemnosci (wzgledne) z podobnymi
szybkosciami dla poczatkowych potencjatow 100 i 150 mV. Wyniki przedstawione
w tabeli 15.3 potwierdzaja przypuszczenia, ze poczatkowe szybkie zmiany
pojemnosci po przylozeniu potencjatu do membrany spowodowane sg gléwnie przez
elektrokompresj¢. Dalsze powolne dochodzenie ukladu do stanu réwnowagi
nastgpuje w wyniku zmian w uksztaltowaniu obrzeza, zwigzanych ze zmianami

napigcia powierzchniowego.

15.4. Dyskusja wynikow

Wyniki badan elektrochemicznych, ktorych obiektem sg dwuwarstwowe
membrany lipidowe, s3 nie tylko wynikiem zjawisk zachodzacych w same;j
dwuwarstwie. Wyniki badan wskazuja, ze przy analizie danych eksperymentalnych
konieczne jest réwniez uwzglednienie wilasciwosci obrzeza znajdujgcego si¢ w
rownowadze z membrang. Przedstawione wyniki pozwolily na stwierdzenie, ze
ksztalt obrzeza i1 jego zmiany powodowane sa zmianami napigcia powierzchniowego.
Ksztalt obrzeza zalezny jest od réznicy potencjaldow pomiedzy roztworami wodnymi
rozdzielonymi przez membrang. Analiza tego uktadu jest trudna ze wzgledu na jego
znaczng komplikacje. Mozliwe jest kontrolowanie jedynie rdznicy potencjatow

pomiedzy roztworami wodnymi, ktore rozdzielone sg dwuwarstwa 1 obrzezem.
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Rozktad potencjatow wewnatrz dwuwarstwy byt tematem bardzo wielu prac, a mimo
to nadal wnetrze i powierzchnia dwuwarstwy Kkryje wiele zagadek. W przypadku
obrzeza potencjal wewnatrz fazy jest warto$cig nieznang. Odpowiedz na pytanie,
dlaczego zwigkszenie ro6znicy potencjaldow pomiedzy roztworami wodnymi
powoduje zwigkszenie napigcia migdzyfazowego nie jest tatwa. W przypadku prostej
granicy miedzyfazowej np. rte¢/roztwor wodny, napigcie miedzyfazowe przyjmuje
warto$¢ maksymalng, gdy powierzchniowa gesto$¢ fadunku rowna jest 0. Rozktad
potencjatéw wewnatrz obrzeza rézni si¢ od rozkladu wewnatrz dwuwarstwy. W
obrzezu, we wnetrzu fazy oprocz czasteczek rozpuszczalnika sg jeszcze czasteczki
lipidow. Czasteczki lipidow wewnatrz obrzeza nie sg rdwnomiernie rozproszone,
lecz tworza zlozone struktury przestrzenne. Przylozenie napigcia do elektrod
znajdujacych si¢ w roztworach wodnych spowoduje zmiany struktury nie tylko
powierzchniowej warstwy lipidow, ale takze wewnatrz membrany. Bez odpowiedzi
pozostaje roéwniez pytanie, czy zmiany ksztattu obrzeza od strony obydwu
roztworéw wodnych sa takie same. Zmiany potencjalu polaryzujacego moga
powodowa¢ po jednej stronie obrzeza wzrost, a po drugiej spadek napigcia
miedzyfazowego. Wyniki eksperymentalne nie wykazaty jednak zauwazalnego
wybrzuszania si¢ membrany.

Przedstawione wyniki maja gtownie charakter jakosciowy. Celem ich bylo
przede wszystkim stwierdzenie istnienia okre§lonych zalezno$ci pomiedzy
obserwowanymi zjawiskami. Opisywane w literaturze zjawisko elektrokompresji
znajduje potwierdzenie w przedstawionych w tej pracy wynikach. Jednak dalsza
analiza wskazuje na duzy wplyw parametréw obrzeza na pojemnos$¢ membran.
Oddzielenie efektow wplywu polaryzacji napigciowej bezposrednio na membrang i
posrednio przez zmiang parametrow obrzeza napotyka na duze trudnosci. Wkiad
poszczegolnych efektow na catkowitag warto$¢ obserwowanych zmian pojemnosci
membran zmienia si¢ w funkcji czasu.

Dotad analizowane byly zmiany pola powierzchni i pojemnosci specyficznej
dwuwarstwy. Przy tych analizach zakladano, ze przenikalno$¢ -elektryczna
dwuwarstwy jest stala. Pozostaje jednak ciggle nierozstrzygnigty problem zmiany
przenikalnosci elektrycznej membrany pod wptywem potencjatu polaryzujacego.
Przy analizie tego zjawiska nalezy bra¢ pod uwage kilka efektow:

1. Dwuwarstwowe membrany lipidowe sg czeSciowo przepuszczalne dla wody.
Powstaje wigc do roztrzygnigcia problem, czy przytozenie potencjatu do
membrany powoduje wnikanie wigkszej ilosci wody, czy nie. W wyniku

elektrokompresji wewnatrz membrany tworzy si¢ nadci$nienie wypierajagce obce
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czasteczki z wngtrza membrany. Mozna w tej sytuacji oczekiwac, ze zmniejszy
si¢ i1los¢ wody wewnatrz membrany. Przy odpowiednio duzych warto$ciach
potencjatu (np. 200 mV) w membranie tworzg si¢ pory wypelniajace si¢
elektrolitem, ktore z kolei bedg zwigksza¢ catkowitg przenikalnos¢ elektryczng
membrany.

. Mozliwo$¢ wnikania jonow znajdujacych si¢ w roztworze wodnym. Membrany
lipidowe sa praktycznie nieprzepuszczalne dla jonow o matych rozmiarach np.
Na*, K+, Cl-. Membrany posiadajg bardzo duzg rezystancje, co $wiadczy o braku
przeplywu jonéw przez membrang. Jest ich wewnatrz membrany tak mato, ze ich
wpltyw na przenikalno$¢ elektryczng jest znikomy. Obecnos¢ jednak w roztworze
wodnym jondw J- powoduje znaczne przewodnictwo membrany. Jony znajdujace
si¢ wewnatrz membrany powodujg wzrost jej przenikalnosci elektrycznej. Trudno
w tej Sytuacji oceni¢ zmiany przenikalno$ci elektrycznej warstwy hydrofobowej
po przytozeniu potencjatu polaryzujacego. Z jednej strony, wewnatrz membrany
wzrasta ci$nienie wewnetrzne powodujgce usuwanie materii na zewnatrz, a z
drugiej, wzrasta natezenie pola elektrycznego wymuszajgcego przeptyw jondéw
przez membrang.

. Czasteczki o wtasciwosciach lipofilowych np. pochodne fenotiazyny tworza dos¢
duze stezenie wewngtrz membrany. Wspodtczynnik podziatu chloropromazyny
pomiedzy liposomami z fosfatydylocholiny a wodg wynosi 3400-8100 [227]. W
tym wypadku tez powstaje pytanie, czy elektrokompresja powodujaca usuwanie
rozpuszczalnika z wnetrza membrany spowoduje réwniez usuwanie fenotiazyn?
Jezeli fenotiazyny nie beda usuwane z membrany razem z rozpuszczalnikiem, w
wyniku elektrokompresji zwigkszy si¢ ich stezenie w warstwie hydrofobowej 1
wzrosnie jej przenikalnos$¢ elektryczna.

. Szacuje si¢, ze ze wzgledu na obecno$¢ wigzan podwodjnych w tancuchach
weglowych warstwa hydrofobowa dwuwarstw lipidowych posiada przenikalno$¢
elektryczng wyzsza niz weglowodory. W zaleznosci od rodzaju tancuchow
weglowych lipidow posiadaja one przenikalnos¢ elektryczng réwng 2.2-2.45
[167]. Roéwniez obecno$¢ cholesterolu, ktorego cze$¢ niepolarna posiada
przenikalnos$¢ elektryczng 2.39 [167], powoduje wzrost przenikalnos$ci warstwy
hydrofobowej membran. Obecno$¢ niepolarnego rozpuszczalnika wewnatrz
membrany np. n-dekanu (¢=1.991) bedzie powodowaé zmniejszenie
przenikalnosci warstwy hydrofobowej. Przylozenie potencjatu do membrany
powoduje pojawienie si¢ sit Sciskajacych membrang. W wyniku polaryzacji

membrany zmniejsza si¢ zawartos¢ rozpuszczalnika wewnatrz membrany. Dzigki
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temu wzrasta stezenie nienasyconych fancuchéw w membranie, powodujac wzrost
jej przenikalnosci elektrycznej. W zaleznosci od lipidow tworzacych membrang
mozna oczekiwa¢ maksymalnych zmian € rzedu 0.1-0.4.

5. Przy badaniach przewodnictwa membran zawierajacych gramicydyne
stwierdzono, ze zalezno$¢ nat¢zenia pradu plyngcego przez membrang od
potencjatu polaryzujacego jest nieliniowa. Rezystancja membran maleje przy
wzroscie potencjatu. Zjawisko to mozna wytlumaczy¢ zmniejszaniem si¢ grubosci
membrany, dzigki czemu wigksza liczba czasteczek gramicydyny przyjmuje
wewnatrz membrany potozenie tworzace kanaty jonowe. W tej sytuacji mozliwy
jest przeptyw wigkszej liczby jondw przez kanaly i1 wzrost przenikalnosci
elektrycznej membrany.

Podsumowujac przedstawione rozwazania, ocena zmiany przenikalnosci
elektrycznej membrany mozliwa jest w przypadku prostych uktadow - t.j. membran
zawierajacych tylko typowe lipidy membranowe kontaktujace si¢ z roztworem
wodnym bez substancji lipofilowych. W wyniku polaryzacji membrany
przenikalnos$¢ elektryczna moze o kilka procent wzrosnag¢ wskutek zmniejszenia si¢
ilosci niepolarnego rozpuszczalnika wewnatrz membrany. W przypadku bardziej
zlozonych ukladow konieczne s3 szczegdtowe badania eksperymentalne, gdyz

teoretyczna ocena moze by¢ obarczona duzym bledem.

