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1 Einleitung

Es ist seit langem bekannt, daff Pflanzen und Tiere aus einzelnen Zellen bestehen.
Selbst in einem einfachen Lichtmikroskop sind diese Zellen als kleine unterteilte Ein-
heiten zu sehen, die durch sogenannte Membranen abgeschlossen werden. Die duflere
Zellmembran erfiillt dabei vielfdltige Funktionen und Aufgaben. Durch sie wird ein
definiertes Volumen geschaffen, in dem sich andere funktionale Einheiten aufhalten
und chemische Reaktionen stattfinden kénnen [136]. Membranen existieren nicht
nur als duflere begrenzende Hiille der Zellen, sondern bilden auch die begrenzen-
den Schichten der einzelnen Organellen innerhalb der Zelle wie den Mitochondrien,
dem endoplasmatischen Retikolum oder dem Zellkern. Doch die Membran hat neben
der passiven Aufgabe der begrenzenden Schicht zwischen Zelle und Auflenwelt auch
noch aktive Funktionen. So laufen beispielsweise wichtige Energieumwandlungspro-
zesse wie die Photosynthese und die ATP-Gewinnung an Membranen ab.
Biologische Membranen bestehen aus unterschiedlichen Molekiilen. Eine evident
wichtige Molekiilgruppe sind die Lipide, die ausgepriagte amphiphile Eigenschaften
besitzen, da sie aus einem hydrophilen Kopf und einem langgestrecktem, hydropho-
ben Kohlenwasserstoffteil bestehen. Dabei ordnen sich diese Molekiile in wéfiriger
Losung und iiber ein weites Konzentrationsverhéltnis so als Doppelschicht an, dafl
die duflere Schicht der Membran durch die hydrophilen Kopfgruppen gebildet wird,
und der innere Teil der Membran durch die langgestreckten, hydrophoben Kohlen-
wasserstoffketten ausgefiillt wird. Die wichtigsten Lipide in tierischen Membranen
sind Diacylphosphatidylcholin, Diacylphosphatidyldthanolamin und Diacylphospha-
tidylserin, wihrend in der Pflanzenwelt neben den Phospholipiden vorwiegend Ga-
lactolipide vorkommen, bei denen die polaren Gruppen durch Zuckermolekiile (Glu-
cose) gebildet werden [126]. Daneben enthalten biologische Membranen weitere Mo-
lekiile wie Proteine mit spezifischen funktionellen Eigenschaften. Proteine kénnen
z.B. die Konzentration von Cat-Tonen in der Zelle definiert steuern. Es existieren
ebenfalls sog. periphere Proteine, die nicht die gesamte Membran durchstoflen, son-
dern ausschliefflich entweder auf der Innenseite, oder Auflenseite zu finden sind.
Sie dienen u.a. der Identifikation der Zelle. Antikérper oder andere Informationen
transportierende Molekiile des Organismus sind in der Lage sich an diese Protei-
ne anzulagern. Weiter besitzt die lebende Zelle die Fahigkeit, durch Anderung der
Zusammensetzung der Membran eine Zellteilung definiert zu steuern.

Um die physikalischen Eigenschaften dieser Systeme zu studieren, greift man in der
Wissenschaft zunéchst auf Modellmembranen zuriick, die den biologischen Mem-
branen sehr &hnlich sind, jedoch im Gegensatz zu ihnen nicht aus bis zu hun-
dert verschiedenen, sondern nur aus einigen wenigen Lipiden bestehen. Die meisten
dieser Doppelschichten zeigen einen thermotropen kristallin — fliissig kristallinen
Phaseniibergang. Die Umwandlung ist durch die thermisch induzierte Bildung von
Rotationsisomerien in den Kohlenwasserstoffketten der Lipide verursacht. Die Bil-
dung hoch beweglicher Kinken oberhalb der Phasenumwandlung fiihrt zu einer ho-
hen Fluiditdt der Membran, jedoch ohne dafl die d&uflere Gestalt der lammellaren
Doppelschicht zerstért wird. Dieser ProzeB der Phasenumwandlung wird allgemein
als schwacher zweiter Ordnung (weak second Order) bezeichnet und verlauft nicht
plotzlich sondern die entsprechenden thermodynamischen Grofien zeigen iiber der
Temperatur einen stetigen Verlauf. Dabei treten wédhrend der Phasenumwandlung
starke Fluktuationen diverser thermodynamischer Parameter auf, was sich u.a. in
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der Bildung von Doménen, bestehend aus Lipiden entweder der kristallinen Pha-
se oder der fliissigen Phase, duflert [68]. Es stellt sich hierbei sofort die Frage der
Relevanz dieses Effektes fiir die Biologie. In biologische Membranen sind, wie oben
erwihnt, fast immer funktionale Molekiile, wie z.B. Proteine eingelassen. Je nach
Dimension und Grofle dieser funktionalen Molekiile fiigen sie sich eher in eine Umge-
bung bestehend aus Lipiden der kristallinen Phase oder der fliissigen Phasen ein. So
kann es, bei geeigneten Eigenschaften der Membran, zu Clusterbildung der Proteine
kommen, was natiirlich Auswirkungen auf die gesamte Funktionalitdt der Membran
hat [54]. In realen biologischen Membranen sind neuerdings die in Modellmembra-
nen vorkommenden Doménen [21] [113] [90] ebenfalls nachgewiesen worden [134]
[20], wodurch die Fluktuationen und das Phasenverhalten biologischer Systeme in
weitere Aufmerksamkeit riickt.

Im weiteren Umfeld dieser Systeme ergeben sich Fragestellung, wie sich die Zu-
sammensetzung von Membranen, bestehend aus zwei unterschiedlichen Typen von
Lipiden, im Einzelnen in deren Phasenverhalten ausdriickt. Mit Hilfe von Schallge-
schwindigkeits- und Dichtemessungen [41] [106] [107] ist man in der Lage die Kom-
pressibilitédt in Abhéngigkeit der Temperatur mit hoher Genauigkeit zu bestimmen
[97]. Aufgrund zunehmender Fluktuationen des Volumens bei Annéherung an den
Phaseniibergang ist ein starkes Ansteigen der Kompressibilitit zu erwarten. Mit
diesem Verfahren sind Aussagen iiber die Intensitét der Fluktuationen moglich, und
es ist die Breite und damit die Kooperativitdt des Phaseniibergangs verschieden-
artiger Mischungen von Lipiden zu ermitteln. Ergéinzend dazu sind kalorimetrische
Messungen zu nennen [56] [22], bei denen die Umwandlungswirme des Phaseniiber-
gangs direkt durch die temperaturabhéngige Warmekapazitdat zu messen ist. Es soll
versucht werden, die Ergebnisse beider Meflverfahren mittels einer entsprechenden
Theorie von T. Heimburg [53] [49] ineinander umzurechnen und so die Ergebnisse
beider Verfahren quantitativ miteinander zu verkniipfen.

Bei den bisherigen Betrachtungen steht entweder die gesamte Membran oder der
Fragen im Blickpunkt, ob die Kohlenwasserstoffketten die Eigenschaften der Mem-
bran beeinflussen. Nachdem es in den 80er Jahren erste Messungen der Umlagerung
der dipolaren Kopfgruppen mittels dielektischer Spektroskopie gegeben hat [120]
[71] [79] [46] [57], und heute verbesserte und genauere MeBmethoden zur Verfiigung
stehen, sind Fragestellungen interessant, inwiefern die Fluktuationen und die Bil-
dung von Doménen die Beweglichkeit der Kopfgruppen beeinfluffit. Besonders in-
teressant ist die Frage, ob die in der Umwandlung herrschende erhéhte Korrelation
der Wechselwirkungen der Lipide untereinander sich auf die Kopfgruppenumlage-
rung auswirkt. Des weiteren werden Mischungen von Lipiden im Hinblick auf die
Richtungskorrelation der Kopfgruppenumlagerung untersucht.

Es deutet sich durch biologische und physikalische Forschungsergebnisse mehr und
mehr an, dafl in der Biologie fast jeder molekularer Prozef eine spezifische Funk-
tion besitzt. Deshalb ist es von besonderem Interesse, die molekularen Vorgéinge
und deren zeitliches Verhalten zu verstehen. Ein moglicher Zugang dazu ist die
Ultraschallspektroskopie, mit der sowohl Einzelzeitrelaxationsphdnomene als auch
die Dynamik der Fluktuationen thermodynamischer Zustéande detektierbar sind [51]
[135] [109] [108] [78] [50] [100] [40] [110] [67]. Durch die Moglichkeit, sehr breit-
bandige Spektren (200 kHz bis 2 GHz) aufnehmen zu kénnen, ist dies fiir einen
weiten Bereich zeitlichen Verhaltens gegeben. Das Auftreten von Fluktuationen und



Doménen fiithrt zu einem charakteristischen Anstieg der Ultraschalldampfung in
der Phasenumwandlung. Untersuchungsgegenstand dabei sind Membranen beste-
hend ausschliefSlich aus Dimyristoylphosphatidylcholine, Mischungen aus Dimyri-
stoylphosphatidylcholine und Dipalmytoyl-Phosphatidylcholine und Mischungen aus
Dimyristoylphosphatidylcholine und Cholesterin.

Ziel dieser Arbeit ist das bessere Verstéindis von Relaxationsphénomenen, des Pha-
senverhaltens von Phospholipidmembranen und den dabei auftretenden Fluktuatio-
nen der Ordnungsparameter. Es soll die Anwendbarkeit der Theorie von Bhattachar-
jee und Ferrell fiir kritisch entmischende Fliissigkeiten auf die Ultraschallabsorption
von Lipidsuspensionen untersucht werden. Ebenfalls soll das zeitliche Verhalten von
in diesem Zusammenhang wichtigen molekularen Prozessen wie Kinkenbildung der
Alkylketten untersucht werden. Weiter soll die Anwendbarkeit der Theorie von T.
Heimburg, die einen Zusammenhang zwischen Warmekapazitit und Kompressibi-
litdt der Lipidsysteme herstellt, auf diverse Lipidmischungen im fluktuativen Zu-
stand untersucht werden. Schlieflich soll ein sicherer Nachweis der Umorientierung
der Kopfgruppen der Lipidmolekiile und ein Studium der gesamten Relaxations-
dynamik der Kopfgruppenumorientierung in Lipidmembranen unterschiedlicher Zu-
sammensetzung getétigt werden.
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2 Membranen, Phaseniibergange

2.1 Membranen
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Abb. 2.1: Modell einer biologischen Membran; sie enthélt neben Li-
piden diverse funktionale Molekiile

Membranen bestehen zum grofien Teil aus den sogenannten Lipiden. Biologische
Membranen, wie sie auch im menschlichen Kérper vorkommen, bestehen aus bis zu
einhundert verschiedenen Lipidtypen. Die in dieser Arbeit betrachteten Lipide sind
zwitterionische Molekiile, die einen langkettigen, aus Kohlenstoffketten bestehenden
hydrophoben Teil und einen polaren Kopf besitzen. Der Kopf fiigt sich wegen seiner
elektrischen Ladungen sehr gut in die von dipolaren Wassermolekiilen Umgebung
ein. Dagegen ist der hydrophobe Teil bestrebt, moglichst wenig dem Wasser zuge-
wandt zu sein. Aufgrund dieser Eigenschaften ist es energetisch giinstiger fiir die Li-
pidmolekiile - entropisch fiir das Wasser - , wenn sie sich in einer Lipiddoppelschicht
anordnen, deren AuBeres mittels der polaren Képfe dem Wasser zugewandt ist und
deren Inneres durch die hydrophoben Kohlenwasserstoftketten gebildet wird (siche
Abb. 2.1) [127]. Befinden sie sich in wafiriger Losung, nehmen die Lipide spontan eine
solche Konfiguration ein. Es handelt sich somit um eine gewisse Selbstorganisation
der Molekiile [44].

In der Biophysik betrachtet man nun zunéchst keine solch komplexen Membranen,
wie sie in der Natur vorkommen, sondern beschrinkt sich auf Modellmembranen,
deren Zusammensetzung genau bekannt ist. Die am einfachsten denkbare Konstel-
lation ist eine Membran bestehend aus nur einem Lipidtyp. Die Herstellung einer
solchen kiinstlichen Membran ist durch die Selbstorganisation der Lipide zu Mem-
branen in waflriger Losung vergleichsweise einfach.

Ordnen sich also Lipide zu einer Membran zusammen so bilden sie einen sogenannten
Fliissigkristall. Ahnlich wie andere Stoffe, besitzt auch Lipid eine Schmelztempera-
tur. Oberhalb einer spezifischen Temperatur werden die langkettigen Kohlenstoffket-
ten zu rasch fluktuierenden Rotationsisomerien und Kinkenbildung angeregt. In einer
Membran spielen zwischenmolekulare Wechselwirkungen und die Kooperativitéit der
Fluktuationen einzelner Molekiile eine grofie Rolle und bestimmt das Phasenverhal-
ten der gesamten Membran. Einige in dieser Arbeit betrachteten Lipidmembranen
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung von Vor- und Hauptumwandlung
in einer Lipiddoppelschicht. Die Umwandlungen zeichnen sich durch
eine Umlagerung der Kopfgruppen, eine Konformationséanderung und
eine Anderung der Nahordnung in der Membranebene aus.

(z.B. DMPC) besitzen eine charakteristische Vorumwandlungstemperatur und eine
Hauptumwandlungstemperatur, die um ca. 10 °C hoher liegt. Unterhalb der nied-
rigeren Umwandlungstemperatur liegt die Membranen in der sogenannten ”fliissig
- kristallinen” Lg-Phase vor. Sie zeichnet sich durch ein hohes Mafl an Ordnung
aus. Die Molekiile sind dicht gepackt und weisen in lateraler Richtung eine hexa-
gonale Struktur auf. Die langkettigen Kohlenwasserstoffketten sind leicht gegen die
Membrannormale geneigt. In der Vorumwandlung geht der Zustand der Membran in
einen weiteren "fliissig - kristallinen” Zustand {iber, die Pg-Phase. Sie unterscheidet
sich von der vorherigen nur durch eine zusétzliche wellenartige, die Membran durch-
ziehende Struktur. Die hexagonale Struktur wird dabei ein wenig verzerrt. Bei einer
weiteren Temperaturerh6hung wird die Hauptumwandlung erreicht, bei der in den
Ketten schnelle ungeordnete Drehungen der CH,-Segmente um die C-C-Bindungen
angeregt werden. Dieser "fliissige” Zustand der Membran wird L,/-Phase genannt.
Diese verschiedenen Phasenzustiande sind schematisch in Abb. 2.2 dargestellt.

2.2 Phaseniibergange

Im allgemeinen wird einen Ubergang zweiter Ordnung fiir demn oben beschriebe-
nen Phaseniibergang einer Lipidmembran angenommen. Diese Annahme wird stark
durch kalorimetrische Messungen und Monte-Carlo-Simulationen, die die kalorime-
trischen Messungen sehr gut wiedergeben kénnen, unterstiitzt [54] [13] [68] [56].
Die zentrale Gréfle zur theoretischen Beschreibung von Phaseniibergéingen ist der
Ordnungsparameter ¢. Er ist fiir jeden betrachteten Phaseniibergang entsprechend
geeignet zu wihlen. Phaseniibergénge kénnen nun anhand von ¢ in zwei Klassen
eingeteilt werden:

1. Bei einem Phaseniibergang erster Ordnung dndert sich der Ordnungsparameter
¢ am Phaseniibergang unstetig.

2. Phaseniiberginge, bei denen sich der Ordnungsparameter am Phaseniibergang
stetig dndert, aber deren Ableitung unstetig ist, werden Phaseniiberginge
zweiter Ordnung genannt.
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2.2 Phaseniibergéange

Der Prozefl des Phaseniibergangs zweiter Ordnung besitzt charakteristische Eigen-
schaften, die hier kurz erwidhnt werden sollen [115]:

e Es wird fiir den Ubergang von der einen zur anderen Phase keine Umwand-
lungswérme benotigt.

e Es tritt keine Koexistenz beider Phasen wihrend des Phaseniiberganges auf.

e Die Entropie S(T,p) und das Volumen V(T,p) sind am Umwandlungspunkt
stetig.

e Die isobare Wiarmekapazitat C,, die isotherme Kompressibilitédt k7 und die
isobare Kompressibilitiat xkp zeigen am Phaseniibergang ein unstetiges Verhal-
ten.

Der Phaseniibergang zweiter Ordnung zeichnet sich zudem durch Fluktuationen
wihrend des Phaseniiberganges aus. Dies fithrt zu einem génzlich anderen Verhal-
ten, als es bei den Ubergingen erster Ordnung der Fall ist, und wird als kriti-
sches Verhalten bezeichnet. Dieses Verhalten wird mittels der ph&nomenologischen
Ginzburg-Landau Theorie beschrieben, wonach die freie Energie F des Systems in
der Nahe des Phaseniibergangs, wegen des kontinuierlichen Verschwindens des Ord-
nungsparameters ¢, um ¢ = 0 entwickelt werden kann:

F=F,+ /d"F(a2¢2 +as0* +9(Vo)?) . (2.1)

Dabei ist F{ die freie Energie fiir ¢ = 0 und as, a4, g sind Entwicklungskoeffizienten.
Das alleinige Auftreten von geraden Potenzen von ¢ ist eine Folge der Symmetrie
des Systems. Im Falle der Hauptumwandlung einer Lipidmembran sind z.B. ¢ =
Pgel — Pfiuid Wnd ¢ = puia — pger als dquivalente Definitionen anzusehen (p ist die
Dichte des Systems).

Ublicherweise betrachtet man den Phaseniibergang in Abhingigkeit von der Tem-
peratur. Es gilt

T -1,
1. ’

Qg ~ (22)
mit der kritischen Temperatur 7.