16. Badania potencjatu minimalnej pojemnosci

Podczas rejestracji pojemnosci membran cyklicznie polaryzowanych
potencjatem liniowo zmieniajacym si¢ okazalo sie, ze potencjal minimalnej
pojemnosci przy symetrycznych membranach nie jest rowny 0. Znak tego potencjatu
zalezy od kierunku zmian potencjalu polaryzujacego. Gdy membrana polaryzowana
byla potencjatem zmieniajacym si¢ od wartosci dodatnich do ujemnych, potencjat
minimalnej pojemnosci przyjmowal wartosci ujemne (Rys. 16.1). Przesuniecie to
wynosito zwykle kilkanascie miliwoltéw. W dalszej cze$ci pracy potencjat
minimalnej pojemnosci oznaczany jest jako Ugy. Roznica potencjatow minimalnej

pojemnosci dla membran polaryzowanych cyklicznie, nazywana jest napigciem
histerezy i oznaczana jako U,
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Rys. 16.1. Zalezno$¢ pojemnos$ci membrany od potencjatu polaryzujacego przy
cyklicznie zmieniajagcym si¢ potencjale. Szybko§¢ zmian potencjatu:
10 mV/s. Roztwor formujacy: azolektyna w dekanie 20 mg/ml. Elektrolit:
0.1IM KCI, 10mM HEPES, pH 7.0. Temperatura 25°C. U, - napigcie

histerezy.

W tej sytuacji powstalo pytanie, dlaczego wystepuje to przesunigcie? Gdy do
membrany przykladany jest impuls napigciowy, pojemnos¢ membrany ustala si¢ w
ciggu kilku sekund (rozdzial 15). Gdy membrana polaryzowana jest cyklicznie,
liniowo zmieniajacym si¢ potencjatem, po zmianie kierunku polaryzacji pojemno$¢
membrany jeszcze troche wzrasta (Rys. 16.1). Zmiany pojemnosci wykazuja pewna
bezwladno$¢, nie nadazaja za zmianami potencjatu. Jezeli to zjawisko jest przyczyna
przesuni¢¢ potencjalu minimalnej pojemnos$ci, to przy zmniejszaniu szybkosci
polaryzacji membrany, warto$¢ przesuni¢cia potencjalu minimalnej pojemnosci
powinna zmniejsza¢ si¢. W celu sprawdzenia tej tezy zarejestrowano kilka krzywych

pojemnosci przy zaprogramowanym przebiegu potencjatu (Rys. 16.2a).
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Rys. 16.2. Przebieg napi¢ciowy (a) i pojemno$¢ membrany (b). Roztwor formujacy:
fosfatydylocholina:cholesterol 7:3 w dekanie, 20mg/ml. Elektrolit 0.1M
KCI. Temperatura 23 °C.

Poczatkowo do membrany przyktadano potencjal 0 mV, a po 10 s potencjal
zmieniany byl skokowo do wartosci +100 mV. Potencjal ten utrzymywany byt przez
20 s, aby pojemnos$¢ ustabilizowata si¢, po czym potencjal byl liniowo zmieniany do
wartos$ci -100 mV. Pomiary wykonane byly na jednej membranie, przy kilku ré6znych
szybkosciach polaryzacji. Pomiar zaczynano od najwyzszej szybkos$ci polaryzacji t.j.
100 mV/s. Dla kazdej krzywej metoda numeryczna wyznaczony zostat potencjal
minimalnej pojemnosci. Na podstawie tych danych wykreslono zalezno$¢ potencjatu
minimalnej pojemnosci o szybko$ci polaryzacji (Rys. 16.3). Ekstrapolacja do
zerowej warto$ci szybko$ci polaryzacji nie daje zerowej wartoSci potencjatu
minimalnej pojemnosci. Potencjat ten wynosit ok. -10 mV. Zjawisko to jest wiec
spowodowane nie tylko mechaniczng bezwladno$cia membrany, wynikajaca z
szybko$ci przemieszczania si¢ rozpuszczalnika wewnatrz dwuwarstwy i zmianami

ksztaltu obrzeza.
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Rys. 16.3. Zalezno$¢ potencjatu minimalnej pojemnosci od szybkosci polaryzacji
membrany. Roztwor formujacy: fosfatydylocholina:cholesterol 7:3, stezenie
lipidow w dekanie 20mg/ml. Elektrolit 0.1M KCI.

Nalezato wiec szuka¢ rowniez innych przyczyn tego zjawiska. Dotychczasowa
wiedza wyjasnia zmiany pojemno$ci membrany pod wptywem napigcia zjawiskiem
elektrokompresji. Wyniki przedstawione w tej pracy wskazuja rowniez na znaczenie
obrzeza przy zmianach pojemnosci. Efekty te prowadza do zmniejszenia grubosci
warstwy hydrofobowej membrany, a tym samym do zwigkszenia pojemnosci
membrany. Pojemno$¢ membrany jest najmniejsza wtedy, roznica potencjalow
pomigdzy powierzchniami warstwy hydrofobowej jest rowna 0. Informacje te
prowadza do wniosku, ze przylozenie do membrany napigcia powoduje trwate
zmiany w jej strukturze. Powrot napigcia przylozonego do membrany do wartosci 0
nie powoduje odtworzenia poczatkowej struktury membrany. Konieczne jest
przytozenie dodatkowego, niewielkiego napigcia o przeciwnym znaku, aby spadek
potencjatu w warstwie hydrofobowej membrany byt réwny 0 i pojemnos¢ przyjeta

minimalng warto$¢ (Rys. 16.4).
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Zmian struktury membrany pod wplywem przytozonego nalezy szukaé¢ w
zmianach konformacji grup jonowych lub dipolowych. W fosfatydylocholinie sg to
grupy polarne tworzace jon obojnaczy i grupy tworzace wigzania estrowe pomiedzy
szkieletem glicerolu a tancuchami weglowymi. Z literatury wiadomo, ze grupy
polarne lipidow maja mozliwo$¢ zmiany polozenia [95]. W =zalezno$ci od sily
jonowej roztworu i temperatury grupy polarne moga by¢ ustawione réwnolegle do
powierzchni membrany, mogg by¢ rowniez ustawione prostopadle do powierzchni
membrany. Mozliwe jest takze takie ustawienie, przy ktorym grupa z tadunkiem
dodatnim schowana jest do wnetrza membrany, a odstania si¢ atom tlenu, na ktorym
skupiony jest tadunek ujemny. Mozna oczekiwaé, ze na potozenie grup polarnych
fosfolipidow bedzie miato réwniez napigcie przytozone do membrany. Wskutek
istnienia sit elektrostatycznych grupy polarne lipidow znajdujace si¢ po stronie

roztworu o ujemnym potencjale powinny ustawiac si¢ prostopadle do membrany.
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Rys. 16.4. Zalezno$¢ potencjatu minimalnej pojemnosci od poczatkowej wartosci
potencjalu przylozonego do membrany. Roztwdr formujacy: azolektyna w
dekanie, 20mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI, 10mM HEPES. Temperatura 23 °
C.

Blizsze poznanie natury zaobserwowanego zjawiska wymagalo wykonania
szeregu kolejnych badan. Przede wszystkim nalezalo okresli¢ zaleznosci pomiedzy
warto$cig maksymalnego potencjatu przylozonego do membrany, a wartoscig
potencjatu minimalnej pojemnosci. Do badan tych wykorzystano przebieg potencjatu

podobny do przebiegu z rysunku 16.2. Potencjat 0 mV utrzymywany byt pizez 5 s,
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nastepnie przyktadano do membrany potencjat o pozadanej wartosci przez 10 s. Po
tym potencjal zmieniany byl liniowo w kierunku wartosci ujemnych z szybkos$cia
5 mV/s. Pomiary przeprowadzone byly na jednej membranie. Pomiar rozpoczynany
byl od nizszych warto$ci przyktadanego potencjatu. Uzyskane wyniki przedstawione
sg na rysunku 16.4.

Na podstawie rysunku 16.4 mozna stwierdzi¢, ze potencjal minimalnej
pojemnosci zalezy od wartosci poczatkowego potencjatu, ktory byt przylozony do
membrany. Przy wyzszych wartoSciach potencjatu startowego U,, warto$¢
przesunigcia potencjatu minimalnej pojemnosci Ug,, ulega stabilizacji. Mozna wigc
oceni¢, ze przy matych warto$ciach napigcia przyktadanego do membrany zmiany
konformacji lipidéw zalezng od tego napigcia. Dalsze zwigkszanie wartosci napigcia
moze powodowac osigganie granicznych potozen grup dipolowych lipidow. Opisany
eksperyment nie daje jednak odpowiedzi, ktére elementy czgsteczek lipidow
odpowiadajg za ten efekt, grupy polarne czy wigzania estrowe? Do wyjasnienia tego
problemu nalezalo wiec przeprowadzi¢ eksperymenty, w ktorych modyfikowano
wlasciwosci grup polarnych lub wigzan estrowych lipidow. Najprostsza wydaje si¢
ingerencja we wlasciwosci grup polarnych lipidow.

Wyjasnienie tych probleméw wymagato wykonania wielu pomiarow. Nalezato
wiec opracowa¢ metodyke pomiarow, ktora pozwolitaby na wydajng pracg. Aby za
jednym pomiarem mozna byto wyznaczy¢ zalezno$¢ potencjalu minimalne;j
pojemnosci od potencjatu przyktadanego do membrany, stosowano trojkatny
przebieg napi¢ciowy o wzrastajacej amplitudzie (Rys. 16.5a). Potencjal, ktorym
polaryzowano membran¢ zmienial si¢ liniowo w nastgpujacym ciggu: 0 — +20mV
— -20mV — +40mV — -40mV itd. Pojemno$¢ membrany rejestrowana przy tym
programie napi¢ciowym przedstawiona jest na rysunku 16.5b.