Es lassen sich einem System, welches einem Phaseniibergang zweiter Ordnung un-
terliegt, folgende wichtige Eigenschaften zuschreiben:

e In einem engen Bereich um die Umwandlungstemperatur 7. herum divergiert
die Korrelationsldnge &. Sie ist dort wesentlich grofler als die sonst {iblichen ef-
fektiven Reichweiten, die in der Regel einige Atomabstédnde betragen. Mangels
einer ausgezeichneten Langenskala wird das gesamte System skaleninvariant.

e Alle thermodynamischen Grofien ”gehorchen” in der Néhe des kritischen Punk-
tes Potenzgesetzen, die die Form

T-T.|

P

(2.3)

I~
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haben. Die Grofle v wird als kritischer Exponent bezeichnet. Dieses Verhalten
ist eine Folge der Skaleninvarianz des Systems.

e Die thermodynamischen Antwortfunktionen isobare Wérmekapazitiat C,, iso-
therme Kompressibilitdt k7 und isobare Kompressibilitit xp divergieren am
kritischen Punkt in einem Potenzgesetz. Das Verhalten von C, und k7 steht
iiber das Fluktuations-Dissipations-Theorem mit den Fluktuationen des Sy-
stems in Verbindung:

dH H?—H

Cr = (d_T)_R—T ’ (24)
1 [(dV vy’

ey = o <_V> e (2.5)
v\dp ), V-rT

Die Wiarmekapazitat C, und s sind somit um so gréfer, je groBer auch die
Fluktuationen in der Enthalpie H bzw. des Volumens V' sind.

e Am kritischen Punkt wird die gesamte Dynamik des System sehr langsam.
Dieses Phanomen wird als critical slowing down bezeichnet. Die dynamische
Erweiterung der Landau-Theorie beschreibt dieses Verhalten [61]. Unter Ver-
nachlédssigung der nichtlinearen Anteile gilt danach:

oF
Op(x,t) = FV2% ~ 2layVih(z,t) . (2.6)
Die Losung dieser Differentialgleichung im Fourierraum ist
_t . 1
oz, t) ~e r mit T = Tagh? (2.7)

Dabei ist k die Wellenzahl und I" der kinetische Koeffizient. Die Gleichungen
(2.6) und (2.7) zeigen, daf die charakteristische Zeitskala 7 im Umwandlungs-
punkt 7" — T, (d.h. ag — 0) divergiert. Somit wird die Dynamik des System
sehr langsam.

2.3 Mischungsverhalten

Die Lipidmembranen werden durch einen Extrusionsvorgang in eine Kugelform, Ve-
sikel genannt, mit definiertem Durchmesser gebracht (siche auch Kap. 2.5). In die-
sen Vesikeln ist eine gewisse Menge Wasser gespeichert. Die Suspensionen stellen
somit ein ternéres System, bestehend aus Wasser im Vesikelkern, Doppelschicht und
suspendierendem Wasser dar. Wegen der auftretenden Dichtefluktuationen in der
Membran kommt es wéhrend der Hauptumwandlung zu einer Verédnderung der Di-
mensionen der Membran [26]. Es ist jedoch beobachtet worden, daf§ hauptséchlich
Beitrdage von Isomerisierungsprozessen der Alkylketten und Wechselwirkungen zwi-
schen diesen Ketten zur Umwandlungsenthalpie beitragen [16], wihrend alle anderen
Effekte wie Kopfgruppenumlagerung und Hydratation vernachléssighar sind. Zudem

12



2.4 Die Mefsubstanzen und ihre Eigenschaften

wird wegen neusten Drucksprungexperimenten vermutet, dafl die Relaxationszeiten,
die den Warmeflufl des suspendierenden Wassers in die Membran beschreiben, im
Bereich von einigen Sekunden liegt [67], was deutlich hoher als die in dieser Arbeit
betrachteten Relaxationszeiten liegt. Aus diesem Grund kann das Membran-Wasser
System in guter Ndherung als ein pseudobinéres System betrachtet werden [41] und
ist mittels der Thermodynamik fiir das Phasenverhalten echter bindrer Mischungen
beschreibbar. Weiter konnen molekulare Vorgénge innerhalb der Membran losgeldst
vom dem umgebenden Wasser betrachtet werden.

2.4 Die MeBsubstanzen und ihre Eigenschaften

2.4.1 DMPC
°C T
|
1
I !
H,C—(CH,),z—C—O—THz
H,C—(CHz)u—ﬁ—O—T—H 0 o [-n L @
H,C—0—P—0—CH,—CH,—N_-CH, +H.O
| CH 2
o- 3
AP,
A5 | B+ 1o
L.+HO
3 2

/0 20 30 40 50
% WATER

Abb. 2.3: Struktur von DMPC (links), Phasendiagramm
DMPC/Wasser (rechts) nach [69]

1,2-Dimyristoyl-L-3-phosphatidylcholin ~ (DMPC) mit der Summenformel
C3sH7aNOgP (siehe auch Abb. 2.3) und der Molmasse von 677,9 -% ist ein
typisches Phospholipid. Solch ein Phospholipid besteht aus einem Glycerinteil,
von dessen Hydroxylgruppen zwei mit Fettsdureketten und die dritte, hier die
sn-3 Gruppe, mit einem Phosphatrest mit angeschlossener Alkoholgruppe verestert
sind. Der wasserliebende Kopf des Molekiils besitzt ein elektrisches Dipolmoment,
wobei der Cholinteil positiv geladen und der Phosphatteil negativ geladen ist.
Die langkettigen Fettsiduren bestehen bei aus zahlreichen CH, Gruppen, die bei
DMPC aus 14 Kohlenstoffatomen bestehen. Aufgrund des amphiphilen Charakters
dieses Phospholipides zeigt dieses Molekiil in wéfiriger Losung ein sehr komplexes
Phasenverhalten.

In Abb. 2.3 ist ein solches Phasendiagramm von DMPC/Wasser dargestellt. Je nach
Wassergehalt und Temperatur bildet das System verschiedene Phasen aus. Z.B. exi-
stiert die kubisch-mizellare, die hexagonale und die lamellare Phase, von denen ich
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2. Membranen, Phaseniibergédnge

jedoch nur auf die lamellare Phase eingehen mochte, da alle anderen moglichen Pha-
sen fiir diese Arbeit nicht weiter relevant sind. Ab einem bestimmten Wassergehalt
der Mischung liegen die Lipide nur noch in der sogenannten lammellaren Phase
vor und bilden die oben schon beschriebenen Membranen. Auch in der lammellaren
Phase sind wie zuvor erwéahnt drei verschiedene Phasen moglich. Unterhalb der soge-
nannten Vorumwandlung liegen die Lipide in der Lg-Phase, auch gelférmigen Phase
vor. Uber dieser Temperatur befinden sich die Molekiile in einem Zwischenzustand,
der als "ripple-phase” oder Pg-Phase bezeichnet wird. Uber der eigentlichen Um-
wandlungstemperatur wird die Phase als fluide Phase oder L,-Phase bezeichnet. Die
Umwandlungstemperatur von DMPC/Wasser liegt bei ca. 24,3 °C.

2.4.2 DMPC/DPPC Mischungen

sor DMPC-DPPC

i
H,C—(CH,),,—C—0—CH,

| 0
H,C—(CH,),,—C—0—C—H =
I (I? /CHs
N
H,C—0—P—0—CH,—CH,—N_CH,
o- CH,

20

DPPC

Abb. 2.4: Struktur von DPPC (links), Phasendiagramm
DMPC/DPPC in Wasser (rechts) nach [26] (zpppc Molenbruch
DPPC), o: Anisotropie der DPH-Fluorenszenz, e: Lichtstreuung

1,2-Dipalmitoyl-L-3-phosphatidylcholin ~ (DPPC)  mit der Summenformel
CuoHgoNOgP und der Molmasse 734 ﬁ besitzt einen ganz &hnlichen Auf-
bau, wie das oben beschriebene DMPC. DPPC unterscheidet sich jedoch in der
Lange der Fettsdurereste von DMPC. Wahrend DMPC eine Kohlenstoftkettenléinge
von 14 aufweist, sind es bei DPPC 16. Dieses fiihrt zu einem vergleichbaren Pha-
senverhalten der DPPC/Wasser Mischungen zu dem DMPC/Wasser Mischungen,
jedoch sind die Umwandlungstemperaturen zu héheren Temperaturen verschoben.
DPPC hat, verursacht durch die langeren Kohlenstoffketten, eine Hauptumwand-
lung bei ca. 42 °C. Aufgrund des gleichen Aufbaus und der chemischen Ahnlichkeit
von DMPC und DPPC ist zu erwarten, dafl sich Mischungen dieser beiden Lipide
gut bilden lassen. Das in Abb. 2.4 dargestellte Phasendiagramm von binéren
DMPC/DPPC Mischungen 148t auf das Vorliegen einer homogen gemischten
Membran schliefen. Es bilden sich weder unterhalb noch oberhalb der jeweiligen
Umwandlungstemperatur nur aus einer Lipidsorte bestehende Doménen [133] [42].
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2.4 Die Mefsubstanzen und ihre Eigenschaften
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Abb. 2.5: Struktur von DLPC (links), Phasendiagramm
DLPC/DPPC in Wasser (rechts) nach [151]

2.4.3 DLPC/DPPC Mischungen

1,2-Dilauroyl-L-3-phosphatidylcholin (DLPC) mit der Summenformel Csy Hgy NOg P
und der Molmasse 621,8 ~% hat erneut einen dhnlichen Aufbau, wie das schon be-
schriebene DMPC und DPPC. Es besitzt allerdings "nur” Kohlenstoffkettenléinge
von 12 und ist damit das Lipid mit den kiirzesten Kohlenwasserstoffketten von
den hier behandelten. Entsprechend niedrig liegt die Hauptumwandlungstempera-
tur bei etwa 0 °C. Aufgrund des relativ groflen Langenunterschiedes zu DPPC ist es
fragwiirdig, ob sich beide Lipide ohne weiteres als nahezu ideale Mischung in einer
Membran integrieren lassen. Sollte dies nicht der Fall sein, so ergeben sich Frage-
stellung, inwiefern sich die Entmischung auf das Schmelzverhalten der Ketten und
das Phasenverhalten der Membran iibertragt. Dies deutet sich schon in dem in Abb.
2.5 dargestelltem Phasendiagramm an, welches einen deutlich breiteren Koexistenz-
bereich aufweist als bei den DMPC/DPPC Mischungen in Abb. 2.4.

2.4.4 DMPC/DMG Mischungen

i
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Abb. 2.6: Struktur von DMG (links), Phasendiagramm
DMPC/DMG in Wasser (rechts) nach [56]
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2. Membranen, Phaseniibergédnge

Diacylglyceride wie 1,2-Dimyristoyl-rac-Glycerol (DMG), mit der Summenformel
C31HgoO5 und der Molmasse 512.8 ﬁ, werden in der Biologie mit Hilfe des Enzyms
Phospholipae C aus Phosphatidylcholin (DMPC) hergestellt [130]. Diacylglyceride
aktivieren als sekundérer Botenstoff das Protein Kinase C, welches eine wichtige
Rolle bei der Kontrolle der Zellteilung spielt [114]. Diese Aktivierung héngt stark
davon ab, wie die Diacylglyceride in die Membran integriert sind. DMG besteht
wie DMPC aus zwei Fettsdureresten, welche bei dem hier verwendeten DMG ei-
ne Linge von 14 Kohlenstoffatomen aufweist. Beide Kohlenstoftketten sind iiber
ein Glyceringeriist miteinander verbunden und der Glycerinteil ist chemisch durch
eine OH-Gruppe abgeschlossen, welche weit weniger polare Eigenschaften besitzt
als die Kopfgruppe bei DMPC. Somit besitzt DMG im Gegensatz zu DMPC und
DPPC keinen polaren Kopf sondern nur einen sehr ausgepréigten hydrophoben Teil.
Daraus 148t sich direkt die schwere Loslichkeit von DMG allein in Wasser folgern.
Jedoch ist relativ leicht moglich, DMG in eine Membran aus DMPC einzubetten.
Das Fehlen der Kopfgruppe bei DMG verursacht eine erheblich hohere Kooperati-
vitéit innerhalb der Membran, als bei den Lipiden mit Kopfgruppe, was sich in einer
verhiltnismifig hohen Umwandlungstemperatur niederschlégt. Betrachtet man Mi-
schungen von DMPC und DMG, so ergibt sich durch diese verschiedenartigen Ei-
genschaften ein recht ungewohnliches Phasendiagamm. Es sei noch erwéhnt, daf bei
DMG Anteilen iiber 45 % der Membran die Lipide nicht mehr in dem gewohnten
lateralen Membranaggregat vorliegen (L,-Phase) sondern in der H,-Phase, auch
hexagonale Phase genannt (sieche Phasendiagramm in Abb. 2.6). Dabei liegen die
Lipidmolekiile in langen, zylinderférmigen Rohren vor, die sich ihrerseits hexagonal
anordnen. Die Kohlenwasserstoftketten sind dabei in das Innere der Rohren gerich-
tet.

2.4.5 DMPC/Cholesterin Mischungen

1 —&
" *r RN
H— —cv-iz—cnz—cnz—(l:—cw3 wk L \
CH, CH; // \
A
I} |
* L
| | s )
HO o t(t\a\l !'
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MOL % CHOLESTEROL

Abb. 2.7: Struktur von Cholesterin (links), Phasendiagramm
DMPC/Cholesterin in Wasser (rechts) nach [128]

Eine Lipidmembran aus DMPC verhélt sich bei Zugabe von Cholesterin grundsétz-
lich anders, als bei Zugabe einer Phosphatidylcholin-Komponente, die sich von DMPC
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2.4 Die Mefsubstanzen und ihre Eigenschaften

nur in der Lénge der Alkylketten unterscheidet wie DPPC und DLPC. Cholesterin
CorHy60O mit der Molmasse 386,67 % ist ein wichtiger Bestandteil von Membra-
nen des menschlichen Koérpers. Es wird eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen
der OH-Gruppe des Cholesterins und einem Sauerstoffatom der Glycerolgruppe von
DMPC angenommen. Dadurch werden die Alkylketten in ihrer Beweglichkeit durch
Wechselwirkung mit dem hydrophoben Abschnitt des Cholesterinmolekiils stabi-
lisiert. Cholesterin hat somit einen erheblichen Einflufl auf die Konformation der
Molekiile in der Membran und damit auf die Vor- und Hauptumwandlung.

Das Phasendiagramm nach [128] von DMPC/Cholesterin ist in Abb. 2.7 dargestellt.
In Abhéngigkeit des Zusatzes an Cholesterin stellt es folgendes Verhalten der Mem-
bran dar:

e 5 mol % Cholesterin:
Die Vorumwandlung verschwindet und gleichzeitig wird das Neigen der Alkyl-
ketten in der Gel-Phase unterdriickt [30] [101] [102].

e 7,5 mol % Cholesterin (”eutektischer Punkt”): Es liegt keine Koexistenz von
fluider und gelférmiger Phase wihrend der Hauptumwandlung mehr vor. Zusétz-
lich zur Gel-Phase Lg und zur fluiden Phase L, tritt eine cholesterinreiche
Phase Ly auf. Die L,-Phase wird als "fliissigkristalline” Phase bezeichnet, da
sie sich durch eine besonders hohe Ordnung der Alkylkettenkonformation, ver-
bunden mit einer hohen lateralen Beweglichkeit der Molekiile in der Membran,
auszeichnet.

e 7.5 - 22 mol % Cholesterin: Die Phasen Ly, L bzw. L, und L, koexistieren
wihrend der Hauptumwandlung nebeneinander.

e 22 - 23 mol % Cholesterin (zweiter ”eutektischer Punkt”): Es existiert nur
noch eine einzige Phase L. Die Hauptumwandlung ist nun fast vollstéindig
unterdriickt.

e 23 - 46 mol % Cholesterin: Es wird vermutet, dafl die Phasen L, und L
koexistieren, wobei der Cholesteringehalt innerhalb der L ,-Phase konstant
bleibt.

e > 46 mol % Cholesterin: Die Membran ist an Cholesterin gesittigt [63]. Ei-
ne weitere Erhohung des Cholesteringehaltes fithrt zu einer Ausbildung von
Doménen reines Cholesterins in der Membran.

Von Halstenberg et al. [49] wurde gezeigt, dafl schon eine geringe Zugabe von Cho-
lesterin eine Verbreiterung der Haupt- und Vorumwandlung zur Folge hat. Mit Hilfe
der Monte-Carlo-Simulation kann ein vermehrtes Auftreten von Doménen in der
Membran gezeigt werden, welche von Cholesterin stabilisiert werden [66] [111] [112]
[86]. Cholesterin lagert sich verstidrkt an den Doménengrenzen an [43]. Somit wird
die Kooperativitdt vermindert und dies fithrt zu einer Verbreiterung der Hauptum-
wandlung [128] [49]. Man kann mittels der Messung der Schallgeschwindigkeit bzw.
der Kompressibilitidt zeigen, dafl sich die Kompressibilitdten der gelférmigen und
der fluiden Phase mit steigendem Cholesteringehalt anndhern. Das kritische Verhal-
ten der Warmekapazitit und der Kompressibilitat wihrend der Hauptumwandlung
verschwindet zunehmend.
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2. Membranen, Phaseniibergédnge

Einige Proteine lagern sich bevorzugt innerhalb einer Doméne bestimmten Zustan-
des an. Somit hat die Stabilisierung der Domé&nen durch die Zugabe von Cholesterin
direkten Einflufl auf die Funktionalitdt der Membran [49].