Wyznaczanie potencjatow minimalnej pojemnosci prowadzone byto metodami
numerycznymi za pomocg programu Excel (Microsoft). Dane pomiarowe (komplety
liczb: czas, potencjal, pojemnos¢) wprowadzane byly do programu w postaci pliku
tekstowego. Metoda numeryczng wyznaczano pochodng krzywej pojemnosci
wzgledem potencjatu. Pochodna w poblizu przecigcia z osig x ma przebieg zblizony
do liniowego. Punkt przecigcia pochodnej z osig x odpowiada potencjatowi
minimalnej pojemnosci. Wyznaczano go wykorzystujac regresje liniowa. Do
odcinkéw pochodnych (Rys. 16.6) znajdujacych si¢ w poblizu potencjatu minimalne;j
pojemnosci dopasowywano prostg. Metodg najmniejszych kwadratéw wyznaczano
wspoétczynniki a i b w roOwnaniu prostej. Na ich podstawie obliczano potencjal, przy

ktorym prosta przecinata o$ x, czyli potencjat minimalnej pojemnosci.
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Rys. 16.5. Rejestracja pojemnos$ci przy zaprogramowanym przebiegu potencjalu. a)
Przebieg potencjalu w funkcji czasu. Szybko$¢ polaryzacji 10 mV/s. b)
Pojemno$¢ membrany przy zaprogramowanym potencjale. Roztwor
formujacy: azolektyna w dekanie 20 mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI, 10mM
HEPES, pH 7.0. Temperatura 25 °C.

Na rys. 16.7 przedstawiona jest zalezno$¢ potencjatu minimalnej pojemnosci
od maksymalnego potencjatu, ktory przytozony byl do membrany. Pomiary
wykonane byly dla roztworéw KCI o trzech stezeniach. Punkty pomiarowe
przedstawione na rysunku otrzymane byty dla 6-8 membran. Sita jonowa elektrolitu
praktycznie nie wptywa na badang zaleznos$¢. Jedynie dla roztworu KCl o stezeniu
0.01M maksymalna warto$¢ potencjalu minimalnej pojemnosci osiggana jest przy
mniejszej amplitudzie potencjatu polaryzujacego. Obserwowane roznice zawarte sg
jednak w granicach odchylenia standardowego 1 nie dajg podstaw do jednoznacznych
wnioskow.
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Rys. 16.6. Pochodna pojemno$ci membrany wzgledem potencjatu polaryzujacego.
Krzywa wykreslono na podstawie danych z rysunku 16.6 dla przebiegu
potencjatu od -140 do +140 mV. Roztwor formujgcy: azolektyna w dekanie
20 mg/ml. Elektrolit: 0.1M KCI. 10mM HEPES, pH 7.0. Temperatura 25 °

C.
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Rys. 16.7. Wykres zalezno$ci napigcia histerezy od warto$ci maksymalnego
potencjatu polaryzujacego membrang. Szybko$¢ polaryzacji 10mV/s.
Roztwor formujacy: azolektyna w dekanie, 20mg/ml. Elektrolit: a) ()
10 mM KCI, 1 mM HEPES, b) (°) 0.1 M KCI, 10 mM HEPES, c) (x) 1 M

KCI, 10 mM HEPES. Temperatura 25 °C. SD - odchylenie standardowe.
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Wykonano réwniez badania z jonami dwuwartosciowymi. Wybrane zostaly
jony Ca?* ze wzgledu na ich zdolno$¢ do adsorpcji na btonach. lipidowych [234].
Jony Ca?* dziatajg stabilizujaco na blony biologiczne poddawane elektroporacji
[235,236]. Wyniki pomiaréw przedstawiono na rysunku 16.8,b. W tym wypadku nie
wystepuja istotne roéznice w stosunku do roztworu bez jondéw Ca2+.

Przeprowadzono jeszcze jeden rodzaj badan. Wykorzystano do niego
cytochrom C z serc wieprzowych. Jest to membranowe biatko powierzchniowe,
ktore bierze udziat w reakcjach redoks zachodzacych w membranach [8]. Jego
funkcjonowanie uzaleznione jest od obecnosci w membranie lipidow anionowych.
Membrany formowano bez obecnosci cytochromu C. Gdy membrana byla juz
uformowana, do komory, w ktérej znajdowaty si¢ elektrody CE1 1 RE1, dodawano
roztwoér cytochromu C. Do drugiej komory dodawano takg samg ilo$¢ elektrolitu
podstawowego. Roztwor w naczyniu byt wymieszany. Po 30 minutach po dodaniu
roztwordéw do naczynia prowadzono pomiar pojemnosci membrany stosujac taki sam

program napigciowy jak w poprzednich eksperymentach.
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Rys. 16.8. Wykres zalezno$ci napigcia histerezy od warto$ci maksymalnego
potencjalu polaryzujgcego membraneg. Szybko$¢ polaryzacji 10 mV/s.
Roztwor formujacy: azolektyna w dekanie 20 mg/ml. Elektrolit: a) (<) 0.1M
KCI, 10mM HEPES, pH 7.0 b) (+) 0.1M KClI, 0.1M CaCl,, 10mM HEPES,

pH7.0 ¢) (x)0.1M KCI, 2uM cytochrom C, 10mM HEPES, pH 7.0.
Temperatura 25 °C. SD - odchylenie standardowe.
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Duze czasteczki zaadsorbowane na powierzchni membrany, takie jak
cytochrom C, tez nie spowodowaty zmiany ksztaltu krzywych zalezno$ci potencjatu
minimalnej pojemnosci od amplitudy potencjalu polaryzujacego. Potencjaty
minimalnej pojemnosci U, przesungly si¢ w kierunku warto$ci ujemnych (ok.

7 mV), natomiast napiecie histerezy U, nie ulegto istotnym zmianom (Rys. 16.8,c).
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Rys. 16.9. Wykres zalezno$ci napigcia histerezy od wartosci maksymalnego
potencjalu polaryzujagcego membrang. Szybko$¢ polaryzacji 10 mV/s.
Roztwor formujacy: a) (o) azolektyna w dekanie 20 mg/ml, b)

(x) fosfatydylocholina-fosfatydyloetanoloamina 1:1 w dekanie, 20 mg/ml,
c) (e) fosfatydylocholina-fosfatydyloseryna 1:1 w dekanie, 20 mg/ml.
Elektrolit: 0.1M KCI, 10mM HEPES, pH7.0. Temperatura 25 °C.
SD - odchylenie standardowe.

Przeprowadzono rdéwniez badania, w ktéorych do tworzenia membran
stosowano lipidy o réznej budowie grup polarnych. Na rysunku 16.9 przedstawione
sa krzywe zaleznos$ci napigcia histerezy U, od amplitudy potencjatu polaryzujacego
U, dla membran tworzonych z réznych lipidow. Roznice pomigdzy membranami z
azolektyny (Rys. 16.9,a) i mieszaniny fosfatydylocholiny z fosfatydyloetanoloaming
(Rys. 16.9,b) sa zbyt mate, aby mozna bylo bra¢ je pod uwage. Wyrazna réznica

wystepuje wtedy, gdy membrana zawiera lipidy z grupa polarng posiadajaca ujemny
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tadunek elektryczny (Rys. 16.9,c). Do tworzenia membran wykorzystano mieszaning
fosfatydylocholiny z fosfatydyloseryng 1:1. Napigcie histerezy dla takich membran
przyjmuje warto$¢ wiekszg, niz dla membran tworzonych z obojetnych lipidow.

Przedstawione badania nie daja jednak jednoznacznej odpowiedzi, ze tylko
grupy polarne lipidow decydujg o powstawaniu przesuni¢cia potencjatu minimalnej
pojemnosci. Nalezy rowniez przeprowadzi¢ eksperymenty, ktore datyby odpowiedz,
jaki jest wkiad zmiany potozenia grup >C=0 w wigzaniach estrowych na badany
efekt. Mozna to sprawdzi¢ stosujac lipidy o zmienionej budowie, posiadajace
zamiast wigzan estrowych inne, mniej polarne wigzania. Mogg to by¢ tez membrany
tworzone z mieszanin fosfolipidow z lipidami mogacymi tworzy¢ wigzania
wodorowe z ugrupowaniami >C=0 wigzan estrowych. Wazne tez s3 badania
opisywanego efektu przy réznych temperaturach. Dla temperatury ponizej punktu
krzepnigcia lipidow efekt powinien zanikna¢ ze wzgledu na brak mozliwosci zmiany
konformacji czasteczek. Na rysunku 16.10 przedstawione zostaly schematycznie
mozliwe zmiany konformacyjne czasteczek lipidow pod wpltywem potencjatu. Na
rysunku dla uproszczenia pomini¢to wigzania estrowe w lipidach 1 instnienie
potencjatu dipolowego wewnatrz membrany.

Otrzymane dotagd wyniki mogg wskazywa¢ na skokowa zmiang¢ ustawienia
grup dipolowych. Obecno$ci w membranie innych czasteczek, drgania termiczne i
inne zjawiska moga powodowaé rozmycie efektu i przy nizszych potencjatach
polaryzujacych zmiany potencjalu dipolowego nie osiggaja swych maksymalnych
wartosci. Pomimo braku wystarczajacej ilosci danych do jednoznaczego wyjasnienia
tego efektu, zjawisko wydaje si¢ by¢ interesujace z punktu widzenia elektroniki
molekularnej. Opisane badania wskazujg na wtasciwosci czasteczek lipidow, ktore
polegaja na skokowej zmianie ich konformacji pod wptywem napigcia przytozonego
do membrany 1 "pamigtaniu" tego ustawienia po zaniku napigcia. Zjawisko to w
potaczeniu z anizotropowg strukturg membran zacheca do dalszych badan, ktore w
perspektywie bylyby badaniami nad elektronicznymi uktadami pamigciowymi na
poziomie molekularnym. Zjawisko to jest roOwniez interesujgce z punktu widzenia
biochemii. W membranach jest wiele bialek, ktorych funkcjonowanie zalezy od
warto$ci potencjatu transmembranowego, np. otwieranie si¢ 1 zamykanie kanatow
jonowych poryn. Na bazie przedstawionych wynikow powstaje pytanie, czy zmiany
przewodnictwa biatek porynowych uzaleznione sa od zmian konformacyjnych
lipidow  otaczajagcych  biatko, czy tylko bezposrednio od potencjatu
transmembranowego?
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Rys. 16.10. Zmiany wiasciwosci elektrycznych membrany pod wplywem potencjatu
polaryzujacego. Membrana bezposrednio po uformowaniu jest
symetryczna (a) 1 symetrycznie utozone sg grupy polarne po obu stronach
membrany. Przylozenie napigcia do membrany powoduje zmiany
potozenia grup polarnych (b), nastepuja przy tym zmiany rozktadu
potencjalu wewnatrz membrany zwigzane takze ze zmiang orientacji grup
polarnych. Przylozenie zewngtrznego potencjalu polaryzujgcego réwnego
0 nie powoduje powrotu grup polarnych do pierwotnego potozenia (C).
Wewnatrz membrany wystepuje spadek potencjatu A@. Przytozenie
zewngtrznego potencjalu Ay o wartosci -A¢g powoduje kompensacje
wewnetrznego spadku potencjalu (d). Jest to potencjal minimalnej
pojemnosci.  Dalsze  zwigkszanie  potencjaltu Ay  powoduje
przeorientowanie potozenia grup polarnych lipidow w drugg strong (e). Na
rysunku pominigto potencjat dipolowy, wystepujacy w warstwie
hydrofobowej membrany.
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17. Zastosowanie chronopotencjometrii w badaniach zjawisk
membranowych

Chronopotencjometria jest technika w niktym stopniu wykorzystywang w
badaniach zjawisk w dwuwarstwach lipidowych. W rozdziale tym przedstawione sg
mozliwosci 1 ograniczenia zastosowania chronopotencjometrii w pomiarach
pojemnosci membran oraz metoda tworzenia charakterystyk pojemnos¢-napigcie dla
membran  lipidowych.  Przedstawiono réwniez mozliwosci  zastosowania
chronopotencjometrii w badaniach elektroporacji membran.

17.1. Pomiary pojemnosci membran

Chronopotencjometria polega na wymuszeniu przeptlywu pradu o stalym
natezeniu przez badany wuktad 1 rejestracji potencjatu w funkcji czasu.
Chronopotencjometria wykorzystywana jest gltownie w analizie chemicznej
jakosciowej 1 ilosciowej oraz do badan mechanizmow reakcji elektrodowych.

Dwuwarstwy lipidowe mozna traktowa¢ jako rownolegle potaczenie
pojemnosci 1 rezystancji. Przy réznych natezeniach pradu plynacego przez
dwuwarstwy lipidowe, mozna uzyska¢ krzywe chronopotencjometryczne roéznego
typu (Rys. 17.1). Przy odpowiednio matych nat¢zeniach pradu (krzywa a) potencjat
ustala si¢ przy warto$ci okreslonej przez rezystancje¢ membrany R,, i nat¢Zenie pradu
i:

U, =i-Ry, (17.1)

Zwigkszenie natgzenia pradu plynacego przez membrang powoduje wzrost
potencjatu do wartosci, przy ktoérej nastepuje przebicie membrany. Gdy natezenie
pradu nie jest zbyt duze, membrana nie ulega zniszczeniu. Powstajace pory
zmniejszajg rezystancj¢ membrany, przez co potencjal zmniejsza si¢ (krzywa D).
Wystepuja nieregularne oscylacje potencjalu. Przy zbyt duzej warto$ci natgzenia
pradu, przebicie membrany powoduje jej zniszczenie (krzywa c).
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Rys. 17.1. Typowe krzywe chronopotencjometryczne dla dwuwarstwowych
membran lipidowych. Natezenie pradu: a) 0.1 nA, b) 0.4 nA, c) 1.2 nA.
Roztwor formujacy: fosfatydylocholina w dekanie 20mg/ml. Elektrolit:
0.1 M KCl, 10 mM HEPES, pH 7.0.

Catkowity prad ptynacy przez membrang lipidowa (i) posiada dwie sktadowe.
Czg$¢ pradu plynie poprzez rezystancje membrany (i), natomiast czes¢ powoduje
tadowanie pojemnos$ci membrany (ic). Szybko$¢ zmian potencjatu na membranie V
zalezna jest od pojemnosci membrany C i nat¢zenia pradu pojemnosciowego I:

%—?:V:%:"C'R (17.2)

Po przeksztalceniu réwnania 17.2 uzyskuje si¢ rownanie, ktore stanowi

podstawe do wyznaczania pojemnos$ci membrany:

C=%(i—iR) (17.3)

Nate¢zenie pradu rezystancyjnego przeptywajacego przez membrang iy zalezy
od rezystancji membrany R,, i napi¢cia na membranie U,,. Po uwzgl¢dnieniu tej
zaleznosci rownanie 17.3 przyjmuje postac:

1(. U,
= v(u— RM] (17.4)
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Szybko$§¢ zmian napiecia V wyznaczana jest na podstawie Kkrzywych
chronopotencjometrycznych. Jest to nachylenie krzywej w danym punkcie (przy
napigciu U,,). Rezystancja membrany R,, moze by¢ wyznaczona ré6znymi metodami.
Mozna wyznaczy¢ ja z nachylenia krzywych chronowoltamperometrycznych
(rozdziat 13.7). Rezystancj¢ membrany mozna wyznaczy¢ takze z krzywych
chronoamperometrycznych lub chronopotencjometrycznych, wykorzystujac prawo
Ohma. Krzywe chronopotencjometryczne rejestruje si¢ dla matego pradu, przy
ktorym potencjat ustala si¢ na niewielkiej wartosci (20-50mV). Gdy membrana ma
bardzo duza rezystancj¢ i pomiary wykonywane sa przy malej wartosci Uy,
natezenie pradu rezystancyjnego w porownaniu z pragdem pojemnosciowym jest mate

i réwnanie 17.4 mozna upros$cic:

- 17.
C v (17.5)

U mV 10nA

1401 08nA

1201 06nA
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Rys. 17.2. Seria krzywych chronopotencjometrycznych zarejestrowanych dla jednej
membrany. Roztwér formujacy: fosfatydylocholina w dekanie 20mg/ml.
Elektrolit: 0.1 M KCI, 10 mM HEPES, pH 7.0.
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Praktyczne wykorzystanie chronopotencjometrii do pomiaréw pojemnosci
membran wymaga dobrania warunkéw pomiarow. Na rysunku 17.2 przedstawiona
jest seria krzywych chronopotencjometrycznych zarejestrowanych dla jednej
membrany. Krzywe rejestrowano zaczynajgc od najmniejszego natezenia pradu.

Do wyznaczenia pojemnosci wykorzystane zostalo rownanie 17.3. Rezystancja
membrany wyznaczona byla na podstawie zarejestrowanej wczesniej krzywej
chronowoltamerometrycznej w zakresie potencjatow 0-100 mV. Pojemnos¢
wyznaczano dla pradow o roznych natezeniach. Szybko$ci zmian napiecia V
wyznaczano metodg najmniejszych kwadratow w zakresie napie¢ 0-20 mV (funkcja
linest w programie Excel). Dla pradow powyzej 0.5 nA uzyskane wartoSci
pojemnosci zgodne byly z wartoSciami uzyskanymi metoda przetwarzania
pojemnosci na czestotliwos¢ (rozdzial 10.4). Dla pradow o warto$ciach ponizej

0.5 nA warto$ci pojemnosci byty zawyzone (rysunek 17.3).

C,nF
8 1

0 02 0l 06 08 10 inA

Rys. 17.3. Wykres wyznaczonej pojemnos$ci membrany w funkcji natezenia pradu
stosowanego do rejestracji krzywych chronopotencjometrycznych. Roztwor
formujacy: fosfatydylocholina w dekanie 20mg/ml. Elektrolit: 0.1 M KClI,
10 mM HEPES, pH 7.0.

Gléwng przyczyng bledow w wyznaczaniu pojemnosci membrany jest
niedoktadno$¢ w pomiarze jej rezystancji. Przy matych natezeniach pradu w

chronopotencjometrii znaczna cz¢$¢ pradu przeptywa przez membrang w postaci
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pradu rezystancyjnego. Mata niedoktadno$¢ w wyznaczeniu rezystancji membrany
powoduje duze bltedy w obliczeniach pradu pojemnosciowego. Rezystancje
membrany wyznaczano rowniez na podstawie krzywych
chronopotencjometrycznych rejestrowanych dla prgdéw o matych natezeniach (Rys.
17.1, krzywa a). Odczytywano potencjat, ktory si¢ ustalit i na podstawie roGwnania
17.1 obliczano rezystancje membrany. Przy tym sposobie wyznaczania rezystancji
membrany dla pradow o matych natezeniach réwniez wystepowaty duze bledy w
pomiarach pojemnosci. Wyznaczona warto$¢ pojemnosci przy obu metodach
pomiaru rezystancji membrany byta zawyzona.

Rownanie 17.2 moze by¢ podstawg do obliczania jednocze$nie Kilku
parametrow membrany na podstawie krzywej chronopotencjometrycznej. Pojemnos¢

membrany zalezna jest od aktualnego potencjatu polaryzujacego:
C=C,(1+al?) (17.6)
Pojemno$¢ C, jest pojemnoscia membrany przy potencjale polaryzujacym
rownym 0, natomiast parametr o okresla podatno$¢ membrany na zmiany
pojemnosci pod wplywem polaryzacji. Uwzgledniajac rownanie 17.6 oraz prad
rezystancyjny, ktory zalezy od rezystancji membrany i aktualnego potencjatu,
rownanie 17.2 przyjmuje postac:

du i
_ R

e R 17.7
dt  C,(1+aU?) 7.7

Otrzymali$my réwnanie rézniczkowe opisujace krzywa chronopotencjo-
metryczna, uwzgledniajace pojemno$¢ poczatkowa membrany C,, rezystancje
membrany R i podatno$¢ pojemno$ci membrany na polaryzacje napigciowg o.
Roéwnanie to jest spetnione wtedy, gdy rezystancja membrany jest stala i pojemnos¢
membrany jest funkcja kwadratowa potencjalu polaryzujacego. W membranach,
ktore byly dotychczas opisywane w tej pracy, warunki te sg dobrze spelnione do
potencjatow 100 mV. Po rozwigzaniu roOwnania rdézniczkowego 17.7 otrzymuje si¢

do$¢ ztozone rOwnanie:

(CoR +i2R°Cy0r) InfiR + U +@ U? —iR?C,aU = t + const (17.8)

Za pomoca metody najmniejszych kwadratow, na podstawie danych

eksperymentalnych (krzywych chronopotencjometrycznych), mozna wyznaczy¢
parametry rownania C,, R i o. Jednak ze wzgledu na ztozona posta¢ rownania i

rownie zlozone jego pochodne czastkowe dalsze obliczenia nie byty kontynuowane.
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Moga stanowi¢ jednak punkt wyjscia do dalszych badan nad wykorzystaniem
chronopotencjometrii do wyznaczania kilku parametréw membrany jednocze$nie.
Zagadnienie to byloby interesujgce z punktu widzenia biosensorow, gdzie
jednoczesny pomiar kilku parametrow, umozliwiajacy uzyskanie wyzszej czutosci i

selektywnos$ci pomiaréw bytby bardzo pozadany.
17.2. Charakterystyki pojemnos¢-napiecie

Podczas rejestracji krzywych chronopotencjometrycznych zmienia si¢ napigcie
na membranie. Dla kazdego punktu na krzywej mozliwe jest obliczenie pojemnosci
membrany. Poprzez potaczenie tych dwoch parametréw mozna dla membrany
wyznaczy¢ charakterystyki pojemnos$¢-napiecie (rozdziat 15.3).