2.5 Praparation

Ziel der aufwendigen Préparation ist es, eine Suspension einschaliger, unilamella-
rer Vesikel, bestehend aus den beschriebenen Modellmembranen definierter Zusam-
mensetzung, mit moglichst einheitlichem Durchmesser zu erhalten, um Ergebnisse
verschiedener Messungen miteinander vergleichbar zu machen. Wichtig dabei ist die
Unilamellaritét, die eine immer gleichen Umgebung fiir jede Doppelschichtmembran
sicherstellt. Messungen der Warmekapazitiat und der Schallgeschwindigkeit von einer
Losung mehrschaliger Vesikel zeigen, dafl dieser ineinander befindlichen Membranen
nicht getrennt voneinander betrachtet werden konnen. Eine stark erhchte Koope-
rativitidt ist zu beobachten [53], verusacht durch die Multilammelaritit der Vesikel
und die entsprechend hoheren Radien.

Die Praparation der verwendeten Losungen gestaltet sich aufwendig und erfordert
mehrere Schritte, um das gewiinschte Ergebnis — eine Suspension mit Vesikeln
einheitlichen Durchmessers von etwa 100nm — zu erhalten. Die Schritte lauten im
einzelnen:

1. Als erstes wird das trockene Pulver auf einer Prézisionswaage abgewogen (etwa
50 mg). Die Waage besitzt eine Genauigkeit von 0,1 mg.

2. Um beide Lipidsorten bei mehrkomponentigen Membranen gut zu durchmi-
schen, wird das Pulver in einem organischem Losungsmittel (Chloroform) auf-
gelost. Der Hersteller (Merck) gibt dessen Reinheitsgrad mit 99,0 % an.

3. Die Chloroformlosung wird in einer Vakuumkammer getrocknet. Es bildet sich
ein diinner Film trockenen Lipides an der Gefafiwand.

4. Die gewiinschte Menge Wasser wird dem jetzt wieder trockenen Gemisch bei-
gefiigt. Die dafiir benutzte Waage besitzt eine Genauigkeit von 1 mg. Die Phos-
pholipidmolekiile 16sen sich im Wasser und bilden mehr oder weniger grofie
Vesikel bzw. ausgedehnte lamellare Strukturen.

5. Die Losung wird abwechselnd schnell eingefroren und aufgetaut. Die Bildung
von Eiskristallen bricht viele Phospholipiddoppelschichten erneut auf und ver-
anlafit diese, beim Auftauen neue Vesikel zu bilden.

6. Um nun einschalige Vesikel mit einem definierten Durchmesser von 100 nm zu
erhalten, wird die Fliissigkeit extrudiert. Dabei wird die Losung unter einem
Druck von ca. 4 (jjn—’g und iiber der Hauptumwandlungstemperatur der jeweili-
gen Lipidmischung durch einen Membranfilter mit einer Porengréfie von 100
nm Durchmesser geprefit. Dieses sollte ca. 15 bis 20 mal geschehen, um eine
moglichst enge Groflenverteilung der Vesikel zu erhalten.

Die verwendeten Filter werden von der Firma Poretics Corporation, 111 A
Lindbergh Ave., Livermore, CA 94550 bezogen und sind in Tabelle 2.1 zusam-
mengefafit.
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Abb. 2.8: Querschnitt durch den groflen Extruder
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2. Membranen, Phaseniibergédnge

2.5.1 Der groB3e Extruder

Abb. 2.8 zeigt den in der Institutswerkstatt gebauten grofien Extruder. Er besitzt
ein Fassungsvermdogen von ca. 140 ml. Mit ihm werden die Vesikelsuspensionen, wel-
che zur Messung der Ultraschallabsorptionsspektren verwendet werden, préapariert.
Probe und Extruder werden vor und wéhrend der Extrusion mit einem Wasserbad
temperiert, damit gewéhrleistet ist, dafl der Extrusionsvorgang iiber der Hauptum-
wandlung der Lipide stattfindet. Die Suspensionen werden unter einem Druck von
ca. 4 C’;%g durch die in Tabelle 2.1 aufgefiihrten Filter gedriickt. Die Drain Discs die-
nen dabei zum Schutz der eigentlichen Membranfilter, da diese bei dem herrschen-
den Druck und der auftretenden mechanischen Beanspruchung sonst leicht reiflien
konnen.

2.5.2 Der LiposoFast-Basic Extruder

“) 3 6 ©® ¢ ¢y

Abb. 2.9: Querschnitt durch LiposoFast-Basic Extruder, (1) Hamil-
tion-Spritze, (2) Hartplastikstopfen, (3) Metallgehéuse, (4) Uberwurf-
mutter, (5) Membran, (6) Ringdichtung

Alle Suspensionen fiir die Kalorimetrie, Schallgeschwindigkeitsmessung und dielek-
trische Spektroskopie werden mittels des kommerziellen, kleineren Extruders in Abb.
2.9 prépariert. Zwei 1 ml grofle Spritzen sind gegeniiberliegend angebracht. Zwi-
schen ihnen befindet sich der Filter, durch den mittels manuellem Durchdriicken der
Spritzen, die Suspension extrudiert wird. Leider kénnen, bedingt durch die einfache
Konstruktion, weder Temperatur noch Druck definiert eingestellt werden. Jedoch
wurde angestrebt, die Temperatur der Suspension durch Erwarmen mit Hilfe eines
handelsiiblichen Fohns bzw. eines Wasserbades, die Suspension wenigstens iiber der
Umwandlungstemperatur wiahrend der Extrusion zu halten.

Membrane Filters,
Polycarbonate Membranes | 0.1 ym, 47mm | Catalog No. 13010
Polyester Drain Discs 47mm, 50/pk | Catalog No. 87487

Membrane Filters,
Polycarbonate Membranes | 0.1 pgm, 19mm

Tabelle 2.1: Die im Extruder verwendeten Filterkomponenten
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2.6 Zusammensetzung der verwendeten Suspensionen

2.5.3 Der Durchmesser der praparierten Vesikel

Die spezielle Praparation des Extrudierens erzeugt eine Suspension unilamellarer
Vesikel, deren Grofle einer gewissen Verteilung unterliegt. Mittels quasielastischer
Lichtstreuung [70] [149] [5] [89] [64] konnte exemplarisch an einer DMPC Suspen-
sion, die mit Hilfe des LiposoFast-Basic Extruders prépariert wurde, der mittlere
Durchmesser bestimmt werden. Die entsprechende Verteilung des Radius bei Ver-
wendung der in Tabelle 2.1 aufgefiihrten Membranen ist in Abb. 2.10 dargestellt.
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Abb. 2.10: GroBlenverteilung der Radien einer mit dem LiposoFast-
Basic Extruder préaparierten Vesikelsuspension

2.6 Zusammensetzung der verwendeten Suspensio-
nen

2.6.1 Hersteller und Reinheit

Alle verwendeten Substanzen wurden synthetisch hergestellt und wurden kommer-
ziell erworben. Die Eigenschaften und die Reinheitsgrade der Substanzen verschie-
dener Hersteller (Fluka Chemie AG, CH-9471 Buchs; Sigma-Aldrich Chemie GmbH
P.O. 1120, 89552 Steinheim) unterscheiden sich nicht wesentlich voneinander, so daf3
hier durchaus Lipide unterschiedlicher Hersteller miteinander gemischt werden konn-
ten, z.B. bei den DMPC/DMG Suspensionen. Die einzelnen Spezifikationen sind in
Tabelle 2.2 aufgefiihrt.

‘ Hersteller \ Name ‘ Chem. Formel ‘ Molmasse ‘ Reinheit ‘

Fluka DLPC | C32HgyNOgP - H,O 637,8 > 99 %
Fluka DMPC | C36H7oNOgP - H,O 695,96 > 99 %
Fluka DPPC C40H80N08P . HQO 752707 ~ 99 %
Slgma DMG C31H6005 512,80 ~ 99 %
Fluka Chol CQ7H460 386,67 > 99 %

Tabelle 2.2: Herstellerangaben zur Reinheit der Lipide
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2. Membranen, Phaseniibergéinge

2.6.2 Fehlerbetrachtungen

Zur Messung der Ultraschallspektren werden jeweils 150 ml angesetzt, fiir alle ande-
ren Experimente 10 ml. Das Gewicht von 150 ml bzw. 10 ml Wasser wird mit einer
elektronischen Waage bestimmt, deren maximaler systematischer Fehler bei 4+ 1,0
mg liegt. Die jeweilige Menge an Lipid wird auf einer Prézisionswaage abgewogen,
die einen Fehler von + 0,1 mg besitzt. Dementsprechend kénnen die Konzentratio-
nen der Suspensionen relativ genau abgewogen werden. Die sich daraus ergebenden
Fehler in der Konzentration fiir die Losungen der Ultraschallspektroskopie liegen
bei etwa 0,1 %, wihrend der Fehler der Konzentration der Losungen fiir die anderen
Experimente mit ca. 1 % anzugeben sind.

Einer besonderen Betrachtung bediirfen die Losungen fiir die dielektrischen Mes-
sungen mit extrem hoher Konzentration. Der Extrusionsvorgang gestaltete sich,
verursacht durch den hohen Lipidanteil, extrem schwierig. Insbesondere bei der
DMPC/DMG und DMPC/DPPC Suspension mufite der Filter mehrmals wegen
Reiflens gewechselt werden. Deshalb wird der Fehler in der Konzentration hier mit
ca. 5 % angegeben.

2.6.3 Losungen in der Kalorimetrie

Fiir die kalorimetrischen Experimente werden jeweils “nur” 10 ml benétigt. Ublicher-
weise werden dabei relativ geringe Konzentrationen verwendet. Die Messungen der
DLPC/DPPC Mischungen wurden von M. Kahle durchgefiihrt [85] und durch einen
Rechenfehler wurden die Suspensionen mit 50 mg/ml angesetzt. Die verwendeten
Losungen sind in Tabelle 2.3 aufgefiihrt.

DMPC | DPPC c DMPC | DMG c DLPC | DPPC c
[mol%)] | [mol%] | [Z4] || [mol%] | [mol%)] | [Z9] || [mol%] | [mol%] | [=4
100 0 2 100 0 4 100 0 50
83 17 2 95 D 4 80 20 50
50 50 2 75 25 4 60 40 50
17 83 2 60 40 4 40 60 50

0 100 2 50 20 4 20 80 50

0 100 50

Tabelle 2.3: Konzentration ¢ und Zusammensetzung der in der Ka-
lorimetrie verwendeten Suspensionen

2.6.4 Losungen der Schallgeschwindigkeitsmessungen

Ahnlich wie in der Kalorimetrie, wird in der Schallgeschwindigkeitsmessung nur
wenig Volumen fiir die Messungen benétigt. Die DMPC/DMG Messungen wurden
sogar vom gleichen Ansatz, wie er auch in der Kalorimetrie verwendet wurde, durch-
gefiihrt. Alle verwendeten Losungen sind in Tabelle 2.4 aufgefiihrt.
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2.6 Zusammensetzung der verwendeten Suspensionen

DMPC | DPPC ¢ DMPC | DMG c DLPC | DPPC c
[mol%)] | [mol%)] | [29] || [mol%)] | [mol%] | [Z9] || [mol%)] | [mol%)] | [79]
100 0 4 100 0 4 60 40 >
83 17 4 95 5 4 40 60 5
20 50 4 75 25 4 20 80 5
17 83 4 60 40 4 0 100 4
0 100 4 20 20 4

DMPC | DLPC ¢ DMPC | Cholesterin | c

[mol%] | [mol%] | [Z4] || [mol%] [mol %] [24]

100 0 4 95 5 )

88 12 4 92,7 7,5 )

76 24 4 90 10 )

64 36 4 85 15 4

52 48 4 80 20 4

40 60 4 66 33 4

50 50 4

Tabelle 2.4: Konzentration und Zusammensetzung der in den Schall-
geschwindigkeitsmessungen verwendeten Suspensionen

2.6.5 Losungen in der dielektrikschen Spektroskopie

Die Experimente in der dielektrischen Spektroskopie sind sensitiv fiir die Kopfgrup-
penumlagerung der Lipide. Da dieser Effekt jedoch vergleichsweise schwach aus-
gepragt ist, miissen fiir diese Messungen entsprechend hohe Konzentrationen an-
gesetzt werden. In einer konzentrationsabhéngigen Mefireihe konnte der gesuchte
Effekt deutlich sichtbar gemacht werden, so daf} alle folgenden Suspensionen mit 60
mg/ml angesetzt wurden. Alle verwendeten Losungen sind in Tabelle 2.5 aufgefiihrt.

DMPC | DPPC | ¢ DMPC | Cholesterin | c DMPC | DMG c
[mol%] | [mol%] | [Z9] || [mol%] [mol %) 4] || [mol%)] | [mol%] | [24
100 0 60 100 0 60 100 0 60
50 20 60 85 15 60 75 25 60
70 30 60

Tabelle 2.5: Konzentration und Zusammensetzung der in der dielek-
trischen Spektroskopie verwendeten Suspensionen

2.6.6 Losungen in der Ultraschallspektroskopie

Fiir die Messungen der Ultraschallspektren werden jeweils ca. 150 ml benotigt. We-
gen dieser vergleichsweise groflen Menge werden die Losungen grofitenteils mit 2
mg/ml, einige jedoch auch mit 10 mg/ml, angesetzt. Da die Ultraschallabsorptions-
spektroskopie sensitiv gegeniiber Volumenénderungen innerhalb der Membran ist,
und dieser Effekt relativ stark ausgepragt ist, kann auch mit den 2 mg/ml Losungen
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gut gearbeitet werden. Alle in der Ultraschallspektroskopie verwendeten Losungen
sind in Tabelle 2.6 aufgefiihrt.

DMPC
c[®™] 102|102 ] 10 |10 2] 10 | 2|2 ]2 |10 2|10
T[PC] | 15|18 20|22 |235 |24 |24 |24,5|25|26 |27 |28 |30 32

DMPC | Cholesterin | ¢ gemessene T
[mol%] [mol%] [74] T [°C]
95 5 10 20, 24, 28
92,5 7,5 10 20, 24, 28
90 10 10 20, 24, 28
85 15 2 |20, 23, 24, 25, 28
66 33 2 |20, 23, 24, 25, 28
DMPC DPPC ¢ gemessene T
[mol %] [mol %] [74] T [°C]
83 17 2 | 23,26, 27, 28, 31
50 50 2 29,32, 33, 34, 37
17 83 2 | 34, 37, 38, 39, 42

Tabelle 2.6: Konzentration und Zusammensetzung der in der Ultra-
schallspektroskopie verwendeten Suspensionen
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3  Schallgeschwindigkeitsmessung/
Kalorimetrie

Das Phasenverhalten der untersuchten Suspensionen, diverse Systemparameter und
deren Temperaturabhingigkeit ist fiir die Charakterisierung der Suspensionen von
besonderem Interesse. Mit Hilfe eines DSC (Differential Scanning Caloriemeters)
[133] [139] und eines Schallgeschwindigkeitsresonators ist die Moglichkeit dafiir ge-
geben, die Wiarmekapazitit und die Schallgeschwindigkeit in Abhéngigkeit von der
Temperatur zu messen. Aulerdem sind iiber das Fluktuations-Dissipations-Theorem
die Warmekapazitdt C, und die isotherme Volumenkompressibilitét xr direkt mit
der Fluktuation von Enthalpie und Volumen verkniipft (siehe Gleichung (3.10)).
Von der Seite der Molekularakustik bieten Schallgeschwindigkeitsmessungen bei
fester Frequenz eine zur Ultraschallabsorptionsspektroskopie ergénzende Herange-
hensweise [60] [59] [106] [147]. Die Schallgeschwindigkeitsmessung ermdoglicht mit
vergleichsweise geringem Aufwand eine hohe Temperaturauflésung und bené6tigt nur
sehr wenig Volumen (ca. 3 ml).

Die Apparaturen zur Warmekapazitits- und Schallgeschwindigkeitsmessung zeich-
nen sich durch duflerst hohe Prizision aus, was zu sehr genauen Meflergebnissen
fithrt. Es sollen nun die beiden Mefiverfahren kurz vorgestellt werden und im wei-
teren wird eine Verkniipfung beider Daten mittels einer Theorie von T. Heimburg
[53] [49] angestrebt.

3.1 Kalorimetrie - MeBverfahren

Da dem 3. Physikalischen Institut kein Kalorimeter zur Verfiigung steht, wurden alle
Messungen der Warmekapazitit in enger Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
Thermodynamik von Membranen, Dr. T. Heimburg am MPI fiir Biophysikalische
Chemie Gottingen durchgefiihrt.

In der Kalorimetrie wird einer Probe bei konstantem Druck eine bestimmte Warme-
menge §Q zugefithrt / abgefiihrt und die darauf resultierende Anderung der Tempe-
ratur 67" gemessen. Die Warmekapazitéit C), bei konstantem Druck ergibt sich dann
als

06
C,(T) == : 3.1
M= (5F) (3.)
Die Umwandlungsenthalpie ergibt sich entsprechend zu
T
AH = Cp(T)dT . (3.2)
T

Da beide Gréflen nur fiir den thermodynamischen Gleichgewichtszustand definiert
sind, muf} die Messung der spezifischen Wéarme sehr langsam erfolgen. Ein typischer
”Scan” iiber einen Temperaturbereich von ca. 50°C nimmt daher etwa 24 Stunden
in Anspruch.

Kalorimetrie ist hier als differentielles Verfahren realisiert. Die Temperaturdnde-
rung, die die Zufuhr / Abfuhr von Wirme in einer Mefzelle bewirkt, wird relativ
zu der Temperaturdnderung, die die gleiche Warmemenge in der anderen Mefizelle
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3. Schallgeschwindigkeitsmessung/ Kalorimetrie

verursachte, gemessen. Die so ermittelten Daten fiir die Mef3probe sind demzufolge
ExzeBwerte gegeniiber der Referenzsubstanz. Andert die Probe withrend des Scans
ihren Phasenzustand, wie es bei den untersuchten Lipidsuspensionen der Fall war,
so duflert sich dies in einem charakteristischem ”"Peak” in der C,-Kurve.

In einem Differentialkalorimeter befinden sich Referenz und Meflsubstanz in zwei
benachbarten Behéltern. Beide werden mit derselben Rate beheizt bzw. gekiihlt.
Findet nun in der einen Zelle ein Umwandlung statt, die zusétzlich gegeniiber der
Referenz Warme benétigt, so wird diese Energie durch ein zusétzliches Thermoele-
ment bereitgestellt. Die mittlere elektrische Leistung Pe*, die fiir den Ausgleich der
Temperatur notig ist, wird als MeBgrofie aufgenommen. Mit der daraus resultieren-
den Scan-Rate (sr), die ein Ma$ fiir die Geschwindigkeit ist, mit der das Experiment
durchgefiihrt wird, ergibt sich die ExzeBwérmekapazitit:

Per . (sr)h=Cg (3.3)

3.1.1 Aufbau des Differentialkalorimeters

Die vorliegenden Daten wurden mit Hilfe eines kommerziellen Micro-Kalorimeters
der Firma MicroCal Inc., Northampton, MA (USA) gewonnen. Der Fehler in der
Temperaturbestimmung liegt bei AT = +0,2 K. In dem Kalorimeter befinden sich
zwei fest eingebaute Behélter fiir Mef3- und Referenzsubstanz.

3.2 Kalorimetrie - Ergebnisse

Wie oben schon erwédhnt, ist es notig, die kalorimetrische Messung moglichst lang-
sam durchzufithren, damit sich das System im thermodynamischen Gleichgewicht
befindet. Die Messungen wurden alle mit einer Scan-Rate sr=5 K/h durchgefiihrt,
was eine ausreichend langsame Heizrate darstellt. Um sicher zu gehen wurde zusétz-
lich exemplarisch eine Messung einer DMPC Suspension auch mit einer Scan-Rate
sr=1 K/h gemessen. Es zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zu den
Ergebnissen mit sr=5 K/h. Vor jeder Messung wurde jede Probe eine Stunde lang
bei der jeweiligen Starttemperatur im Kalorimeter temperiert.

Die Kurven der DMPC/DPPC-Mischungen sind von M. Hockel [65], die
DMPC/DMG-Mischungen von F. Wente [148] und die DLPC/DPPC-Mischungen
von M. Kahle [85] entnommen.

In den Abb. 3.1 bis Abb. 3.4 sind nun die Wirmekapazitdtsmessungen aufgetragen.
Bei allen Suspensionen zeigt sich ein jeweils charakteristisches Maximum in der C-
Kurve, das auf einen Schmelzprozef3 der Ketten in der Lipiddoppelschicht schlieflen
1aBt.

Abbildung 3.1 zeigt ferner, dafl sich die Gestalt der Warmekapazitatskurven der
DMPC/DPPC-Suspensionen mit zunehmenden DPPC Anteil deutlich veréndern.
Zeigt reines DMPC noch einen relativ deutlich ausgepréigten Doppelpeak, so ver-
breitert sich die Warmekapazitidtskurve mit wachsendem DPPC Anteil. Die Um-
wandlungstemperatur steigt deutlich an, bis bei reinem DPPC ein relativ scharfer
Peak bei ca. 42 °C zu sehen ist. Besonders hervorzuheben ist an dieser Stelle, dafl
trotz der sehr unterschiedlichen Umwandlungstemperaturen der beiden beteiligten
Lipide, sieht man von dem relativ schwach ausgepriagtem Doppelpeak bei DMPC
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Abb. 3.1: DMPC/DPPC-Mischungen 2 mg/ml, sr=5 K/h, upscan,
der Anteil an DPPC nimmt von links nach rechts zu (Messungen von
M. Hockel [65]).
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Abb. 3.2: DMPC/DMG-Mischungen 2 mg/ml, sr=5 K/h, upscan,
der Anteil an DMG nimmt von links nach rechts zu (Messungen von
F. Wente [148]).
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Abb. 3.3: DMPC/DMG-Mischungen 2 mg/ml, sr=5 K/h, upscan,
der Anteil an DMG nimmt von links nach rechts zu (Messungen von
F. Wente [148]).
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Abb. 3.4: DLPC/DPPC-Mischungen (multilammellare Vesikel) 50
mg/ml, sr=5 K/h, downscan, der Anteil an DPPC nimmt von links
nach rechts zu (Messungen von M. Kahle [85]).
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3.2 Kalorimetrie - Ergebnisse

ab, sich immer nur ein Umwandlungspeak finden l48t, der den Schmelzvorgang der
Alkylketten charakterisiert.

Ein von den DMPC/DPPC Mischungen génzlich anderes Verhalten zeigen die
DMPC/DMG Mischungen. In Abb. 3.2 und Abb. 3.3 sind die gemessenen Wirmeka-
pazitéitskurven der DMPC/DMG-Mischungen dargestellt. Wéhrend bei relativ klei-
nem DMG Anteil sich die Umwandlungstemperatur nur sehr wenig von DMPC un-
terscheidet, ergibt sich bei der 75:25 Mischung eine sehr markante Verbreiterung
der Umwandlung. Aulerdem lassen sich zwei verschiedene, weit auseinander liegen-
de Umwandlungstemperaturen ausmachen. Steigt der DMG Anteil noch weiter, so
verschiebt sich die Umwandlungstemperatur mehr und mehr zu 54 °C. Hier mufl
beachtet werden, dafl keine Mischungen mit eine hoherem DMG Gehalt als 50 %
gemessen wurden, im Gegensatz zu den DMPC/DPPC Mischungen, wo Mischungen
bis zu reinem DPPC betrachtet wurden. Insbesondere bei den Mischungen mit ho-
hem DMG Anteil gab es erhebliche Konzentrationsprobleme, die sich schon durch
grofle Extrusionsschwierigkeiten duflerten. Wahrend der Messung der Warmekapa-
zitdt im Kalorimeter ballten sich zusétzlich die aufgelosten Lipidmolekiile zu einer
einzigen groflen, kugelférmigen Struktur zusammen, was sicherlich fiir die fehlerhafte
ExzeB-Enthalpie in Tabelle 3.1 verantwortlich ist.

DMPC/DPPC [ T, | T, | AH® [ DMPC/DMG | T, | T, | AH®
CL [ | [mai] cCl | CT | o]
100:00 12 | 30 | 264 100:00 12 | 40 | 284
83:17 12 | 38 | 332 95:05 10 | 40 | 303
50:50 17 | 38 | 338 75:25 15 | 50 | 36
17:83 23 | 46 | 439 60:40 30 | 60 | (153)
00:100 31 | 46 | 414 50:50 30 | 60 | 53

DLPC/DPPC [ T, | T, | AH®

LC | °C | [z

100:00 6 | 50 | 19,6

80:20 6 | 50 | 274

60:40 6 | 50 | 32,8

40:60 6 | 50 | 33,1

20:80 6 | 50 | 41,7

00:100 6 | 50 | 414

Tabelle 3.1: Den Wirmekapazitiatskurven bei Integration von 77 bis
T5 entnommene ExzeB-Enthalpien

Bei den DLPC/DPPC Suspensionen handelt es sich im Gegensatz zu den ande-
ren obigen Kurven um ”downscans” bei denen die Temperatur von einem ho-
hen Startwert ausgehend langsam erniedrigt wird. Die Warmekapazitédtskurven der
DLPC/DPPC Mischungen (Abb. 3.4) zeigen im Vergleich zu den DMPC/DPPC
Suspensionen ebenso ein deutlich unterschiedliches Verhalten. Es ist bei den ausge-
glichenen Mischungsverhéltnissen der beiden Komponenten DLPC und DPPC ein
relativ komplexes Schmelzverhalten im Gegensatz zu den DMPC/DPPC Mischun-
gen zu sehen. Insbesondere lassen sich dhnlich wie bei den DMPC/DMG Messungen
deutlich zwei, bei DLPC/DPPC 80:20 sogar drei verschiedene Umwandlungspeaks
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ausmachen.

Auf kalorimetrische Messungen von DMPC/Cholesterin Suspensionen wurde hier
verzichtet, da ein ausreichender Datensatz fritherer Messungen vorliegt [49] [38].
Aus den gewonnenen Cp,-Daten 1a8it sich mittels Gleichung (3.2) die Exzef-Enthalpie
berechnen. Es wird dafiir jeweils der volle Integrationsweg von T; bis 15 (der ge-
samte verfiigbare Scan der Wirmekapazitit) verwendet. Die so gewonnenen Exzef3-
Enthalpien sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

3.3 Schallgeschwindigkeitsmessung - MeBverfahren

3.3.1 Aufbau der Schallgeschwindigkeitsapparatur

Das Kernstiick der Apparatur zur Messung der Schallgeschwindigkeit [97] besteht
aus zwei, in einem einzigen Metallblock eingearbeiteten, zylinderférmigen Hohl-
raumresonatoren. Beide Resonatoren werden an ihren Ende durch zwei elektro-
akustische Quarzwandler (biplanar) mit einer Grundresonanz von 5 MHz abgeschlos-
sen. Zur prinzipiellen Funktionsweite eines fliissigkeitsgefiillten Hohlraumresonators
siehe Kap. 6.1.

Der Doppelresonator erméglicht es, gleichzeitig eine Me3probe und eine Referenz-
fliissigkeit zu messen. Durch die spezielle Anordnung befinden sich beide Reso-
natoren im thermischen Gleichgewicht. Dariiber hinaus herrschen zur jeder Zeit
moglichst gleiche Bedingungen in beiden Hohlrdumen. Somit liegen idealer Wei-
se die sich bildenden Resonanzen der beider Resonatoren bei gleichen Frequenzen.
Dieses ermoglicht durch direkten Vergleich der Differenz der beiden Resonanzfre-
quenzen bei sich &ndernder Temperatur eine sehr genaue Bestimmung der Variation
der Schallgeschwindigkeit und damit der Schallgeschwindigkeit selbst. Die Steuerung
der kompletten Apparatur iibernimmt ein einfacher Rechner (Intel 486) (Abb. 3.5).
Abb. 3.5 zeigt schematisch den Signalverlauf und die einzelnen Steuerelemente des
Doppelresonators. Das sinusférmige Signal der Frequenz v wird von einem Syntheti-
siersender (DDS, 2a) bereitgestellt und mittels (2ar) und (2as) verstérkt. Das Signal
wird nun an einen der Quarze gegeben und wandelt dort das elektrische Signal in ein
akustisches um. Die so erzeugte Schallwelle wird mehrfach an den Wandlern reflek-
tiert und bildet somit ein Stehwellenfeld. Es bilden sich fiir den Hohlraumresonator
(6r, 6s) charakteristische Resonanzen aus, deren Resonanzfrequenz hier die eigentli-
che MefigroBe darstellt. Das am Empfangswandler abgegriffene Singal wird nun im
Mischer (5ar, bas) mit einem Signal der Frequenz v + 10 kHz, welches durch einen
zweiten Signalgenerator (DDS, 2b) erzeugt wird, gemischt. Das Signal wird weiter
durch einen schmalbandigen Verstirker (8ar, 8as) geleitet und gelangt schliefilich
zum analog/digital Wandler (9ar, 9as). Ebenfalls analog/digital gewandelt wird ein
Referenzsignal, welches vom zweiten Synthetisiersender (DDS, 2b) nach Verstiarkung
(2bs, 2br) und Mischung (5bs, 5br) mit dem MeBsignal bereitgestellt wird. Eine spe-
zielle Prozefikarte (DSP, 10) speichert wihrend einer Messung einer Resonanzkurve
alle anfallenden Daten zwischen und iibergibt sie danach dem Computer (11) zur
weiteren Bearbeitung. Zur Kontrolle und Stabilitdt des Systems ist ein 50 MHz
Triggersignalgenerator (1) integriert.

Da die Schallgeschwindigkeit indirekt iiber die Lage einer Resonanzfrequenz ermit-
telt wird, kommen fiir diesen Zweck nur einige wenige, der sonst zahlreich vorhan-
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Abb. 3.5: Aufbau der Apparatur zur Messung der Schallgeschwindig-
keit als Funktion der Temperatur; (s) Mezweig, (r) Referenzzweig, (1)
50 MHz Kontollsignalgenerator, (2a, 2b) Direkt Digital Synthetisierer
v=25 MHz, (3) festes Déampfungsglied, (4a, 4b) variables Dampfungs-
glied, (5a, 5b) Mischer, (6) Resonatordoppelzelle, (6a, 6b) Tempera-
turkontrolleinheit, (7) 12 bit D/A Wandler, (8) Verstirker 10 kHz,
(9a, 9b) A/D Wandler, (10) DSP Prozefikarte, (11) Computer

denen Resonanzen, in Frage. Im Bereich um 2,5 MHz besitzen die Resonanzen die
geringste Halbwertsbreite und die Hauptmode wird nur unwesentlich durch Neben-
moden gestort, was die fiir diesen Zweck hochst mogliche Genauigkeit darstellt.
Fiir die hier geforderte extrem hohe Genauigkeit der gemessenen Schallgeschwin-
digkeit ist es notig, die Temperatur im Resonator entsprechend genau einstellen zu
konnen. Auflerdem mufl die Temperatur wiahrend der Messung konstant gehalten
werden. Ferner muf} sie mit entsprechender Genauigkeit bekannt sein. Deren Rege-
lung erfolgt iiber Peltierelemente, um die Zelle zu kiihlen oder zu erwdrmen. Die
Zelltemperatur wird iiber einen Halbleitertemperaturfithler beobachtet, welcher in
Reihe mit einem Potentiometer geschaltet ist, um immer gleichen Stromflufl durch
den Fiihler zu gewéhrleisten. Die Spannung, die am Temperaturfiihler anliegt, wird
mittels eines 12 bit D/A Wandlers dem Computer zu Verfiigung gestellt. Zusétzlich
wird iiber einen Differenzverstérker ein entsprechendes Signal auf die Peltierelemente
gegeben. Das Beobachten der Drift einer Resonanzfrequenz, iiberlicherweise in dem
Resonator mit der Referenzfliissigkeit, stellt die genauste Methode zur Festlegung
der Entscheidung, ob eine bestimmte Temperatur erreicht ist.
Fiir die Schallgeschwindigkeitsmessungen kann in guter Ndherung davon ausgegan-
gen werden, dafl sich in den Zylinderresonatoren nur eine Mode in Léngsrichtung
ausbreitet. Alle auftretenden Nebenmoden koénnen vernachléssigt werden. Wenn 1
die Lénge des Resonators ist, gilt

c-n

=5

mit ¢ der Schallgeschwindigkeit der Fliissigkeit und einer natiirlichen Zahl n. Im
Doppelresonator gilt dieses fiir beide Zellen:

(3.4)
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(3.5)

Damit folgt weiter

(h—l)=n- (22 —22 ) . (3.6)

Es wird hier mit zwei verschiedenen Langen [; und [ gerechnet, da im realen Dop-
pelresonator natiirlich nicht beide Seiten vollstdndig baugleich sind. Dies wirkt sich
u.a. darin aus, daB sich die Zelléngen ein wenig unterscheiden. Die Zelldngendifferenz
laiff = (I — l2) wurde in zahlreichen Referenzmessungen, bei denen sich in beiden
Zellen Wasser befand, ausreichend genau bestimmt, so daf sie nun in die umgestellte
Formel eingesetzt werden kann:

Somit ergibt sich die Schallgeschwindigkeit der Suspension ¢, unter Zuhilfenahme der
bekannten Schallgeschwindigkeit ¢; der Referenz, der bekannten Zelldngendifferenz
laisr und den gemessenen Resonanzfrequenzen f;, und fs, bei der entsprechenden
Temperatur.

In den bisherigen Uberlegungen gehen wir von einem idealen Resonator aus. In Wirk-
lichkeit werden die sich im Resonator ausbreitenden Wellen nicht vollstdndig an der
Grenzschicht zwischen Wandler und Losung reflektiert. Das Resonanzverhalten der
Quarze selbst fithrt zu einer Frequenzabhingigkeit der Impedanz der Wandler (sie-
he auch Kapitel 6.1). Somit &ndert sich die effektive Lénge des Resonators mit der
Frequenz, was eine Verschiebung der Resonanzfrequenzen zur Folge hat. Daher ist
es notwendig, die gemessenen Werte der Resonanzfrequenzen zu korrigieren. Eggers
et al. geben in [24] dafiir eine Beziehung an, die unter Verwendung des Impedanz-
verhéltnisses von Wanlder zu Wasser % ~ 0,1 und der Quarzresonanz fr, = 5
MHz die real gemessenen Resonanzfrequenzen f,, darart korrigiert, dal man Werte
fiir Resonanzfrequenzen fr,, erhélt, die sich auf die geometrische Zellénge bezieht:

-1
Jin = Jfn- <n+%~arctan <§—; - cot (7r~ fnyjn))) . (3.8)

Bei Lipidsuspensionen liegt es nahe, als Referenz Wasser zu verwenden, da sich
die Schallgeschwindigkeit der Suspensionen nur sehr wenig von der des Wassers
unterscheidet. Um diesen doch sehr geringen Unterschied gut zu verdeutlichen, fiithrt
man deshalb die Schallgeschwindigkeitszahl u ein:

o CMeBprobe — CLésungsmittel o CSuspension — CWasser (3 9)
N . ke [me] ke [me ’
CLésungsmittel ml CWasser ml

Eine ausfiihrliche Beschreibung der Apparatur zur Messung der Schallgeschwindig-
keit findet sich bei Lautscham et al. [97].
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3.3.2 MebBfehler

Durch die spezielle Konstruktion der Doppelresonatormefizelle ist es moglich, sehr
genaue temperaturabhingige Schallgeschwindigkeiten zu messen. Durch zahlreiche
Mefireihen mit reinem Wasser als Referenz, als auch durch wiederholtes Messen von
Lipidsuspensionen konnte ein statistischer Fehler fiir die Bestimmung der Schallge-
schwindigkeit und der Schallgeschwindigkeitszahl ermittelt werden.

e Fiir die geforderte hohe Genauigkeit miissen alle moglichen Fehlerquellen ver-
mieden werden. Dabei spielt u.a. das Einfiillen der Fliissigkeiten in die Reso-
natoren eine entscheidene Rolle. Es besteht ein eklatanter Unterschied in der
Genauigkeit der Ergebnisse, je nachdem ob die Fliissigkeit schnell oder sehr
langsam in den Resonator gelangt. Bei schneller Befiillung wird nur eine relativ
schlechte Benetzung der Quarzwandler erreicht, so dafl im Verlauf der Mes-
sung die Verdnderung der Benetzungseigenschaften sich in den MefBergebnis-
sen widerspiegelt. Aus diesem Grund wird jede Befiillung mit einer speziellen
Einfiillaparatur durchgefiihrt, bei der die mit der MefBfliissigkeit gefiillte Sprit-
ze mit definiert langsamer Geschwindigkeit in den Resonator entleert wird.
Somit konnen Fehler dieser Art vermieden werden.

e Evident wichtig fiir die Genauigkeit der Apparatur ist die Stabilitét der Tem-
peratur. Die Stabilitdt der Temperatur ist bei der verwendeten Apparatur bis
auf 0,001 °C genau, was den hier gestellten Anspriichen geniigt.

e Durch Wassermessungen und den Vergleich mit den Literaturdaten kann die
Genauigkeit der Schallgeschwindigkeit mit 10=° % angegeben werden.

e Mittels wiederholter Messungen an einer DMPC-Losung wurde der statisti-
sche Fehler der Schallgeschwindigkeitszahl bestimmt. Da die Schallgeschwin-
digkeitszahl sich oftmals um Null bewegt gebe ich hier einen absoluten Fehler
anstelle eines relativen an. Er liegt bei £7 - 10_6%).