Na rysunku 17.4 przedstawiono charakterystyki C-U uzyskane dwiema
metodami. Krzywa z rysunku 17.4,a uzyskana zostala z krzywej
chronopotencjometrycznej zarejestrowanej dla pradu o natezeniu 0.8 nA. Dla
poréwnania, na rysunku 17.4,b przedstawiono krzywa zarejestrowang dla tej same;j
membrany, stosujagc metode przetwarzania pojemnosci na okres. Krzywe roznig si¢

miedzy sobg. Podobny przebieg majg jedynie do potencjatow ok. 120 mV.
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Rys. 17.4. Wykres pojemno$ci membrany w funkcji napi¢cia pomiedzy elektrodami,
a) wyznaczony na podstawie Kkrzywej chronopotencjometrycznej przy
natezeniu pradu 0.8 nA, b) krzywa zarejestrowana przy pomocy metody
przetwarzania pojemnosci na okres. Roztwor formujacy: fosfatydylocholina
w dekanie 20mg/ml. Elektrolit: 0.1 M KCI, 10 mM HEPES, pH 7.0.



157

Roéznice w przebiegu krzywych wynika¢ moga ze znacznej réznicy w
natezeniach pradu przeptywajacych przez membrang. Krzywa
chronopotencjometryczna rejestrowana byla przy pradzie o natezeniu 0.8 nA,
natomiast przy rejestracji charakterystyki C-U metoda przetwarzania pojemnosci na
okres, natezenie pradu tadujacego 1 roztadowujacego membrane wynosito 0.5 pA. W
natezeniach pradéw jest roznica trzech rzedow wielkosci. Przy nat¢zeniach pradu
rzedu nanoamperow, niewielkie nieregularne przecieki pradu przez membrane
powoduja znieksztatcenia krzywych C-U.

17.3. Badania odwracalnego przebicia membran

Zjawisko indukowania poréw w membranach pod wplywem napigcia
przytozonego do membrany jest interesujace z punktu widzenia biologii i inzynierii
genetycznej. Wykorzystywane jest juz praktycznie do wprowadzania obcych
czasteczek do wnetrza komoérek np. DNA, umozliwia wyplyw cytoplazmy z komoérki
bez jej zniszczenia, pozwala na fuzje komorek [152-153]. W badaniach
elektroporacji membran stosowane sg przede wszystkim techniki impulsowe. Dobor
warto$ci napigcia 1 czasu trwania impulsu pozwala na uzyskanie warunkéw, przy
ktorych uzyskuje si¢ odwracalne przebicie membran. Po =zaniku impulsu
indukujacego powstanie porow, pory zasklepiajg sie 1 nastepuje odtworzenie ciaglej
struktury membrany.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze w warunkach chronopotencjometrycz-
nych mozliwe jest uzyskanie stanu, w ktorym w membranie istniejg cyklicznie
otwierajace 1 zamykajace si¢ pory (krzywa b na rys. 17.1). Otwieranie 1 zamykanie
si¢ porow powoduje zmiany przewodnictwa membrany, a przez to zmiany
potencjatu. W badaniach elektroporacji membran powstaje wiele pytan np. jakie jest
przewodnictwo i wielko$¢ powstajacych porow, czy pory zamykajg si¢ catkowicie

czy tylko czesciowo, jaka jest szybkos$¢ otwierania 1 zamykania si¢ poréw?
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Rys. 17.5. Zastepczy schemat elektryczny dwuwarstwowej membrany lipidowej, a)
bez obecnosci poréw, b) z porami. C - pojemno$s¢ membrany, R, -
rezystancja membrany, R, - rezystancja porow, i - natezenie pradu
ptynacego przez elektrody, ig, i, I, - natezenia pradu pojemnosciowego,
pradu rezystancyjnego 1 pradu porow, U,, - napigcie na membranie.

Gdy w membranie nie ma poréow, pod wzgledem elektrycznym mozna
potraktowac ja jako rownolegle potaczenie kondensatora i rezystora (Rys. 17.5a).
Gdy w membranie powstajg pory, nalezy dodatkowo uwzglednia¢ ich rezystancje
(Rys. 17.5b). Dla membrany zawierajgcej pory mozna zapisa¢ bilans pradow

ptynacych w uktadzie:
i=ic+ig+ij (17.9)

Powstanie poru pod wptywem napigcia elektrycznego powoduje zmniejszenie

rezystancji membrany. Membrana roztadowuje si¢. Szybko§¢ zmian napigcia na
membranie podczas roztadowania (V,) zalezy od pojemnosci membrany (C) i
natg¢zenia pradu roztadowujacego pojemnoscé (ic):
i

V, = EC (17.10)
Poprzez przeksztalcenie rownania 17.9 uzyskuje si¢ roOwnanie opisujgce natgzenie
pradu plynagcego przez pory. Po potaczeniu przeksztatconego réwnania 17.10
uzyskuje si¢ rownanie, na podstawie ktorego mozliwe jest okreslenie natezenia pradu

ptynacego przez elektrycznie indukowane pory:

i =i—i -V, -C (17.11)
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Pojemno$¢ membrany wyznaczana jest na podstawie rownania 17.3. Wstawiajac to
rownanie do rownania 17.11 mozna wyeliminowaé etap obliczania pojemnoS$ci
membrany:

ip=i—iR—vp-(i—iR) (17.12)

Roéwnanie 17.12 po przeksztatceniu rownanie przyjmuje postac:
V
f .. p
|p=(|—|R)-(1—VJ (17.13)
Przewodnictwo powstalych poréw (Gp) oblicza si¢ dzielac natgzenie pradu i, przez
napigcie Uy, ktore w danej chwili jest na membranie:

i
G,=—"— 17.14
= U, (17.14)
Po polaczeniu réwnan 17.13 1 17.14 otrzymuje si¢ rOwnanie:
G =i-(i—i )-(1—ﬁj (17.15)
N U R \ '

Po uwzglednieniu, ze prad rezystancyjny zalezy od rezystancji membrany (R,,) i

napi¢cia na membranie (Uy,) mozna zapisa¢ w postaci:

G —(L i} (1 ﬁj 17.16
" Uy Ry UV (17.16)

Réwnanie 17.16 stanowi podstawe do wyznaczania przewodnictwa elektrycznie
indukowanych porow w membranach w warunkach chronopotencjometrycznych.
Poszczegblne parametry w rownaniu 17.16 oznaczaja:

i - natezenie pradu przeptywajacego przez elektrody,

Uy - napigcie na membranie, przy ktéorym wyznaczane jest przewodnictwo
poru,

Ry - rezystancja membrany bez obecno$ci porow,

Vo - szybko$¢ zmian napig¢cia na membranie po utworzeniu si¢ poru,

\Y - szybko$¢ zmian napigcia na membranie przy napigciu Uy, bez obecnosci

poréw, wyznaczana na podstawie poczatkowe] czesci krzywej
chronopotencjometrycznej.

Na rysunku 17.6 przedstawione s3 dwie krzywe chronopotencjometryczne
zarejestrowane dla jednej membrany przy pradach o natezeniu 0.2 i 0.3 nA.

Rejestracje rozpoczynano od najmniejszego natgzenia pradu. Przy pierwszej
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rejestracji krzywej w poczatkowym momencie nastgpowal wzrost potencjatu do
wartos$ci, przy ktorej nastgpowalo przebicie membrany. Po zarejestrowaniu krzywej
przy pradzie 0.2 nA przez 505s, po ok. 10 s rozpoczynano rejestracj¢ nastepnej
krzywej przy wigkszym natezeniu pradu. Na rysunku zaznaczone sg punkty, dla
ktorych wyznaczone zostato przewodnictwo powstajacych poréw. Wybrane zostaly
punkty, gdzie spadek potencjatu jest najszybszy, a tym samym pory sg najwigksze.
Wyniki pomiaréw przedstawiono w tabeli 17.1. Rezystancj¢ membrany wyznaczono
na podstawie wczesniej zarejestrowane] krzywej chronowoltamperometrycznej w
zakresie potencjatlow 0-120 mV. Wynosita ona 5.2 GQ.
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Rys. 17.6. Krzywe chronopotencjometryczne membrany ulegajacej odwracalnemu
przebiciu elektrycznemu. Natezenie pradu: a) 0.2 nA, b) 0.3 nA. Roztwor
formujacy: azolektyna w dekanie 20mg/ml. Elektrolit: 0.1 M KCI, 0.1M
CaCl,, 10 mM HEPES, pH 7.0. Na rysunkach zaznaczone sa punkty A-F,

dla ktorych wyznaczono przewodnictwo powstajagcych poréw. Wyniki
przedstawione sg w tabeli 17.1.
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Znajac przewodnictwo porow w membranie mozna probowaé wyznaczy¢
efektywne pole powierzchni indukowanych poréw. Wstepnie zostalty poczynione
uproszczone zatozenia, ze pory przyjmuja ksztalt cylindryczny i1 sg wypetione
elektrolitem o takim samym przewodnictwie, jak w glebi roztworu. Nie
uwzgledniano oddziatywania jondéw z polarnymi grupami lipidow tworzacych
wewnetrzng powierzchni¢ poréw. Nie uwzgledniono réwniez zmian temperatury
elektrolitu wewnatrz pordw, nagrzewajacego si¢ w wyniku przeptywu pradu oraz
niejednorodnosci pola elektrycznego w warstwie elektrolitu przylegajacego do
porow. Na podstawie danych z rozdziatu 15.2, do obliczen przyjeto catkowita
grubo$¢ membrany roéwng 7 nm. Dla najmniejszej 1 najwigksze] wartosci
przewodnictwa porow z tabeli 17.1 obliczone wartosci efektywnego pola
powierzchni poréw wynoszg 2.24:1023 m2 i 3.54-:10-23 m2. Jezeli przyjaé, ze jest to
pojedynczy por o cylindrycznym ksztatcie, miatby on $rednice odpowiednio 5.3 1 6.7
nm. Sg to wartosci zblizone do grubos$ci membrany. Pory uzyskiwane za pomocg
technik impulsowych posiadajg zwykle $rednice od jednego do kilku nanometrow
[152-153,237]. Zaprezentowane dane dajg wigc pewno$¢, ze w warunkach
chronopotencjometrycznych uzyskuje si¢ w membranie pojedynczy por, cyklicznie

otwierajacy si¢ 1 zamykajacy.