3.4 Schallgeschwindigkeitsmessung - Ergebnisse

Um spéter direkte Vergleiche anstellen zu konnen, wurden fiir die Schallgeschwin-
digkeitsmessungen die gleichen Mischungsverhéltnisse verwendet wie fiir die kalo-
rimetrischen Messungen. Wéhrend die DMPC/DMG Suspensionen sogar bei bei-
den Mefiverfahren dieselben waren, muffiten aus organisatorischen Griinden bei den
DMPC/DPPC Mischungen und bei den DLPC/DPPC Mischungen verschiedene
Ansitze verwendet werden. Wie auch bei den Messungen der Warmekapazitét sollte
bei der Messung der Schallgeschwindigkeit die Temperaturdnderung moglichst lang-
sam sein. Es hat sich gezeigt, dafl eine Heizrate von ca. 3 K/h einen guten Kompro-
mif} darstellt. Vor jeder Messung wurde sowohl die Referenz als auch die MefSlésung
gut entgast und dann mittels der Einfiillapparatur sehr langsam in den Doppelre-
sonator eingefiillt. Alle Messungen der Temperaturprofile der Schallgeschwindigkeit
erfolgten in 1 K Schritten und jeweils von tiefen Temperaturen iiber die zu er-
wartende Umwandlungstemperatur zu der jeweiligen hoheren Endtemperatur. Um
Vergleiche anstellen zu kénnen, wurde auch eine Mefiserie mit DMPC/Cholesterin
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Abb. 3.10: Schallgeschwindigkeitszahlen der DMPC/Cholesterin
Suspensionen als Funktion der Temperatur

Mischungen durchgefiihrt. Die Kurven der DMPC/DMG Suspensionen sind teilweise
bei F. Wente [148] entnommen.

In Abb. 3.6 sind die Schallgeschwindigkeitszahlen der DMPC/DPPC Mischungen
aufgetragen [106]. Wie auch bei den Wérmekapazitatskurven ist hier deutlich die
Verschiebung der Umwandlungstemperatur mit steigendem DPPC Gehalt hin zu
42°C zu sehen [22]. AuBerdem ist eine Verbreiterung der Umwandlung auszuma-
chen, je ausgeglichener das Mischungsverhéltnis ist. Der in den kalorimetrischen
Messungen gefundene Doppelpeak bei reinem DMPC ist hier nicht zu finden.

Abb. 3.7 zeigt zu den DMPC/DPPC Messungen erginzende Messungen von
DLPC/DMPC Mischungen. Da DLPC eine entsprechend tiefere Schmelztempera-
tur als DMPC besitzt, ist zu erwarten, dafl sich bei steigendem DLPC Gehalt die
Umwandlungstemperatur erniedrigt, was auch in den Schallgeschwindigkeitsmes-
sungen deutlich zu erkennen ist. Da die Schallgeschwindigkeitsapparatur nicht tiefer
als 10 °C zu messen in der Lage ist, konnten die beiden Losungen mit dem Mi-
schungsverhéltnis 52:48 und 40:60 nicht ausreichend genug zu tiefen Temperaturen
hin ausgemessen werden.

Wie auch in den kalorimetrischen Messungen zu sehen, zeigt sich bei den Schallge-
schwindigkeitskurven der DMPC/DMG Mischungen in Abb. 3.8 deutlich, daf§ die
75:25 Mischung zwei Umwandlungstemperaturen besitzt. Geringe Beimischung von
DMG bewirkt eine leichte Verbreiterung der Umwandlung, wéahrend sich bei hohe-
rem DMG Gehalt die Umwandlung bei ca. 52°C stabilisiert.

Abb. 3.9 zeigt die Schallgeschwindigkeitszahlen der DLPC/DPPC Mischungen. Im
Gegensatz zu den DMPC/DPPC bzw. DLPC/DMPC Mischungen ist hier eine nicht
so starke Verschiebung der Umwandlungstemperatur mit der Anderung des Mi-
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schungsverhéltnisses zu verzeichnen, wie es im Vergleich zur DMPC/DPPC Mi-
schung zu erwarten wére. Es bilden sich bei den ausgewogenen Mischungsverhalt-
nissen eher zwei charakteristische Umwandlungstemperaturen heraus, die sich ge-
geniiber der urspriinglichen Umwandlungstemperaturen nur relativ gering verschie-
ben. Dies ist u.a. bei der 40:60 Mischung zu sehen, wo sich ein Absinken der Schall-
geschwindigkeitszahl bei ca. 11 °C und 33 °C ausmachen 148t.

Von Halstenberg et al. [48] [49] lag bereits ein ausreichend guter Satz an Schall-
geschwindigkeitsprofilen von DMPC/Cholesterin Mischungen vor. Zur Ergénzung
wurden diese Messungen wiederholt und vervollstandigt. In Abb. 3.10 sind die Schall-
geschwindigkeitskurven der DMPC/Cholesterin Mischungen dargestellt. Deutlich ist
eine Verbreiterung der Umwandlung mit steigendem Cholesteringehalt zu sehen, bis
bei der 66:33 Suspension eine unmerkliche Umwandlung den Kurven kaum mehr zu
entnehmen ist.

3.4.1 Bestimmung der Breite der Umwandlung

Die Breite der Umwandlung, wie sie in der Schallgeschwindigkeit auftritt, ist ab-
héngig von der Zusammensetzung der Membran und damit vom Mischungsverhé&lt-
nis von DMPC zu DPPC bzw. DMPC zu Cholesterin. Um ein Maf} fiir die Breite zu
finden, wird zuerst an den Teil der Meflwerte unterhalb der Umwandlungstempera-
tur T, ein Polynom beliebigen Grades angepaBt (iiblicherweise dritten oder vierten
Grades). Mit den MeBwerten oberhalb vom 7, wird analog verfahren. Die Auswahl
und die Beurteilung, welche Punkte noch zu den Temperaturen unterhalb T, bzw.
oberhalb T, gehoren, liegt dabei im menschlichen Ermessen. Beide so bestimmten
Polynome schneiden sich im Idealfall an der Umwandlungstemperatur, so dafl die-
ser Schnittpunkt mittels des Newton-Verfahrens ermittelt werden kann. Ausgehend
von diesem Punkt wurde durch einen vorher festgelegten, immer gleichen Abstand
in Richtung zu tieferen und héheren Temperaturen die Breite der Umwandlung be-
stimmt. Die so ermittelten Breiten konnen selbstverstindlich nur zu qualitativen
Aussagen herangezogen werden. Jedoch ist ein Vergleich der Werte untereinander
sehr gut moglich.

Auf diese Weise wurden die Breiten der Umwandlung der Suspensionen
DMPC/DPPC, DMPC/DLPC und die der DMPC/Cholesterol Suspensionen be-
stimmt, wobei einerseits die Kurven aus Abb. 3.10 herangezogen wurden, anderer-
seits ebenfalls die von S. Halstenberg ermittelten Werte ausgewertet wurden [49].
Abb. 3.11 zeigt die Breiten der DMPC/DPPC und DLPC/DMPC Mischungen. Es
ist zu sehen, da} die Breite der Umwandlung jeweils bei den 50:50 Mischungen
maximal wird und zu den 100:0 Mischungsverhéltnissen abféllt. Weiter ist durch die
erhohte Kooperativitdt zu beobachten, dafl die Breite der Umwandlung von reinem
DPPC geringer ist, als die von reinem DMPC.

Wie zu erwarten, steigt in Abb. 3.12 mit steigendem Cholesteringehalt die Breite an.
Der Vergleich mit Abb. 3.11 zeigt einen Ansteig weit iiber die Werte aus Abb. 3.11.
Leider konnten von den Schallgeschwindigkeitszahlen der Mischungen mit Choles-
teringehalt grofer als 20% keine Breiten bestimmt werden, da ein charakteristisches
Minimum, wie bei den anderen Messungen, nicht mehr auszumachen war. Zudem
zeigt die Auftragung der Ergebnisse aus Abb. 3.10 und von S. Halstenberg eine gute
Ubereinstimmung der Breiten.
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3.5 Die Theorie von T. Heimburg

Die gemessenen Wiarmekapazitatskurven und die Schallgeschwindigkeitskurven sind
iiber die adiabatische Kompressibilitdt direkt miteinander verbunden. Mittels eini-
ger theoretischer Uberlegungen von T. Heimburg [53] [49] soll nun die Verbindung
zwischen diesen Gréflen dargestellt werden und es sollen aus den gemessenen kalo-
rimetrischen Kurven theoretische Kurven der Schallgeschwindigkeitszahl berechnet
werden.

Beginnen wir mit der Warmekapazitidt und der isothermen Volumenkompressibi-
litdat. Durch das Fluktuations-Dissipations-Theorem sind die Warmekapazitit C,
und die isotherme Volumenkompressibilitidt xr mit der Fluktuation von Enthalpie
und Volumen eines Ensembles verkniipft:

— — =2
dH H? - H

G = (ﬁ) ~TEE (310)
1 (dV V-V
V\dp/)r V-RT

Stellt man H als Summe der inneren Membranwérme Hy(7") und einer durch Ketten-
umwandlungen erzeugten zusétzlichen Wirme AH(T') dar, so kann man die Wérme-
kapazitét in einen Hintergrundanteil und einen durch die Alkylkettenumwandlungen
erzeugten Anteil AC, aufspalten:

C, = (ﬁ) +(d(AH)) — C0+AC, . (3.12)

dr dr

Ebenso kann man die Kompressibilitdt in einen Grundanteil und einen mit den
Fluktuationen verkniipften Anteil aufspalten:

1 dVy 1 AV
— (=20 (=) o A ) 3.13
KT (V dp>T (V o )T Kro + ARKT ( )
Mit den Maxwell-Relationen kann man die adiabatische Kompressibilitéit als Funk-

tion von isothermer Kompressibilitdat, Warmekapazitéit und der Volumenausdehnung
darstellen:

T (dV\?
Rg = RT_V—C'p<ﬁ>p . (314)

Im allgemeinen sind Kompressibilitdt, Warmekapazitdt und Volumenausdehnung
unabhéngige Groflen, die jeweils experimentell ermittelt werden miissen. Bei Lipid-
membranen im Umwandlungsbereich ist es moglich, eine Abhéngigkeit dieser Grofien
untereinander zu finden. Die Anderung der Kompressibilitit hingt fast ausschlief-
lich von Kettenumwandlungen ab. Anthony et al. [2] zeigten durch Dichtemessungen,
dal im Umwandlungsbereich fiir Lipide und Lipidmischungen die Enthalpiednderung
AH proportional zur Volumenédnderung AV ist:

AV(T) = ’YUOIAH(T) ) (315)
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d(AV)  d(AH)
d—T - /yvold—T - ’YvolACp . (316)

Unter der Annahme, daf dieses ebenso in einem gréfleren Temperaturbereich gege-
ben ist, zeigt Heimburg sogar die Giiltigkeit fiir alle moglichen Zustdnde des Systems
und schlieBt daraus, daf auch nicht trivialer Weise AVZ = 42 AH? gilt. Daraus folgt
mit den Gleichungen (3.10) und (3.13):

2
T
Ak = %Acp . (3.17)

Hier wird die empirische Proportionalititskonstante von v = 8,9 - 10~*em3/J an-
genommen [53]. Je nach absolutem Wassergehalt der Probe nimmt die adiabatische
Kompressibilitat des Gesamtsystems eine Grofle an zwischen einem Wert, der durch
AC), bestimmt wird, und oo an. Das heifit, um adiabatische Kompressibilitdt messen
zu konnen, mufl die Warme AH von der Umgebung mit C, > AC, aufgenommen
werden. Im Fall von vollstédndiger Relaxation und groflem Wasseranteil gilt k1 = k.
Nahe der Umwandlungstemperatur entsteht die Warme hauptséchlich in der Mem-
bran, und nur bei sehr langsamer Messung findet ein kompletter Warmeaustausch
statt, die Messung ist also frequenzabhéngig. Fiir sehr hohe Frequenzen ist dement-
sprechend C, = AC,, (und damit ks = 0). Bei hoher Frequenz, wie bei Ultraschall-
messungen, kann man die Membran und ihr Losungsmittel als thermisch entkoppelt
getrennt ansehen. Deswegen sind die adiabatisch Kompressibilitdten von Wasser und
Lipid additiv, bei Mischungen mit Volumenanteilen fr,0 und fipq gilt:

ks = [0 = Ks 1,0 + fiipid = Ksipid - (3.18)

Um die adiabatische Kompressibilitdt zu berechnen, kann man Gleichung (3.17) in
(3.14) einsetzen. Unter Vernachlissigung des Teils der Ausdehnung des Lipidvolu-
mens, der nicht durch Kettenisomerisierungen verursacht wird, gilt wie folgt:

—lipid \ 2
. o T dV
liptd lipid A _ __ 3.19
Kg /‘iT70 + AKr VhpZdCIl)ipid ( dT )p ( )
—lipid \ 2
. T dVv
lipid 1— . . . i A _ - 3.20
K ( ) Krge + [ 61 fluia + Ak Vlzpzdc,zl)ipid ( dT )p( )
AC
~ (1= f) krga+ [ 651 fwia + Ak (1 - Czipf;) : (3.21)
P

Hier ist f der Anteil des Lipides, der sich schon im fluiden Zustand befindet und
Clird die Wirmekapazitéit der hydrophoben Ketten, die als unabhéingig vom son-
stigen Schmelzprozefl betrachtet werden kann. Beriicksichtigt man den Anteil der
Volumenausdehnung, der nicht durch die Kettenisomerisierungen verursacht wird,
so gilt

dV dVv
—~-A — i 22
o5 =7 C, + a7 |, (3.22)
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Es zeigt sich, dafi die Verwendung von Gleichung (3.22) in Gleichung (3.19) nur
einen unwesentlichen zusétzlichen Beitrag zu den Schallgeschwindigkeitskurven lie-
fert, diese jedoch im Bereich der Umwandlung ein wenig ”"runder” erscheinen 1483t
und somit zu einer besseren Ubereinstimmung mit den gemessenen Kurven fiihrt.
Bei den Berechnungen wird C/7*=1650 J/(mol K) angenommen [13]. K7g4e und
KT, fluid Sind die intrinsischen Kompressibilitdten.

Letztendlich soll es das Ziel sein, aus der Warmekapazitdat die Schallgeschwindig-
keit auszurechnen. Dazu mufl zunédchst die Enthalpie aus der gemessenen C),-Kurve
berechnet werden:

T
AHy = AC,(T)dt . (3.23)
Ty
Datfiir wird an kleine Teilbereiche der C,-Kurven stiickweise ein Polynom zweifachen
Grades angepafit und dieses dann analytisch integriert. Mittels der schon berechne-
ten Enthalpie kann sehr einfach die sogenannte ”"fluid fraction” f, der Anteil, der
schon im fluiden Zustand ist, berechnet werden:

CAH(T)  fy, AC(T)dt
I="Am, S AC,(T)dt 324

T

Die Schallgeschwindigkeit selbst ergibt sich zu:

.- \/z | (3.25)

Mit Hilfe von Gleichung (3.18) und (3.21) 148t sich nun die Schallgeschwindigkeit
berechnen. Die Kompressibilitidten xr g4 und K7 f14iq sind dabei Parameter die von
System zu System verschieden sind. Um die Temperaturabhingigkeit der Kompres-
sibilitdten hinreichend zu beriicksichtigen, werden keine konstanten Werte fiir £ 4¢;
und K7 f14i¢ angenommen, sondern eine lineare Abhéngigkeit von der Temperatur
verwendet.

RT gel = KB,gel + T- Rm,gel (326)

KT fluid = KB, fluid + 1+ Km, fluid - (3.27)

Es zeigt sich, dafl sich die jeweiligen Kompressibilitdten der Gel-Phase bzw. der
fluiden Phase zusammenfassend beschreiben lassen, also innerhalb einer Mefserie
von der Zusammensetzung der Membran unabhéngig sind. Sie werden mittels An-
paBrechungen an die gemessenen Kurven eines Datensatzes bestimmt und sind in
Tabelle 3.2 aufgefiihrt. Danach ergeben sich zwar fiir die unterschiedlichen Systeme
DMPC/DPPC, DMPC/DMG und DLPC/DPPC verschiedene lineare Abhéngigkei-
ten, jedoch sind diese derart gelegen, dafl z.B. fiir die Suspension DMPC/Wasser die
Kompressibilitdten aus den entsprechenden Systemen in etwa gleich sind. So ergeben
sich iiber einen weiten Temperaturbereich sinnvolle Werte fiir die Kompressibilitét.
Einzig bei den DLPC/DPPC Systemen, bei denen die Abhéngigkeiten "nur” aus
Schallgeschwindigkeitsmessungen oberhalb von 10°C bestimmt werden kénnen, er-

geben sich fiir Temperaturen unterhalb von 5°C negative Kompressibilitdten. Der
Vollsténdigkeit halber werden aber die Wérmekapazitatskurven der DLPC/DPPC
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Abb. 3.15: Temperaturprofile der aus den C)-Daten berechneten
Schallgeschwindigkeitszahlen der DLPC/DPPC Suspensionen
KB gel Rm,gel KRB, fluid R, fluid
[em3/J] [em?/JK] [em3/J] [em?/ JK]
DMPC/DPPC 7,7 - 107 8,45 - 10-¢ —2,3- 1074 2,1- 107°
DMPC/DMG | —2,6-107*| 1,3-107° | —=3,1-107* | 2,5-107°
DLPC/DPPC | —1,4-107* | 8,5-107% | —=5,6-107*| 3,2-107°

Tabelle 3.2: Kompressibilititen der Membranen im gelférmigen
und fluiden Zustand. Die Temperaturverldufe werden durch lineare
Abhéngigkeiten geméfl Gleichung (3.27) und (3.26)beschrieben.
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100:0 und 80:20 auch mit diesen Werten in Schallgeschwindigkeitskurven umgerech-
net. Hochstwahrscheinlich sind die negativen Kompressibilitdten als nahe bei Null
liegende Werte zu interpretieren oder die lineare Abhéngigkeit ist bei diesem System
bei Temperaturen nahe Null nicht mehr gegeben.

In Abb. 3.13 sind die so berechneten Schallgeschwindigkeitszahlen fiir die
DMPC/DPPC Suspensionen dargestellt. Der Vergleich mit der gemessenen Daten
aus Abb. 3.6 zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung.

In Abb. 3.14 sind die berechneten Schallgeschwindigkeitszahlen der DMPC/DMG
Mischungen dargestellt. Der Vergleich mit den gemessenen Daten aus Abb. 3.8 zeigt
auch hier eine sehr gute Ubereinstimmung, wenn auch die Daten der 75:25 Mischung
eine kleine Verschiebung gegeniiber der Me3werten aufweisen. Auch féllt auf, dafl bei
den Mischungen 60:40 und 50:50 der Schallgeschwindigkeitseinbruch in der Ndhe der
Umwandlungstemperatur bei den berechneten Kurven schmaler ausfillt als bei den
direkt gemessenen Kurven. Suspensionen aus DMPC und DMG mit hohem DMG
Anteil neigen zu starkem Ausfallen und Absinken der Lipidaggregate. Zudem zeigt
das Phasendiagramm in Abb. 2.6, daf sich bei derart hohem DMG Anteil die Lipide
zunehmend nicht mehr in der L,-Phase (Membran-Phase), sondern in der H,-Phase,
die auch als hexagonale Phase bezeichnet wird, befinden. Dieses fithrt wahrscheinlich
dazu, dafl diverse zusitzliche bzw. andere thermodynamische Prozesse ablaufen,
als die in den obigen Uberlegungen dargestellten, da die laterale Anordnung der
Lipiddoppelschicht in dieser Form nicht mehr vorliegt.

Abb. 3.15 zeigt die aus den C),-Kurven berechneten Schallgeschwindigkeitszahlen
der DLPC/DPPC Suspensionen. Auch hier zeigt der Vergleich mit den real gemes-
senen Werten eine gute Ubereinstimmung (Abb. 3.9), obwohl die kalorimetrischen
Messungen mit multilammellaren Vesikeln und die Schallgeschwindigkeitsmessungen
mit unilammellaren Vesikeln getétigt wurden.

3.6 Kompressibilitit und Fluktuationen

Sofern die Dichte in Gleichung (3.25) eine bekannte Grofie sein sollte, ist es prin-
zipiell moglich die adiabatische Kompressibilitdt aus einer Schallgeschwindigkeits-
messung zu errechnen. Definiert man wie oben in Gleichung (3.9) analog zur Schall-
geschwindigkeitszahl fiir die Dichte p bzw. fiir die adiabatische Kompressibilitéit s
eine ”Dichtezahl” bzw. ”"Kompressibilitatszahl”

PLipid — PWasser RLipid — KWasser
r==" s=—L : (3.28)

;
PWasser * k RLipid * k

so kann man durch Differentation der Gleichung (3.25) nach der Konzentration
folgende Beziehung zwischen den Inkrementen erhalten [129]:

s=-2-u—1r . (3.29)

Eine weitere wichtige Grofle bei der Betrachtung von Phasenumwandlungen von
Membranen ist das ”scheinbare molare Partialvolumen” der Komponente A:

ym - (2 . (3.30)
Ma) 1 pug,

44



3.6 Kompressibilitdt und Fluktuationen

scheinb. spez. Kompressibilitit der Membran [10™3:ml/mg]
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Abb. 3.16: Scheinbare spezifische adiabatische Kompressibilitit der

DMPC/DPPC Suspensionen
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Abb. 3.17: Scheinbare spezifische adiabatische Kompressibilitdt der

DMPC/DMG Suspensionen
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3. Schallgeschwindigkeitsmessung/ Kalorimetrie
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Abb. 3.18: Scheinbare spezifische adiabatische Kompressibilitdt der
DLPC/DPPC Suspensionen

Es beschreibt die Anderung des Volumens einer Losung bei Zugabe eines Moles der
Komponente A. Hieraus lafit sich das auf die Gewichtskonzentration k bezogene
”scheinbare spezifische Partialvolumen” ¢y herleiten:

1 iptd asser 1
oy = (1—prd v ): —r (3.31)
PWasser k PWasser
Analog 148t sich mit Hilfe der ”adiabatischen Kompressibilitdt des Volumens V”
ov
Kripia = — (—> = KLipia * V (3.32)
! ap Lipid ’

die scheinbare molare adiabatische Kompressibilitit ®Kp;pq

aKLi id KL’i id KWasser
O KLipia = L = —F
Lipid V( aC )C:o cv

mit der molaren Konzentration C nach A. P. Sarvazyan [129] fiir kleine Konzentra-
tionen durch

1

(3.33)

PRpipia 1 ELipiaVLipid — Kwasser Vwasser (3.34)
RWasser RWasser kVLipid
darstellen. Mit der Gewichtskonzentration k 148t sich dementsprechend die schein-
bare spezifische adiabatische Kompressibilitéit ¢, ausdriicken:

1
b = —2u—2r . (3.35)

PWasser

Fiir die Suspensionen DMPC/DPPC und DMPC/DMG aller Mischungen liegen
Dichtemessungen von F. Wente und M. Hockel mit ausreichender Genauigkeit vor
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3.7 Strukturelles Verhalten

[148] [65]. Mit Hilfe des daraus folgenden scheinbaren spezifischen Volumens ist es
moglich, mittels Gleichung (3.35) die scheinbare spezifische adiabatische Kompressi-
bilitdt zu errechnen (Abb. 3.16 und 3.17). In Tabelle 3.3 sind die scheinbaren spezi-
fischen Volumina sowohl unterhalb als auch oberhalb der entsprechenden Umwand-
lungstemperatur der verschiedenen Suspensionen aufgefiihrt. Fiir die DLPC/DPPC
Mischungen liegen keine entsprechenden Messungen vor und es wird deshalb von
ovr<t,,=0,93 C”f und ¢y r>1,,=0,98 ? ausgegangen. Der Temperaturverlauf wird
mittels der ”fluid-fraction” anhand eine Warmekapazitatskurve errechnet.

DMPC | DPPC | ¢vr<r, | ¢vrst, || DMPC | DMG | ¢virer, | Ovirst,
[em?/g] | [em?®/g] [em?/g] | [em?®/g]
100 0 0.030 | 098 || 100 0 | 0930 | 0,986
83 17 0,933 0,995 95 5 0,920 0,980
50 50 0,948 1,002 75 25 0,890 0,980
17 83 0,958 1,008 60 40 0,880 0,970
0 100 0,960 1,016 50 50 0,870 0,960

Tabelle 3.3: Scheinbare spezifische Volumina unterhalb und oberhalb
der entsprechenden Umwandlungstemperaturen [148] [65]

3.7 Strukturelles Verhalten

Gleichung (3.10) beschreibt den Schmelzvorgang der Membranen durch kritische
Fluktuationen der Enthalpie und des Volumens. Wie die Meflergebnisse zeigen,
sind genau in der Umwandlung die Warmekapazitit und die Kompressibilitdt ma-
ximal und damit auch die Fluktuationen. Diese Fluktuationen der Enthalpie und
des Volumens lassen sich letztendlich auf Fluktuationen der ”fluid fraction”, also
dem Verhéltnis zwischen schon geschmolzenen und noch nicht geschmolzenem Lipid
zuriickfithren. Aus Monte-Carlo-Simulationen des Schmelzvorganges einer Membran
ist bekannt, dafl sich sogenannte Doménen auf der Membran bilden, die fast aus-
schlieflich aus entweder fluiden oder gelférmigen Lipid bestehen [54] [44] [68] [137].
Diese Doménen zerfallen und bilden sich stédndig neu. Das Verhéltnis der fluiden
Doménen zu den gelformigen Doménen schwankt dabei fortwédhrend und ist somit
Ausdruck der Fluktuationen.

Wie aus den Warmekapazitits- und Schallgeschwindigkeitsmessungen ersichtlich,
sinkt die Amplitude der Fluktuationen zunéchst ausgehend von reinem DMPC bei
Zugabe von DLPC bzw. DPPC. Reines DMPC schmilzt bei etwa 24 °C und DPPC
bei etwa 42 °C verursacht durch die unterschiedliche Kohlenstoftfkettenlange. Liegt
ein Mischungsverhiltnis beider Lipide in der Membran vor, so bilden sich bei ge-
eigneter Zwischentemperatur Doménen, die sowohl fluides DMPC, als auch fluides
DPPC bzw. DLPC enthalten. Bei reinem DPPC ist die Amplitude der Fluktua-
tionen grofler als bei reinem DMPC, was der erhohten Kooperativitidt von DPPC
zugeschrieben wird.

Bei Zugabe von Cholesterin zu einer Membran, die urspriinglich aus nur einer Li-
pidsorte besteht, verringert sich die Amplitude der Fluktuationen mit steigendem
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3. Schallgeschwindigkeitsmessung/ Kalorimetrie

Cholesteringehalt. Es wird vermutet, daf} sich die Cholesterinmolekiile an den Gren-
zen zwischen den fluiden Doménen und den gelférmigen Doménen anlagern [43].
Somit werden die Ubergéinge zwischen den beiden Zustinden der Lipide zunehmend
unterbunden, was zur Minderung der Fluktuationen fiihrt.

Das ungewohnliche Verhalten der DLPC/DPPC Suspensionen im Gegensatz zu den
DMPC/DPPC und DLPC/DMPC Suspensionen deutet auf eine Entmischung der
beiden Lipidsorten innerhalb einer Membran hin. Wahrend die Kettenldngen bei
den DMPC/DPPC und DLPC/DMPC Mischungen sich nur wenig unterscheiden,
ist diese Differenz bei der DLPC/DPPC Mischung doppelt so hoch. Es scheinen
fortwiahrend Phasen reinen DLPCs und DPPCs zu existieren, die in gewisser Un-
abhéngigkeit bei ihren individuellen Umwandlungstemperaturen den Phaseniiber-
gang zeigen. Uber einen sehr grofien Temperaturbereich koexistieren somit gelférmi-
ge und fluide Lipide in einer Membran nebeneinander. So ist es zu erklédren, daf die
DLPC/DPPC 40:60 und DLPC/DPPC 60:40 Suspensionen jeweils zwei Umwand-
lungspunkte zeigen. Diese Uberlegungen stiitzen sich u.a. auf Untersuchungen an
DMPC/DSPC Membranen, bei denen ein ganz &hnliches Phasenverhalten vorliegt.
DSPC besitzt eine Lange der Alkylketten von 18 Kohlenstoffatomen und hat so-
mit eine entsprechend héhere Umwandlungstemperatur als DMPC bzw. DPPC, die
bei etwa 56 °C liegt. Somit bildet DMPC/DSPC ein analoges System zu den hier
gemessenen DLPC/DPPC Syspensionen, da sich bei beiden Mischungen die bei-
den Komponenten um 2 CHy-Gruppen in der Linge der Alkylketten unterscheiden.
Kalorimetrische Messungen und Monte-Carlo-Simulationen bestétigen das Bild der
koexistierenden, entmischten Phasen bei DMPC/DSPC Suspensionen [68].

Die Beimischung von DMG zu einer DMPC-Membran verursacht im Gegensatz zu
den DMPC/DLPC bzw. DMPC/DPPC Suspensionen ein génzlich anderes Verhal-
ten. Es zeigt sich mit steigendem DMG-Gehalt kein allméhlicher Temperaturanstieg
der Hauptumwandlung wie er z.B. bei den DMPC/DPPC Suspensionen zu beob-
achten ist. Da jedoch die Kohlenwasserstoffkettenldnge von dem verwendeten DMG
exakt der von DMPC entspricht, miissen die Lipide in einer neuen Konfiguration
vorliegen. Moglicherweise bindet das DMG relativ fest iiber eine Wasserstoftbriicken-
bindung an ein benachbartes DMPC-Molekiil und bildet so eine neue Einheit, die
einen relativ hohen Schmelzpunkt besitzt. So konnten also schon unterhalb der Um-
wandlungstemperatur Doménen vorliegen, die einerseits DMG und DMPC mit ei-
nem relativ festen Mischungsverhéltnis beinhalten, und andererseits gréflere Flachen
mit reinem DMPC. Diese beiden Bereiche durchmischen sich nur sehr schlecht und
wiirden folglich getrennt voneinander schmelzen. Dies erklart u.a. den Verlauf der
Kurven der DMPC/DMG 75:25 Suspensionen in denen deutlich zwei getrennte Um-
wandlungstemperaturen auszumachen sind.

Uber die Kalorimetrie und die Schallgeschwindigkeitsmessung ist man in der Lage,
Aussagen iiber die Art und Weise der Fluktuationen und ihre Amplitude zu téti-
gen. Diese Mefimethoden sind somit eine sehr hilfreiche Methode zur Untersuchung
des thermodynamischen Verhaltens von Membranen, insbesondere deren Phasenver-
haltens. Jedoch sind Aussagen iiber die Geschwindigkeit dieser Prozesse bzw. das
zeitliche Verhalten molekularer Vorgéinge, insbesondere die Separation unterschied-
licher Relaxationsmechanismen nicht moglich. Dies gelingt erst durch den Einsatz
der Ultraschallspektroskopie (siche Kapitel 5).
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4 Dielektrische Spektroskopie

Viele Lipide enthalten als einen wesentlichen Bestandteil des Molekiils eine stark po-
lare Kopfgruppe, die ein permanentes Dipolmoment [17] besitzt. Somit sind Lipid-
Losungen sensitiv fiir die dielektrische Spektroskopie unter der Voraussetzung der
Beweglichkeit dieser polaren Kopfgruppe. Das Dipolmoment der Kopfgruppen ge-
stattet ein Studium der Anordnung und Dynamik der Kopfgruppen ohne Zugabe von
sogenannten Markern, die die Membran mehr oder weniger beeinflussen. Die polaren
Kopfgruppen treten in Wechselwirkung mit dem angelegten elektrischen Wechselfeld
und erzeugen so eine makroskopische Polarisation der Losung, die ihrerseits von der
speziellen Anordnung der Lipide und vom thermischen Geschehen beeinflufit wird.
Die Relaxation der Kopfgruppenumorientierung ist bereits in [46] [57] [120] [71] [79]
[60] eingehend untersucht worden, allerdings mittels zeitaufwendiger Zeitbereichver-
fahren oder Admittanzbriickenmessungen. Die Moglichkeit in dem hier verwendeten
Verfahren, relativ viele dielektrische Spektren in kurzer Zeit mit sehr hoher Ge-
nauigkeit aufzunehmen, kann jedoch neue Aspekte erdffnen, vor allem Dingen im
Hinblick auf die Temperaturabhéngigkeit der auftretenden Relaxationen. Zudem
wurden unterschiedliche Zusammensetzungen von Membranen untersucht. Die hier
durchgefiihrte dielektrische Spektroskopie dient auch zur weiteren Aufklérung und
identifikation eines molekularen Prozesses, der im weiteren in der akustischen Spek-
troskopie auftritt (siche Kapitel 7.3).

4.1 Fliissigkeiten in elektrischen Wechselfeldern

In der dielektrischen Spektroskopie von Fliissigkeiten versucht man, mit Hilfe der
makroskopisch erfaflbaren Polarisation auf mikroskopische Bewegungen und Struk-
turbildungen der Molekiile zu schliefen [75]. Wird an ein Medium ein elektrisches
Wechselfeld

E(t)=Ey- e, w=2rf (4.1)

mit der Kreisfrequenz w angelegt, so induziert dies im Medium u. a. eine Ausrich-
tung der vorhandenen permanenten Dipole. Das duflert sich makroskopisch in der
Polarisation des Mediums

P(t) = Py - et*%, (4.2)

die wegen zwischenmolekularer Wechselwirkungen zu dem angelegten elektrischen
Feld phasenverschoben sein kann. Die Phase ist allgemein frequenzabhingig: ¢ =
p(w).