Tab. 17.1. Przewodnictwo porow powstajacych w dwuwarstwowej membranie
lipidowej w warunkach chronopotencjometrycznych (Rys. 17.6). Roztwor
formujacy: azolektyna w dekanie 20mg/ml. Elektrolit: 0.1 M KCI, 0.1M
CaCl,, 10 mM HEPES, pH 7.0.

Punkt | Nat¢zenie | Napigcie Szybkos¢ Szybkosé Przewodn.
pradu i Um zmian nap. Vy | zmian nap. V | poréw G,
[nA] [V] [mV/s] [mVI/s] [nS]
A 0.2 0.146 -91.7 20.2 6.52
B 0.2 0.112 -61.1 26.3 5.30
C 0.2 0.103 -39.9 29.4 4.12
D 0.3 0.144 -67.0 30.2 6.09
E 0.3 0.108 -33.1 53.9 4.17
F 0.3 0.084 -50.7 64.1 6.05

Przeprowadzenie analizy Fouriera krzywych chronopotencjometrycznych
umozliwi uzyskanie widma czgstotliwosciowego oscylacji napigcia na membranie.

Pozwoli to na analize wtasciwosci elektromechanicznych membrany. Zjawisko to nie
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bylo jednak dalej badane ze wzgledu na niezgodno$¢ z tematem pracy. Jest ono
rowniez interesujagce z punktu analityki chemicznej. Czujniki wykorzystujace
opisywane zjawisko moga okaza¢ si¢ bardzo czutymi instrumentami analitycznymi.
Porowate filtry impregnowane lipidami wykazuja w warunkach statopradowych
oscylacje, ktorych czgstotliwos¢ 1 amplituda zalezy od bardzo matych ilosci
aktywnych substancji obecnych w roztworze wodnym. Byly one prezentowane w
literaturze jako czujniki zapachu [211].

Na podstawie analizy wielu krzywych chronopotencjometrycznych mozna
stwierdzi¢ jeszcze kolejne interesujgce zjawisko. Na jednej membranie rejestrowano
kilka krzywych chronopotencjometrycznych przy coraz wigkszym nat¢zeniu pradu.
Na kazdej krzywej, w poczatkowej jej czgsci obserwowato si¢ duzy wzrost
potencjatu, do wartosci, przy ktorej nastgpowalo przebicie membrany (powyzej
200 mV). Nastepnie potencjat spadat 1 oscylowat przy potencjatach rzedu 100 mV.
Zwykle poczatkowy wzrost potencjatu byl tylko na pierwszej krzywej
chronopotencjometrycznej (Rys. 17.6,a). Przy nast¢gpnych krzywych potencjat
wzrastat tylko do wartosci, przy ktorych wystepowaly oscylacje (Rys. 17.6,b).
Obserwacja ta prowadzi do wniosku, ze pomimo zatrzymania przeptywu pradu przez
membrang, jej ciggla struktura nie ulega odtworzeniu. W miejscach, w ktorych byty
pory, struktura membrany zostata na trwale zakidcona i ponowny przeptyw pradu i
wzrost potencjalu otwieral pory juz przy nizszych warto$ciach potencjatu.
Zanotowane przeze mnie spostrzezenia moga by¢ zacheta do dalszych badan, w
ktorych chronopotencjometri¢ mozna wykorzysta¢ przy badaniach zmian struktury i
powstawania defektow w membranach pod wplywem napigcia. Technika ta pozwala
na proste badania czynnikoOw utatwiajacych odtwarzanie si¢ ciagtej struktury blon
komorkowych, ktore poddawane sag elektroporacji w celu elektrofuzji lub
elektroiniekcji.

18. Podsumowanie

Dwuwarstwowe membrany lipidowe wykorzystywane sg szeroko jako modele
bton biologicznych. Stanowig réwniez interesujacy obiekt ze wzgledu na mozliwosé
wykorzystania ich w biosensorach, jako nos$nika enzymoéw izolowanych z bton
biologicznych. Najprostsza metoda tworzenia takich membran jest metoda Muellera-
Rudina, jednak uzyskane w ten sposob blony mogg zawiera¢ wewnatrz dwuwarstwy

rozpuszczalnik, zwiekszajacy ich grubos¢. Przylozenie do nich napigcia powoduje
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duze zmiany pojemnosci, dochodzace do kilkudziesigciu procent, zwigzane gtownie
ze zmniejszaniem si¢ ich grubosci. Zjawisko to jest w wielu przypadkach bardzo
niekorzystne, jednak w pewnych sytuacjach jego obecnos¢ jest duzg zaletg takich
membran.

Celem pracy bylo okreslenie mozliwosci wykorzystania pomiaréw pojemnosci
membran w badaniach zjawisk membranowych. Zagadnienie to potraktowane
zostalo w pracy dos¢ szeroko. Podstawowym zagadnieniem pracy byta analiza
mechanizmu zmian pojemnosci 1 zmian struktury membrany pod wplywem
potencjatu. Pojemnos$¢ wykorzystywana byta rowniez jako parametr umozliwiajacy
obserwacj¢ procesu formowania si¢ membran. W pracy przedstawione zostaty
mozliwo$ci 1 ograniczenia wykorzystania chronopotencjometrii W badaniach
pojemnos$ci membran. Przedstawione zostaly rowniez mozliwosci zastosowania
chronopotencjometrii  w badaniach elektroporacji membran, gdzie zmiany
pojemnosci pod wpltywem napigcia s3 czynnikiem utrudniajgcym badania i
wystepuje koniecznos$¢ eliminacji tego efektu podczas analizy wynikow.

Membrany wykorzystywane w badaniach tworzone byly metoda Muellera-
Rudina. Proces formowania membran $ledzony byt poprzez rejestracje ich
pojemnosci. Do sporzadzania roztworow formujacych bylty wykorzystywane
weglowodory od n-heksanu do n-dekanu. Spos$rod tych rozpuszczalnikow
najkorzystniejsze byto stosowanie n-dekanu. Utworzone membrany byly stosunkowo
trwate 1 stabilne. Badany byl takze proces formowania membran z dodatkiem
alkoholu do roztworu formujacego. Stosowano propanol, izopropanol, butanol i
izobutanol. Proces tworzenia si¢ dwuwarstw w obecnosci alkoholu przebiegat
znacznie szybciej 1 stabilno$¢ uformowanych membran byta wyzsza. Dodatkowy
sktadnik w membranach taki jak alkohol w wielu wypadkach wyklucza stosowanie
takich membran jako modeli bton biologicznych, jednak moga by¢ one
wykorzystywane przy konstruowaniu biosensorow, gdzie istotng cecha jest reakcja
uktadu na okreslony czynnik zewnetrzny.

Rodzaj 1 czysto$¢ stosowanych lipidow rowniez wptywa na przebieg procesu
formowania. Najmniej stabilne membrany tworzyty si¢, gdy stosowano lecytyne o
czystosci 99%. Z lecytyn o czystos$ci 60% tworzyly si¢ membrany bardziej stabilne.
Trwate membrany tworzyly si¢ z azolektyny, ktorej gldéwnymi sktadnikami jest
fosfatydylocholina, kefaliny i inozytol. Stabilne i trwale membrany tworzyly si¢ z
lecytyny z dodatkiem cholesterolu (10-30%), jednak wydluzeniu ulegat etap

tworzenia si¢ dwuwarstwy.
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Rodzaj i stezenie elektrolitu podstawowego nie zmienia w istotny sposob
procesu formowania membran. Do badan wykorzystywane byty roztwory jonéw K,
Ca®*, CI', Br- i J. Przy stosowaniu roztworu KJ o stezeniu 0.1M jako elektrolitu
podstawowego uzyskuje si¢ membrany o rezystancji okoto 1000 razy mniejszej, niz
przy roztworach KCIl. Przebieg procesu formowania nie ulega jednak wyraznym
zmianom. Do badan wykorzystano rowniez pochodne fenotiazyny, posiadajace duze
znaczenie w medycynie jako neuroleptyki - posiadaja one wlasciwosci lipofilowe i
zmieniajg ptynnos¢ membran. Badania prowadzono przy stezeniach fenotiazyn
1-5-104M (promazyna, chloropromazyna, tiorydazyna). Powoduja one destabilizacje
procesu formowania. Utworzone membrany posiadajag matg pojemnos$¢, zmniejszong
rezystancje 1 ulegajg przebiciu przy nizszych napigciach.

Nieodtgcznym elementem towarzyszacym plaskim membranom lipidowym jest
obrzeze Plateau-Gibbsa - pierscien z roztworu formujacego, taczacy dwuwarstwe z
krawedzig otworu, w ktorym membrana jest tworzona. Analizujac literature mozna
stwierdzi¢, ze obecnos¢ obrzeza i jego wlasciwosci sg ignorowane przez wigkszos$¢
0s0b zajmujacych si¢ badaniami ptaskich membran lipidowych. Jedynie niektorzy
doceniajg jego znaczenie i wplyw na wtasciwos$ci pozostajacej z nim w réwnowadze
dwuwarstwy. Przeprowadzone badania wykazaty, ze pojemnos$¢ specyficzna
tworzonych membran zalezna jest od wielkoSci obrzeza Plateau-Gibbsa. Jako
wielko$¢ opisujacg parametry geometryczne obrzeza i membrany przyjety zostat
stosunek pola powierzchni dwuwarstwy do pola powierzchni otworu Sp/Sg,. Dla
membran tworzonych z lecytyny, przy dwuwarstwie zajmujacej 70% pola
powierzchni otworu, pojemnosé specyficzna wynosi okoto 0.28 uF/cm2, natomiast
przy 20% okoto 0.38 pF/cm2. Zbadana zostala rowniez pojemno$¢ specyficzna
membran tworzonych z mieszaniny lecytyny i1 cholesterolu, a takze membran
formowanych w obecno$ci pochodnych fenotiazyny. Pojemnosci specyficzne tych
membran s3 nizsze niz membran z samej lecytyny. Obnizenie pojemnosci
specyficznej jest jednak tylko pozorne, poniewaz $rednie pole powierzchni tych
membran jest wyzsze niz membran z samej lecytyny. Przy analizie pojemnosci
specyficznej membran przy tym samym polu powierzchni okazuje si¢, ze dla
membran tworzonych z dodatkiem cholesterolu pojemno$¢ specyficzna jest wyzsza.
Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze przy badaniu czynnikoéw wplywajacych
na pojemnos¢ specyficzng konieczne jest porownywanie memebran posiadajacych to
samo pole powierzchni.