Zwei Mechanismen tragen zu Polarisation des Mediums bei. Zum einen werden Mo-
lekiile, die ein permanentes Dipolmoment besitzen, im elektrischen Feld umorien-
tiert. Zum anderen werden Elektronen und Atomkerne in einem Molekiil verschoben,
so daf ein induzierter Dipol entsteht. Dieser zuletzt genannte Mechanismus wird
Verschiebungspolarisation genannt. Er fithrt zu einer Absorption bzw. Dispersion
oberhalb von 100 GHz und spielt deshalb fiir die dielektrische Spektroskopie nur
eine untergeordnete Rolle, da die verwendeten MeBapparaturen nicht in der Lage
sind, in diesem Bereich zu messen.
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4. Dielektrische Spektroskopie

Die makroskopische melbare Polarisation hat ihre Ursache in der mikroskopischen
Ausrichtung der molekularen Dipolmomente i; und ist gegeben durch

N
Pt:— _’it ﬁerscie' 43
(t) V;M()—Fv hieb (4.3)
N bezeichnet die Anzahl der dipolaren Gruppen f; im Volumen V. Im statischen
Fall, fiir hinreichend kleine Feldstédrken und fiir isotrope Medien ist die Polarisation
proportional zur elektrischen Feldstarke:

P =E. (4.4)
Die skalare Proprotionalitdtskonstante x wird elektrische Suszeptibilitdt genannt.

Die Polarisation des Mediums verstédrkt im allgemeinen das elektrische Feld und
fithrt zur elektrischen Verschiebungsdichte [35]:

— — ]_ —
D=F+ —P. (4.5)
€

[e=]

Nutzt man die Proportionalitét (4.4) aus, wird Gleichung (4.5) zu:

D:E+—P:E+—%E:(H"q)E:dl (4.6)
(&) €0 (&)

Der Vorfaktor wird zu einer einzigen Grofie zusammengefafit, der Dielektrizitatszahl:
e=14+—x. (4.7)

€0

Sind die Felder zeitabhéngig wie in (4.1) und (4.2), dann werden die Grofien e, x
frequenzabhéngig. Der Zusammenhang zwischen der makroskopischen Polarisation
P und dem #uBeren elektrischen Feld im statischen Fall (w = 0) ist

P=c¢-(e(0)—1)-E. (4.8)

—

Da die Polarisation bei harmonisch zeitabhéngigen, dufleren, elektrischen Feld (E(t)
= Epe™?) nicht in Phase mit diesem sein muf}, wird dies in (4.8) durch die Einfiihrung
einer komplexen Dielektrizitétszahl beriicksichtigt [104]:

e(w) = € (w) — i’ (w), (4.9)

tand, = i—, (4.10)

Der hier eingefiihrte dielektrische Verlustwinkel d. ist ein Maf fiir die Abgabe der
Energie des externen elektrischen Feldes an die Fliissigkeit. Mit (4.9) wird (4.8) zu

—

P(t) =€ - (e(w) —1)- E(t). (4.11)

Auch durch thermische Bewegungen der Molekiile treten Fluktuationen in der ma-
kroskopischen Polarisation des Mediums auf [83], da die iiblichen Feldstérken von
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4.2 Relaxationsmodelle

angelegten Feldern im Vergleich zu den Feldstiarken im Molekularbereich vergleichs-
weise gering sind. Die Informationen iiber das Zeitverhalten, die in diesen Fluktuatio-
nen enthalten sind, werden prinzipiell durch die normierte Autokorrelationsfunktion
der makroskopischen Polarisation zugénglich:

- < P(t+to)- P(to) >

Y= "B Pla) > 412

Jedoch sind die thermisch induzierten Rauschamplituden sehr klein, so dafl sie mef3-
technisch nicht zu erfassen sind. Deshalb fiihrt man dem Medium von auflen eine
geringfiigige Storung mittels eines elektrischen Feldes zu und beobachtet das Ab-
klingen der Einstellung der Molekiile auf diese Storung. Ist das System linear, ist
®(t) gleich der Stufenantwortfunktion [121].

Wird also ein Medium im Zeitraum ¢ < ¢y polarisiert und zum Zeitpunkt ¢ = ¢,
wieder sich selbst iiberlassen, beschreibt (i)(t) das Abklingen der Polarisation. Der

zeitliche Verlauf der Polarisation P(t) ist durch

— — A

P(t) = P(ty) - d(¢) (4.13)

gegeben. Ist das angelegte Feld von der Art (4.1), ergibt sich fiir die Polarisation

P(t) = €y(e(0) — 1) - / Et—1t)- <_%> dt'. (4.14)

0

Setzt man (4.1) ein, 148t sich das Integral in (4.14) als Laplace-Transformation
schreiben:

P(t) = eole(0) = 1)+ E(t) - Lio (- 0(1)) (4.15)

e(w) =1+ (e(0)) — 1) - Li, <—<f>(t’)> . (4.16)

Im folgenden interessiert man sich nur fiir die Orientierungspolarisation und fafit
den Beitrag der Verschiebungspolarisation in einer konstanten (in dem betrachteten
Frequenzbereich frequenzunabhéngigen) Grofie €., zusammen. Es folgt schlieflich

e(w) = oo + (€(0) — €x) - Li <—<f>(t’)) . (4.17)

4.2 Relaxationsmodelle

Die nun im weiteren betrachteten Relaxationsmodelle [104] beschreiben alle moleku-
lare Vorgénge bzw. Relaxationen in einer Fliissigkeit im Frequenzbereich unterhalb
von 100 GHz. Die schon erwdhnte Verschiebungspolarisation spielt fiir das Relaxa-
tionsverhalten nur eine untergeordnete Rolle, da sie nur aulerhalb des betrachteten
Frequenzbereiches eine Frequenzabhéngigkeit aufweist.
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4. Dielektrische Spektroskopie

4.2.1 Die Debye-Funktion

Das einfachste Modell einer solchen dielektrischen Abklingfunktion ist der exponen-
tielle Abfall der Polarisation nach dem Abschalten des dufleren elektrischen Feldes
(t > 1ps) [52] (® wird im folgenden fiir den Orientierungspolarisationsbeitrag ver-
wandt):

t

B(t) = d(0) exp (7) . (4.18)

Die charakteristische Abklingzeit 7 wird als Relaxationszeit bezeichnet. Mit (4.16)
148t sich die komplexe Dielektrizitédtszahl berechnen; wenn man den Anteil der Ver-
schiebungspolarisation €., dazu nimmt, ergibt sich

€(0) — €0

1+dwr
Die daraus gewonnene Funktion wird als Debye-Funktion bezeichnet [39]. Zum bes-
seren Verstandnis betrachtet man die Aufteilung in Real- und Imaginérteil:

€(0) — €xo (e(0) — eoo)un'.

1+ w22 1+ w?r?

€(w) = €x + (4.19)

€ (w) = + € ' (w) = (4.20)

4.2.2 Die Cole-Cole-Funktion

Fat man das Abklingverhalten der Polarisation allgemeiner und nimmt man an-
statt eines einzelnen exponentiellen Abfalles eine Verteilung von verschiedenen Re-
laxationszeiten an, so 148t sich die Stufenantwortfunktion, unter der Annahme, dafl
die Zeiten die Verteilung G(7) besitzen, wie folgt darstellen:

o0

B(t) = / exp (-é) G(r)d(in ), (4.21)

wobeil die Gewichtsfunktion G durch

/G(T)dT =1, (4.22)

normiert ist. K. S. Cole und R. H. Cole haben eine empirische Relaxationszeitver-
teilung gefunden [15]:

B sin o
- 27-cosh ((1—a)ln (2)) — cos(rar)’

Mit (4.16) und (4.21) ist es nun moglich, die komplexe Dielektrizitdatszahl mit einer
solchen Relaxationszeitverteilung zu beschreiben:

€(0) — €
1+ (jwr)t—o
Die Funktion wird als Cole-Cole-Spektralfunktion bezeichnet. Man sieht leicht, dafl
sie sich nur formal durch den Exponenten 1 — a von der Debye-Funktion unterschei-
det. Der Parameter o (0 < o < 1) gibt die Breite der Relaxationszeitverteilung an.

7-G(1) mit 0 <o < 1. (4.23)

€(w) = € + (4.24)
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4.3 Reflexionsfaktormefplatz

Fiir den Grenzfall « — 0 geht man erneut zu einer einzelnen Relaxationszeit iiber
und Gleichung (4.24) wird zur Debye-Funktion.

4.3 ReflexionsfaktormelBplatz

Der Meflaufbau, im wesentlichen bestehend aus dem Netzwerkanalysator HP 8753
A und einer Reflexionszelle [47], besitzt einen Frequenzbereich von 300 kHz bis 3
GHz. Der komplette MeBaufbau ist in Abb. 4.1 dargestellt.

Der Netzwerkanalysator
erzeugt ein Signal am
Ausgang (A). Im Lei- (S)D
stungsteiler (3) wird das
Signal in das Mefsignal
und Referenzsignal, wel- 3
ches zuriick in den FEin- = R—
gang (R) des Netzwerk-
analysators liuft, aufge- Al IR E

teilt. Anschliefend wird
das Mefsignal in der Cut- NWA —
Off-Mefizelle (5) reflek- 2 Q0
tiert, so dafl es den Richt-

koppler (4) erreicht. Dort
wird es aus der urspriing- Abb. 4.1: Schematischer Aufbau des Netzwerkanalysator-
MefBplatzes

7 RTS
O

lichen Leitung ausgekop-
pelt und gelangt schlieBlich an den Mefleingang (E) des Netzwerkanalysators. Der
Netzwerkanalysator vergleicht die Signale am Referenzeingang (A) und Mefeingang
(E) nach Betrag und Phasendifferenz und errechnet so den komplexen Reflexions-
faktor r. Der Meflablauf wird von einem Computerprogramm gesteuert.

Der Reflexionsfaktor wird bei 51 fest voreingestellten Frequenzen bestimmt und nach
einer erfolgreichen Messung iiber eine IEEE 488 Schnittstelle an den Computer (1)
tibermittelt. Leistungsteiler (3) und Richtkoppler (4) sind im Reflexionstestset (RTS)
HP 85044A zusammengefaflt.

Da zwischen Netzwerkanalysator und Mefzelle das Reflexionstestset geschaltet ist,
und da diese drei Komponenten mit flexiblen koaxialen Zuleitungen untereinander
verbunden sind, ist vor jeder Messung eine Kalibration beziiglich der Eingangsebene
der Mefizelle notig. Das Relfexion-Test-Set in Abb. 4.1 kann als ein Sechspol betrach-
tet werden, dessen Ubertragungseigenschaften durch eine Streumatrix beschrieben
werden. Die Parameter dieser Matrix werden bei der Kalibration bestimmt, indem
der Reflexionsfaktor r bei drei verschiedenen Kalibrierabschliissen (KurzschluB, of-
fenes Ende, angepafiter Abschlufl) gemessen wird.

4.3.1 Die MeBzelle vom Typ 1

Bei der Cut-Off-Mefzelle vom Typ 1 wird das Signal iiber die Koaxialleitung (1)
durch ein Teflonfenster (2) zur Fliissigkeit gefiihrt (Abb. 4.2). Das Teflonfenster ist
durch einen erweiterten Auflenleiter und durch einen verengten Innenleiter an den
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4. Dielektrische Spektroskopie

Wellenwiderstand Z;, von 502 der Koaxialleitung angepafit, um storende Reflexionen
schon an dieser Stelle zu vermeiden.

|

(4)
0+ zg W (0)

KR

— W(j)

@
L+ TS| ) W (L+j)

Abb. 4.2: Cut-Off-Mefizelle Typ 1

Der bekannte AbschluBwiderstand W (0) — oo an einer Stelle mit zunéchst nicht
bekanntem Abstand vom Fenster muf3 nun mit Hilfe der Widerstandstransformation
[104] in zwei Schritten in die Kalibrationsebene transformiert werden. Zunéchst wird
von der Reflexionsebene bei x=0 in die Ebene Fliissigkeit /Teflon bei j transformiert:

_, W(0) + Z tanh(jv;)
= L(0) tanh () + 2

dabei ist Z; der Wellenwiderstand des mit der Fliissigkeit angefiillten Koaxialstiickes

(3)

W(j) (4.25)

Zo

Vew)

und 7; bezeichnet den Ausbreitungsexponenten

Z(w) = (4.26)

() = i—j\/e(w). (4.27)

Da die Mefizelle im Cut-Off-Modus betrieben wird, geht W(0) — oo. Daher 148t
sich (4.25) vereinfachen:

1
=Zj——F.
? tanh(jv;)
Weiter mufl dieses Zwischenergebnis in die Kalibrationsebene bei L+j transformiert
werden, fiir die der Netzwerkanalysator geeicht wird:

W(j) (4.28)

W (j) + Zo tanh(L~)
W(j) tanh([/yo) + ZO '

Zy ist der Wellenwiderstand der Koaxialleitung und ~o der Ausbreitungskoeffizient:

W(L+ ) = 2, (4.29)
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4.3 Reflexionsfaktormefplatz

w
Yo(w) = —. (4.30)

Co
Der Netzwerkanalysator mifit, wie oben beschrieben, den Reflexionsfaktor r. Dieser
148t sich durch den Wellenwiderstand Z, und das Transformationsergebnis W (L + j)

ausdriicken:

W(L+j)— Z
= : 4.31
"TW(E )+ 2 (4.51)
Mit (4.28) und (4.29) ergibt das:
. 1 —tanh(Ly) 1~ Vetanh (j% V G(W)> (432)

T+ tanh(L~p) . 1+ y/etanh (j’yo\/@) |

Die beiden unbekannten Groflen L und j werden durch eine Referenzmessung mit
Wasser bestimmt. Dazu wird der Reflexionsfaktor r von doppelt destilliertem und
deionisiertem Wasser bei 25° bei allen Frequenzen gemessen. Die Dielektrizitatszahl
€(w) der Referenzfliissigkeit wird dabei durch eine Debye-Funktion mit den Parame-
tern

e(0) = 78.36,
€ = 0.1,
T = 8.27ps und

o = 0.0004§
m

beschrieben [73]. Unter Variation von L und j werden die theoretisch berechneten
Werte ripe, nach einem Verfahren von Marquart (Least-Square-Algorithmus) [98] an
die real gemessenen Reflexionsfaktoren r,,.ss angepafit und daraus L und j bestimmt.

4.3.2 Die MeBzelle vom Typ 2

Der Unterschied von Mefizelle 2 zu Mefzelle 1 liegt in einem nicht angepafiten Tef-
lonfenster. Innen- und Aufenleiter sind hier nicht an den 502 Wellenwiderstand der
Zuleitung angepaflt. Ein Teil des Signals wird aufgrund des Impedanzsprunges an
der Grenzflache von der Luft zum Teflonfenster schon bei x=T+j reflektiert. Ein
weiterer Teil des transmittierten Signals wird wie bei der Zelle vom Typ 1 zusétzlich
an der Grenzfliche vom Teflon zur Fliissigkeit reflektiert, da auch hier ein Impe-
danzsprung vorliegt. Der schliefflich in die Fliissigkeit transmittierte Teil des Signals
wird durch die Cut-Off-Eigenschaften wegen W (0) — oo dort reflektiert.

Die Transformation von W(0) erfolgt in analoger Weise zur Behandlung zur Mef3zelle
1 in zwei Schritten.

W (j) + Zr tanh(Lyr)
W (j) tanh(Lyr) + Z7

Dabei ist Z7 der Wellenwiderstand im Teflon angefiillten Koaxialstiick (2) mit der
Dielektrizitatszahl e = 2.1

W(T +j) = Zr (4.33)
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|

(4)

W (0)

j -+ W (j)
T+j) + (l)E(Z) W(T+j)

Abb. 4.3: Cut-Off-Meflzelle Typ 2

(KRETY)
.

’)
HEWY

Zy
Z = —. 4.34
o) = 7= (4.34)
~vr bezeichnet den Ausbreitungsexponenten im Teflonstiick:
w
r(w) = 2 Jer. (4.35)

Co

In analoger Rechnung zur Zelle vom Typ 1 erhélt man den Reflexionsfaktor:

1+ /% tanh (v/eo7) tanh (yrT) — v/€ tanh (\/eyoj) — \/er tanh (37T
1+ \/‘iiT tanh (y/€y0j) tanh (yrT') + /e tanh (v/ey07) + /er tanh (v 1)

r

. (4.36)

Die Mefizelle des Typs 2 hat den entscheidenden Vorteil, daf§ wegen des nicht an-
gepaften Teflonfensters keine Inhomogenitidten des elektrischen Feldes auftreten.
Dagegen kommt es insbesondere bei hohen Frequenzen durch die verschiedenen Ra-
dien der Zuleitung und des Teflonfensters bei der MeBzelle vom Typ 1 zu Inho-
mogenitidten im elektrischen Feld. Diese fiihrt zu Meffehlern, die dann durch eine
geeignet gednderte Modellierung der Zelle durch Beriicksichtigung von Zusatzkapa-
zitéten korrigiert werden miissen [117]. Die Bestimmung der Groflen L und j erfolgt
in analoger Weise wie bei der Mef3zelle von Typ 1.

4.3.3 Fehlerabschitzung

Die Messungen fiir hohe Frequenzen (>20 MHz) werden mit der Zelle vom Typ 2
und einer geometrischen Innenleiterlange von Null und im tieffrequenten Bereich
(<20 MHz) mit der Zelle vom Typ 1 und einer geometrischen Innenleiterlinge von
16mm durchgefiihrt. AnschlieSfend werden die gemessenen Spektren dann zu einem
einzigen zusammengefiigt.