Pojemno$¢ membran wzrasta pod wpltywem przytozonego do nich napigcia.

Zmiany pojemnosci membran pod wplywem potencjalu sa odwracalne.
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Spowodowane sg zwigkszaniem si¢ ich pojemnosci specyficznej i wzrostem pola
powierzchni dwuwarstwy, kosztem zmniejszania si¢ pola powierzchni zajmowanego
przez obrzeze. Przyrost pola powierzchni wynosit od 3.1 do 7.0%. Mniejsze zmiany
byly dla dwuwarstw o wiekszym poczatkowym polu powierzchni (79.6%), natomiast
wigcksze dla mniejszego poczatkowego pola (52.7%). Polaryzacja napigciowa
membran powoduje asymetryczny rozktad potencjaldow w membranie i w obrzezu.
Zmiany napig¢cia miedzyfazowego obrzeza i dwuwarstwy na granicy z fazag wodna
moga by¢ asymetryczne. Nie stwierdzono jednak zauwazalnego wybrzuszania
membrany, mogacego powodowa¢ dodatkowy wzrost pola powierzchni
dwuwarstwy.

Na podstawie pomiaréw pojemnosci specyficznej obliczone zostaty grubosci
warstwy hydrofobowej membran przy ré6znych napigciach. Dla membran tworzonych
Z mieszaniny lecytyny z cholesterolem o sktadzie 7:3, grubo$¢ przy napigciu 0
wynosita 5.8 nm. Grubo$¢ ta malata do wartosci 5.2 nm przy 100 mV i 4.3 nm przy
200 mV. Przy potencjale polaryzjagcym 0 $rednia warto$¢ pojemnosci specyficznej
tych membran wynosita 0.334 pF/cm2. Rozrzut warto$ci pojemno$ci wynosit
0.021 pyF/cm2, Po przytozeniu potencjalu 200 mV S$rednia warto$¢ pojemnosci
specyficznej wzrosta do 0.453 pF/cm2, a przy tym rozrzut warto$ci pojemnosci
specyficznej zmniejszyt sie 4-krotnie.

Przeprowadzono badania kinetyki zmian pojemnosci pod wptywem potencjatu
polaryzujacego. Potencjal polaryzujacy zmieniany byt skokowo. Zaobserwowano
dwa wyrazne etapy na zarejestrowanych krzywych pojemnos$ci. Zmiana potencjatu
polaryzujacego membrane powoduje poczatkowo szybka zmian¢ pojemnosci (w
czasie ponizej 0.1 s), po czym nastgpuje etap powolnego jej stabilizowania sig.
Przeprowadzona zostata analiza szybko$ci zmian pojemnosci przy skokowej zmianie
potencjatu z wartosci 0 na wartosci do 200 mV i z tych warto&i na 0. Réznice w
szybkos$ciach zmian wystepujg przede wszystkim w poczatkowym czasie po zmianie
potencjatu, ponizej 0.1s. Przeprowadzono rozwazania mozliwych zjawisk
zachodzacych w membranie przy jej polaryzacji. Zmiana pojemno$ci membrany
moze zachodzi¢ w wyniku elektrokompresji, gdy rd6znica potencjalow na
powierzchniach warstwy hydrofobowej powoduje powstanie ci$nienia $ciskajgcego
ta warstwe 1 wypychanie obecnego w niej rozpuszczalnika poza obreb dwuwarstwy
(0.1 atm przy napigciu 150 mV). Przy zmianie grubo$ci membrany o 1 nm z wnetrza
membrany usuwane jest okoto 0.35-10'15 g rozpuszczalnika. Zwroécono rowniez
uwage na mozliwosci zmiany napigcia powierzchniowego obrzeza w wyniku zmian

potencjatow na granicach faz roztwor wodny 1 - obrzeze i obrzeze - roztwér wodny
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2. Zmiany napig¢cia miedzyfazowego obrzeza mogg powodowac zmiany jego ksztattu
1 sity wysysajacej rozpuszczalnik z wnetrza membranay - zmienia si¢ rObwnowaga
dystrybucji rozpuszczalnika pomiedzy dwuwarstwa i obrzezem. Zmiana ksztattu
obrzeza wymaga przemieszczenia okoto 10° g roztworu wewnatrz obrzeza. Przy
tych dwdch zjawiskach - elektrokompresji i zmianach napiecia migdzyfazowego
obrzeza, ilosci przemieszczanej masy réznig si¢ ponad dziesi¢¢ rzedow wielkoSci.
Nalezy si¢ wiec spodziewaé duzych roznic w szybkosciach obu efektow, efekt
szybki - elektrokompresja, efekt wolny - zmiany ksztattu obrzeza.

Przeprowadzone zostaty badania potencjatu, przy ktérym pojemno$¢ membran
przyjmuje warto§¢ minimalng. Przy cyklicznym polaryzowaniu membran liniowo
zmieniajacym si¢ potencjalem wystepuja przesuniecia potencjalu minimalnej
pojemnosci. Warto$¢ tego przesunig¢cia zalezna jest od szybkos$ci polaryzacii.
Ekstrapolacja do zerowej wartosci szybkosci polaryzacji daje warto$¢ potencjatu
minimalnej pojemnosci -10 mV. Przy szybkosci polaryzacji 100 mV/s potencjat
minimalnej pojemnosci wynosi okoto 40 mV. Wartos¢ ta jest uzyskana dla
potencjatu startu 100 mV. Potencjat minimalnej pojemnosci zalezny jest rowniez od
amplitudy potencjalu polaryzujacego. Przy amplitudzie potencjatu polaryzujacego
powyzej 100 mV, warto$¢ przesunigcia potencjatu minimalnej pojemnosci przyjmuje
maksymalng warto$¢ kilkunastu miliwoltow 1 w matym stopniu zalezy od dalszego
wzrostu amplitudy. Warto$¢ tego przesunigcia w malym stopniu zalezy od sktadu i
stezenia roztworu elektrolitu. Przesunigcie to wzrasta dwukrotnie, gdy membrana
formowana jest z dodatkiem fosfatydyloseryny - lipidu o ujemnym tadunku
elektrycznym. Zjawisko powstawania histerezy potencjalu minimalnej pojemnosci
przy cyklicznym polaryzowaniu membran mozna wigza¢ ze zmianami konformacji
grup polarnych lipiddw - hydrofilowych "glow" i wigzan estrowych. Przytozenie
zewngtrznego potencjalu wskutek oddziatywan elektrostatycznych powoduje zmiany
potozenia grup polarnych, ktore jednak nie wracajg do potozenia pierwotnego przy
powrocie potencjatu polaryzujacego do wartosci zerowe;.

Przeprowadzona zostata analiza mozliwosci wykorzystania chronopotencjo-
metrii w badaniach pojemno$ci membran. Przy wyznaczaniu pojemnosci nalezy brac¢
pod uwage rezystancj¢ membran. Zbyt mate prady stosowane w
chronopotencjometrii mogg powodowac¢ powstawanie duzych btedow pomiarowych,
pomimo uwgledniania w obliczeniach rezystancji membrany. Dla badanych
membran zadowalajace wyniki uzyskiwano dla pradow powyzej 0.6 nA.

Podczas badan membran w warunkach chronopotencjometrycznych

stwierdzono, ze przy odpowiednio dobranym nat¢zeniu pradu, membrany ulegaja
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odwracalnemu przebiciu elektrycznemu. W membranie tworzy si¢ pojedynczy por,
ktory w zaleznosci od warunkéw moze by¢ ciggle otwarty lub moze cyklicznie
otwiera¢ si¢ 1 zamyka¢. Na podstawie przewodnictwa membrany okreslono, ze
powstajace pory posiadajg maksymalne efektywne $rednice rzedu 4-6.5 nm, a wigc
zblizone do grubosci membrany.

Dwuwarstwowe membrany lipidowe pomimo tak duzych potencjalnych
mozliwosci ich zastosowania s3 jeszcze zbyt malo wykorzystywane.
Przeprowadzenie badan zaprezentowanych w tej pracy wymagatlo w pierwszym
rzedzie stworzenia zaplecza badawczego, ktore by umozliwito ich wykonanie.
Konieczna byta budowa aparatury, ktora w prosty 1 wydajny sposob pozwolitaby na
badania pojemnos$ci membran z narzuconym potencjalem polaryzujacym, a takze na
badania membran z wykorzystaniem klasycznych technik elektroanalitycznych.
Podczas badan pozadane byto przeprowadzanie wielu r6znego rodzaju pomiaréw na
jednej membranie (bardzo nietrwatej). Przy projektowaniu uktadow pomiarowych
trzeba byto zwrdci¢ szczegdlng uwage na mozliwos¢ pojawiania si¢ na elektrodach
krotkotrwatych przepie¢ podczas przetgczania rodzaju pracy i rOwnowazenia si¢
uktadow elektronicznych. Nawet bardzo krotki impuls o czasie trwania rzgdu
mikrosekund 1 wartosci kilkuset miliwoltow niszczy membraneg.

Do pomiaréw pojemnosci zostaly zaprojektowane i wykonane dwa uktady,
oparte na bazie przetwarzania pojemnosci na czgstotliwosé, jeden prosty -
2-clektrodowy przetwornik i drugi, bardziej zlozony - 4-elektrodowy. Parametry
przetwornikow zostaly tak dobrane, ze wyeliminowana zostala koniecznos¢
kompensacji lub uwzgledniania podczas obliczen rezystancji membrany, natomiast
praca w ukladzie 4-elektrodowym zminimalizowata bledy pomiarowe zwigzane z
rezystancja elektrod i elektrolitow. Do pomiarow elektrochemicznych w warunkach
kontrolowanego potencjalu lub pradu =zostat zaprojektowany 1 zbudowany
4-elektrodowy potencjostat-galwanostat.

Przy tworzeniu oprogramowania przyjatem zasade, ze do kazdej techniki
pomiarowej stworzony zostanie oddzielny program, a praca w $rodowisku Windows
pozwala na proste przetaczanie programow. Podejscie to pozwolito na stworzenie
szeregu tatwych w obstudze, a jednoczesnie wydajnych programéw. Bardzo
wygodnym, posiadajagcym duze mozliwosci narzgdziem okazat si¢ program, ktory
umozliwia pomiar pojemnosci z zaprogramowanym przebiegiem potencjatu. Otwiera
on droge¢ do dalszych eksperymentow zwigzanych z badaniami struktury membran.

Stworzony przy okazji tych badan system pomiarowy okazal si¢ bardzo

przydatny nie tylko przy badaniach membran lipidowych, ale réwniez w innych
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dziedzinach chemii. System ten wykorzystywany jest obecnie w kilku laboratoriach
zajmujacych si¢ badaniami dotyczacymi membran lipidowych, biosensorow,
fotoefektow, a takze elektroanalizg (techniki przeptywowo-wstrzykowe).

19. Perspektywy dalszych badan

Wyniki przedstawione w pracy stanowig dobra podstaw¢ do dalszych badan,
gdzie pojemnos$¢ wykorzystywana jest jako jeden z istotnych parametrow membran
lipidowych. Wyniki te pozwalaja réwniez na uniknigcie w przysztosci bltedow w
interpretacji danych eksperymentalnych, gdzie czynniki zewngtrzne zmieniaja
parametry nie tylko samej membrany, ale i obrzeza, pozostajagcego w rOwnowadze
termodynamicznej z dwuwarstwg. Niektore zagadnienia przedstawione w pracy
wymagaja dalszych, glebszych badan w celu ich pelnego wyjasnienia. Podczas
prowadzenia tych badan, ktorych wspolnym elementem jest pojemno$¢ membran,
zostato poczynionych wiele obserwacji, ktére zachecaja do kontynuowania badan w
kilku kierunkach. Kierunki te mozna polaczy¢ w dwie grupy, jeden - to
wykorzystanie membran lipidowych przy tworzeniu czujnikéw, drugi - badania
zmian struktury membran poddawanych dziataniu czynnikéw zewnetrznych. Nizej

przedstawionych jest kilka zagadnien, ktére chc¢ kontynuowac po zakonczeniu tej
pracy:

1. Badania potencjalu minimalnej pojemnosci w celu okres§lenia zmian struktury
membran pod wplywem potencjatu polaryzujacego. Prace prowadzilyby do
opracowania metody badan oddzialywan substancji biologicznie aktywnych na
btony biologiczne, zmieniajace organizacj¢ lipidow wewnatrz membrany i
zmieniajgce wlasciwos$ci powierzchniowe membrany.

2. Opracowanie metody na bazie pomiaréw pojemnosci, ktora umozliwi rejestracje
w funkcji czasu kilku parametrow membrany jednoczes$nie: pojemnosé
membrany, potencjal minimalnej pojemnos$ci, napigcie histerezy i podatno$é
pojemnosci na potencjat polaryzujacy. Mozliwos¢ rejestracji tych parametréw
umozliwi badania zmian struktury warstwy powierzchniowej membrany, a takze
zmian wlasciwos$ci warstwy hydrofobowej membrany. Celem tych badan byloby
wykorzystanie membran lipidowych jako czujnikébw w analityce chemicznej,
gdzie jednoczesne badanie kilku parametrow membrany pozwoli na zwigkszenie
selektrywnosci i1 czuto$ci.

3. Badania elektroporacji membran metoda chronopotencjometryczng, ktorych

celem byloby poszukiwanie sposobow detekcji substancji o bardzo matych
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stezeniach, adsorbujacych si¢ na powierzchni membrany. W badaniach tych
uzyteczna moze by¢ analiza czestotliwosci otwierania 1 zamykania si¢ poréw
metodg transformacji Fouriera. Badania te prowadzi¢ moga do budowy czujnikéw
nasladujacych receptory smaku i zapachu.

4. Badania elektroporacji membran metoda chronopotencjometryczng, ktorych
celem jest poszukiwanie substancji utatwiajagcych powstawanie porow w
membranach 1 stabilizujacych powstajagce pory oraz substancji ulatwiajgcych
odtwarzanie ciggtej struktury membran. Badania te prowadzone bytyby pod katem
wykorzystania uzyskanych wynikow w elektroporacji bton komérkowych 1 fuzji
komorek.

5. Wykorzystanie chronopotencjometrii do jednoczesnego wyznaczania kilku
parametrow membrany: pojemnosci, rezystancji 1 podatnosci pojemnosci
membran na potencjal polaryzujacy. Badania prowadzone bylyby pod katem
wykorzystania membran jako czujnikow w analityce chemicznej.

6. Wykorzystanie opracowanej aparatury i metodyki w badaniach podstawowych
zjawisk membranowych takich jak np. adsorpcja na powierzchni i w glebi

membran, zmiany ich potencjaléw powierzchniowych.

20. Streszczenie

Praca dotyczy badan wplywu potencjatu polaryzujacego na pojemnosé
dwuwarstwowych membran lipidowych.

W czgéci teoretycznej omowione zostaly podstawowe parametry
fizykochemiczne lipidow i membran lipidowych. Przedstawione zostaty czynniki
wplywajace na pojemnos¢ membran, metody pomiaru pojemnosci i zastosowanie
pomiaréw pojemnosci membran.

W czesci eksperymentalnej pracy przedstawiono nowy sposob i aparatur¢ do
pomiaréw pojemnosci dwuwarstwowych membran lipidowych. Pomiary pojemnosci
prowadzone byly w ukladzie 4-elektrodowym, przy wykorzystaniu metody
przetwarzania pojemnos$ci na czgstotliwosc.

Dwuwarstwowe membrany lipidowe wykorzystane w badaniach tworzone byly
metoda Muellera-Rudina, opartej na zjawisku samoorganizacji lipidow.
Wykorzystano pomiary pojemnosci do badania procesu formowania membran. Na
podstawie przebiegéw pojemnosci wyrdzniono cztery charakterystyczne etapy
podczas procesu formowania i opisano zjawiska zachodzace podczas tych etapow.
Rejestracja pojemnosci podczas tworzenia si¢ dwuwarstw umozliwita okreslenie

czynnikow wptywajacych na szybko$¢ tworzenia si¢ 1 stabilno$¢ membran.
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Badany byt wptyw réznych czynnikow na przebieg procesu formowania
membran. Membrany formowane byly przy uzyciu roéznych weglowodorow,
stosowano dodatek alkoholi. Badany byt wplyw rodzaju stosowanych lipidow na
proces formowania oraz wptyw rodzaju i stezenia elektrolitu.

Badany byt wptyw wielkosci obrzeza na pojemno$¢ specyficzng utworzonych
membran. Gdy obrzeze zajmuje wigksza cze$S¢ pola powierzchni otworu,
dwuwarstwa posiada pole powierzchni mniejsze. Pojemno$¢ specyficzna
utworzonych membran przyjmuje wyzszg warto$¢, gdy obrzeze jest wicksze. Zmiana
sktadu elektrolitu i roztworu formujacego wplywala na pojemnos$¢ specyficzng
membran. Zmiany te byly jednak pozorne, gdyz po zmianie sktadu roztworu
formujacego 1 elektrolitu uzyskiwano dwuwarstwy o innym polu powierzchni, a tym
samym o innej wielko$ci obrzeza.

Potencjat elektryczny przytozony do membrany powoduje wzrost jej
pojemnosci. Wzrasta pole powierzchni dwuwarstwy kosztem zmniejszenia obszaru
zajmowanego przez obrzeze. Wzrasta rowniez pojemnos¢ specyficzna dwuwarstw.
Zmniejsza si¢ grubo$¢ membran w wyniku istnienia oddziatywan elektrostatycznych
powierzchni dwuwarstwy 1 wywierania ci$nienia na membrang. Usuwanie
rozpuszczalnika pod wplywem potencjatu polaryzujacego z pomigdzy monowarstw
zwigzane jest rdéwniez ze zmianami napiecia powierzchniowego obrzeza,
powodujacego przeniesienie czesci rozpuszczalnika z pomiedzy monowarstw do
obrzeza. Wnioski te sg oparte na badaniach kinetyki zmian pojemnos$ci membran
pobudzanych prostokatnymi impulsami napigciowymi.

Przy polaryzacji symetrycznych membran potencjalem liniowo zmieniajagcym
si¢ uzyskuje si¢ przebieg o minimalnej warto$ci pojemnosci. Potencjal minimalne;j
pojemnosci jest przesuniety wzgledem zera. Potencjat ten przyjmuje wartosci
dodatnie przy polaryzowaniu membrany od potencjatow ujemnych w kierunku
potencjatéw dodatnich. Przy odwrotnym kierunku polaryzacji uzyskuje si¢ wartosci
ujemne. Warto$¢ przesunigcia potencjalu minimalnej pojemnosci zalezna jest
gtownie od amplitudy potencjatu polaryzujacego. W matym stopniu zalezy od sktadu
1 stezenia sktadnikéw roztworu wodnego, a takze od sktadu lipidowego membrany.
Zmiany te mozna wyjasni¢ zmianami konformacyjnymi grup polarnych lipidow 1
wigzan estrowych w lipidach.

Przedstawiono mozliwos$ci 1 ograniczenia zastosowania chronopotencjometrii
w badaniach zjawisk membranowych. Przy pomiarach pojemnosci nalezy stosowac
odpowiednio duze nat¢zenie pradu (dla badanych membran powyzej 0.6 nA). Przy

nizszych natezeniach pradu popetniany jest duzy btad w pomiarach.
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Chronopotencjometria przydatna jest rowniez w badaniach zjawiska
elektroporacji. W warunkach chronopotencjometrycznych uzyskuje si¢ w membranie
pojedynczy por, ktory moze by¢ caly czas otwarty lub moze cyklicznie otwierac si¢ 1
zamyka¢. Elektrycznie indukowany por w warunkach chronopotencjometrycznych
posiada $rednic¢ zblizong do grubo$ci membrany, t.j. kilka nanometrow.
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