Die Fehler der Meiwerte sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.
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4.4 Die Spektren

‘ Frequenzbereich ‘ Fehler von € ‘ Fehler von €” ‘
300 kHz - 800 kHz | 1,5 % 2 %
800 kHz -1 GHz | 0,2 % 1%
1 GHz - 3 GHz 2,5 % 5%

Tabelle 4.1: Fehler des Netzwerkanalysators in den verschiedenen
MeBbereichen

4.4 Die Spektren

Im folgenden werden zunéchst die Spektren der Lipidlosungen vorgestellt. Die auf-
genommenen Spektren der verschiedenen Suspensionen zeigen untereinander einen
hochst unterschiedlichen Verlauf. Da der Effekt, der durch die Umorientierung der
Kopfgruppen hervorgerufen wird, relativ gering ist, wurde zunéchst eine Konzen-
trationsreihe von reinem DMPC aufgenommen, um somit den Effekt eindeutig der
Kopfgruppenumorientierung zuordnen zu kénnen. Aus Griinden der Vereinfachung
wird in den folgenden Abbildungen nur der Realteil ¢’ dargestellt.

Es stellte sich bei den ersten Messungen heraus, daf§ eine Konzentration von 60
mg/ml ausreichend hoch ist, um eine geniigend gute Genauigkeit zu gewéhrleisten.
Somit wurde diese Konzentration bei allen Lipidmischungen verwendet.
Problematisch ist im Zusammenhang mit den dielektrischen Messungen das Vor-
handensein von freien Ionen in der Losung bzw. Gegenionen auf der Oberfliche
der Vesikel. Freie Tonen kénnen mittels des Maxwell-Wagner-Effektes zu einem lo-
kal relativ hohen Dipolmoment innerhalb der Fliissigkeit fithren, was sich in einer
entsprechend hohen Polarisierbarkeit und damit in einer hohen Dielektrizitatszahl
niederschlagt. Gegenionen kénnen durch Bewegungen an der Oberfliche und die
Anderung ihrer Konzentration auf der Oberfliche der Vesikel ebenfalls zu einer
starken Beeinflussung der Spektren beitragen. In [131] wird dieser Effekte ausfiihr-
lich mittels einer entsprechenden Theorie von C. Grosse [45] behandelt und soll
hier nicht weiter betrachtet werden. Jedoch sind diese Effekte moglicherweise derart
stark, dafl der Einflufl der Kopfgruppenumlagerung fast vollig verdeckt wird. Solche
Ionen konnen durch Verunreinigungen des Losungsmittels, durch die Extrusions-
prozedur oder durch Verunreinigungen des trockenen Lipidpulvers selbst, mittels
entsprechender Isomere, in die Losung gelangen. Beide zuerst genannten Faktoren
kénnen hier jedoch weitestgehends ausgeschlossen werden. Das verwendete Wasser
hat eine Leitfdhigkeit von nur 0,0004 % und der Extruder wird vor und nach jeder
Benutzung griindlich gereinigt. Viel wahrscheinlicher ist eine Verunreinigung durch
ionische Lipide oder Fettsdurereste. Zum Vergleich der vom Hersteller angegebenen
Reinheitsgrade siehe Kapitel 2.6.1.

44.1 DMPC

In Abb. 4.4 ist eine Konzentrationsreihe von reinem DMPC/Wasser bei 30 °C dar-
gestellt, jedoch nur die Meldaten der hochfrequenten Mefzelle von 2 kHz bis 2 GHz.
Es ist zum besseren Vergleich der Relaxationsstufe €-deygsser (O€wasser = d€3 aus
Gleichung (4.37)) aufgetragen. Deutlich ist mit hoherer Konzentration ein starkes
Ansteigen einer Relaxationsstufe bei ca. 60 MHz zu sehen. Allerdings zeigt sich erst
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Abb. 4.4: Realteil des dielektrischen Spektrums drei verschieden kon-
zentrierter DMPC/Wasser Suspensionen bei 30 °C mit angepafter
Spektralfunktion abziiglich der Wasserrelaxationsstufe (dew gsser =

des aus Gleichung (4.37); dargestellt sind hier nur die Daten der tief-
frequenten Mefizelle
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Abb. 4.5: Dielektrisches Spektrum der DMPC/Wasser Suspensio-
nen 60 mg/ml bei 31 °C mit angepafiter Spektralfunktion Gleichung
(4.37); oben: €'(f), unten: €”’(f) ohne Leitfdhigkeitsanteil; O: Daten
der tieffrequenten Mefizelle; O: hochfrequente MeBzelle



4.4 Die Spektren

72

70

68

66

£(f)

64

62

60

MR | L MR |
0.6 1 2 4 6 10

. N . N L0 7
20 4060 100 200 400 1000

f [10%Hz]

Abb. 4.6: Realteil des dielektrischen Spektrums der DMPC/Choles-

terin 85:15 Suspensionen bei 31 °C mit angepafiter Spektralfunktion
Gleichung (4.37)
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Abb. 4.7: Realteil des dielektrischen Spektrums der DMPC/Choles-
terin 70:30 Suspensionen bei 31 °C mit angepafiter Spektralfunktion
Gleichung (4.37)
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4. Dielektrische Spektroskopie

bei vergleichsweise sehr hohen Lipidkonzentrationen ein definitiv mefibarer Effekt.
Abb. 4.5 zeigt nun ein Spektrum von reinem DMPC bei 31 °C, welches sich aus den
Mefldaten beider Mef3zellen zusammensetzt. Im Bereich von etwa 10 bis 20 MHz wur-
de mit beiden Zellen gemessen. Deutlich ist ein stufenformiger Abfall von € mit stei-
gender Frequenz zu beobachten. Insgesamt kénnen die Spektren der DMPC/Wasser
Suspension unter Vorgabe von €., aus [73] durch einen tieffrequenten (v <2 MHz)
Debye-Term, einen mittelfrequenten (2 MHz< v <200 MHz) Cole-Cole-Term und
einen hochfrequenten (v >200 MHz) Debye-Term beschrieben werden. Dabei ordnet
man nun den tieffrequenten Relaxationsbeitrag der Diffusionsbewegung der Ionen in
der Losung um die Vesikel herum zu, den mittelfrequenten Beitrag der Kopfgrup-
penumlagerung und den hochfrequenten Beitrag der Wasserrelaxation. Zusétzlich
wird im Imaginérteil die Dielektrizitdtszahl noch ein Leitfahigkeitsbeitrag beriick-
sichtigt.

(W)t de _da ) gy

1+iwrn 14 (lwn)'™  14+iwrty €

Bis auf den tieffrequenten Debye-Term wird diese Spektralfunktion ebenfalls zur
Anpassung bei der konzentrationsabhéngigen Messung (Abb. 4.4) verwendet.

4.4.2 DMPC/Cholesterin

Die Spektren der Suspensionen DMPC/Cholesterin 85:15 und 70:30 zeigen qualitativ
(oftmals auch quantitativ) den gleichen Verlauf, wie die Spektren von reinem DMPC.
Allein der hohere tieffrequente Relaxationsbeitrag fillt im ersten Augenblick auf. Ei-
ne genauere Betrachtung der Ergebnisse aus den Anpafirechnungen zeigt jedoch auch
einen Unterschied im Temperaturverhalten des mittelfrequenten Relaxationsterms
im Vergleich zu reinem DMPC und auch untereinander.

4.4.3 DMPC/DPPC

Die Anpassung der Spektralfunktion (4.37) an die Spektren der DMPC/DPPC 50:50
Suspension fiihrt zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis. Es zeigte sich jedoch, daf§
die Ersetzung des tieffrequenten Debye-Terms durch einen entsprechenden Cole-
Cole-Term die gewiinschte gute Beschreibung der Meflergebnisse ermdoglicht. Somit
wird folgende Spektralfunktion benutzt:

o€l €y Jdes ic(0)

1+ (iwr)t= + 1+ (iwrg)t—2 + 1+ iwrs B €ow

In Abb. 4.8 ist das Spektrum der DMPC/DPPC 50:50 dargestellt. Aufféllig ist vor
allem das im Vergleich zum Spektrum von DMPC sehr starke Ansteigen von €'( f)
zu tiefen Frequenzen hin. Dieser Effekt wird dem verstédrkten Vorhandensein von
freien Ionen durch Verunreinigungen des DPPC durch Lipide mit Gegenionen zuge-
schrieben. Trotz der dadurch resultierenden hohen Leitfdhigkeit kann noch immer
die mittelfrequente Relaxationsstufe um 60 MHz, die der Kopfgruppenumlagerung
zugeschrieben wird, ausgemacht werden. Betrachtet man jedoch die Spektren un-
terhalb von 32 °C, so verlagert sich der mittelfrequente Relaxationsspektralterm
derart stark zu tieferen Frequenzen, dafl bei den Anpafirechnungen die Amplitude

(4.38)

€(w) = €0 +
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Abb. 4.8: Realteil des dielektrischen Spektrums der DMPC/DPPC
50:50 Suspensionen bei 40 °C mit angepafiter Spektralfunktion Glei-
chung (4.38)

d€5 und der Verteilungsparameter a auf einem konstanten Wert festgehalten werden
mussten. So kénnen aber dennoch wenigstens die Relaxationszeiten einigermaflen
sinnvoll ermittelt werden.

4.4.4 DMPC/DMG

Die Spektren der DMPC/DMG Suspension zeigen im tieffrequenten ein vollstéindig
anderes Verhalten als die bisher vorgestellten Spektren. Alle Versuche den tief-
frequenten Relaxationsbeitrag mit Hilfe eines Debye-Terms, eines Cole-Cole-Terms
oder eines Davidson-Cole-Terms, eines Havriliak-Negami-Terms hinreichend zu be-
schreiben schlagen fehl. Erst die Verwendung von zwei tieffrequenten Debye-Termen
bringt eine Anpafigenauigkeit, wie sie bei den bisher behandelten Spektren gegeben
ist.

O, de de de 10(0
W) =€t b2 (©) (4.39)
1+ WT1q 1+ WT1p 1+ (’lu)Tg)l « 1+ 1WT3 €EqWw

In Abb. 4.9 und 4.10 ist beispielhaft ein Spektrum der DMPC/DMG Suspension bei
60 °C dargestellt. Deutlich ist ein vergleichsweise sehr starkes Ansteigen im tieffre-
quenten Bereich zu sehen, welches nur durch zwei Debye-Terme ausreichend beschrie-
ben werden kann. Um die Relaxationsstufe der Kopfgruppenumlagerung deutlich zu
machen, ist in Abb. 4.10 ein kleinerer Ausschnitt des Spektrums dargestellt.
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Abb. 4.9: Realteil des dielektrischen Spektrums der DMPC/DMG
75:25 Suspensionen bei 60 °C mit angepafliter Spektralfunktion Glei-
chung (4.39)
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Abb. 4.10: Ausschnitt aus Abb. 4.9 der Suspension DMPC/DMG
75:25 bei 60 °C
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reines DMPC

T [°C] des T3 [ns] deg Ty [ns] ! der 71 [ns] L
18 | 63,133) | 10,52(5) | 5,2(1) | 12,7(6) | 0,39(1) | 33(21) | 2226(784) | 1,08(4)
21 | 6248(4) | 10,25(5) | 4,9(2) | 11,2(8) | 0,37(2) | 0,14(14) | 535(636) | 1,31(3)
23 | 61,37(5) | 991(7) | 4.9(2) | 8.2(7) | 0,36(2) | 0.4(1) | 202(96) | 1,347(2)
235 | 60,55(4) | 9,77(6) | 4.6(1) | 6,2(3) | 0,31(2) | 3.0(3) | 400(39) | 1,313(3)
24 | 59,39(5) | 9,63(7) | 47(1) | 4,6(2) | 0,20(2) | 3,02) | 367(33) | 1,325(3)
24,5 | 58,99(4) | 9,56(7) | 4,61(8) | 3,9(1) | 025(1) | 4,3(4) | 485(42) | 1,346(4)
25 | 58,72(5) | 9.46(7) | 4,68(8) | 3.8(1) | 0,26(2) | 6,9(8) | 623(56) | 1,335(6)
2 | 58.43(4) | 9,30(7) | 4,45(7) | 3,35(9) | 0,23(1) | 4,9(4) | 488(37) | 1,382(4)
28 | 57.81(4) | 9,16(7) | 4,38(7) | 3,02(9) | 0,22(1) | 4.2(3) | 4o1(27) | 1,442(3)
31 | 56,92(4) | 8,80(7) | 4,17(7) | 2,58(8) | 0,20(2) | 5,6(4) | 435(26) | 1,516(3)

DMPC/Cholesterin 85:15

T [°C] des T3 [ns] deg Ty [ns] ! der 71 [ns] o o8
18 | 60,18(5) | 10,61(6) | 5,4(2) | 10,0(7) | 0,39(2) | 4,8(1) | 246(11) | 4,559(2)
21 | 59,30(5) | 10,16(6) | 5,0(2) | 6.8(4) | 0,37(2) | 5.0(1) | 216(7) | 4,880(1)
23 | 58,67(7) | 9,85(8) | 4.6(2) | 58(6) | 031(2) | 6,5(2) | 231(12) | 5,035(3)
235 | 58,24(5) | 9,69(6) | 4.6(1) | 4,9(3) | 031(2) | 57(1) | 205(6) | 5131(2)
24 | 58,00(6) | 9,65(8) | 4,5(2) | 4,5(3) | 028(2) | 57(1) | 189(8) | 5,200(3)

24,5 | 57,74(6) | 9.54(7) | 4,5(2) | 45(3) | 028(2) | 59(1) | 203(8) | 5,246(2)

25 | 57.54(8) | 9.47(9) | 45(2) | 44(3) | 0292) | 6,1(2) | 201(10) | 5,308(3)

26 | 57.13(9) | 9,34(9) | 4.6(3) | 45(5) | 0,32(3) | 6,9(3) | 220(14) | 5,397(4)

28 | 56,73(6) | 9,14(8) | 4.2(1) | 3,7(2) | 027(2) | 6,5(2) | 193(8) | 5,619(4)

31 | 55,91(8) | 8,77(9) | 43(2) | 3,1(2) | 028(3) | 7.1(2) | 186(8) | 5,936(5)
DMPC/Cholesterin 70:30

T [°C] Jdes T3 [ns] 2 Ty [ns] ! dey 71 [ns] o ™8
18 | 60,91(6) | 10,71(8) | 4,3(2) | 7.2(5) | 0,29(2) | 5,5(3) | 321(22) | 3,698(3)
21 | 59,86(7) | 10,22(9) | 3,9(2) | 50(4) | 0,26(3) | 3.4(1) | 191(13) | 3,951(2)
23 | 58,99(5) | 9,80(7) | 3,7(1) | 4,3(3) | 0,22(2) | 3,8(1) | 178(10) | 4,098(2)

235 | 5847(8) | 9,74(9) | 4.0(2) | 44(5) | 027(3) | 4,8(3) | 243(25) | 4,114(4)
24| 5820(5) | 9,62(7) | 3,7(1) | 4.2(2) | 022(2) | 4,5(1) | 202(9) | 4,168(2)
245 | 57,67(4) | 9,59(6) | 4,1(1) | 4.2(2) | 028(2) | 4,7(1) | 241(8) | 4,199(2)
25 | 57.25(5) | 9.46(7) | 3.6(1) | 3.9(2) | 023(2) | 47(1) | 203(9) | 4,217(2)
2 | 56,45(6) | 9,36(9) | 3,7(2) | 3.9(3) | 0,24(3) | 5.2(2) | 239(13) | 4,267(2)
28 | 55,75(5) | 9,03(7) | 3,6(1) | 3,5(2) | 023(2) | 5,1(1) | 218(8) | 4,425(2)
31| 54,66(6) | 8,68(9) | 3,7(1) | 2.8(2) | 025(3) | 55(1) | 216(9) | 4,659(2)

Tabelle 4.2: Parameter aus der Anpassung der Gleichung (4.37) an
die Spektren der Suspensionen DMPC, DMPC/Cholesterin 85:15 und
DMPC/Cholesterin 70:30
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DMPC/DPPC 50:50

64

Tabelle 4.3: Parameter aus der Anpassung der Gleichung (4.38) bzw.
(4.39) an die Spektren der Suspensionen DMPC/DPPC 50:50 und
DMPC/DMG 75:25. Die kursiv gedruckten Werte wurden bei der An-
passung festgehalten.

T [°C] | de | 7 [ns] a ) Ty [ns] a o 5
25 3 165(60) | 0,3 [ 10,7(7) | 57(57) | 0,33(7) | 16,424(5)
28 3 1 6160) | 0.3 | 12(2) |69(69) | 0,38(8) | 17,28(1)
30 3 | 25(22) | 0,3 |12,7(6) | 82(30) | 0,38(8) | 17,75(1)
31 3 16915 | 0.3 |11,9(4) | 84(6) | 0,27(3) | 17,949(5)
32| 2(1) | 24(10) | 0,1(3) | 13(2) | 64(8) | 0,27(8) | 17,925(9)
33 133(8) | 3.8(6) | 0,3(2) | 12(1) | 68(5) | 0,23(5) | 17,952(6)
34 13,006) | 3,05) | 0,3(2) | 12,5(8) | 62(3) | 0,24(4) | 17,731(4)
35 | 3,606) | 3,1(5) | 0,2(1) | 9,8(8) | 60(3) | 0,09(4) | 17,8833(5)
37 | 3.4(7) | 2,1(3) | 0,2(2) | 11,909) | 60(5) | 0,18(6) | 18,378(9)
40 1) | 1,7(6) | 0.2(2) | 14(2) | 60(11) | 0.2(1) | 19.28(2)
DMPC/DMG 75:25
T [°C] | de1q | Tia [n8] O€p T1p [n8] des | T2 [ns] 1o} o %S
20 | 12(5) | 183(20) | 52(5) | 560(60) | 5(5) | 27(19) | 0,4(4) | 4(2)
25 | 6(5) | 135(20) | 54(5) | 444(60) | 5(5) | 23(19) | 0,39(3) | 4(1)
30 | 20(3) | 201(20) | 57(7) | 624(60) | 5(5) | 19(19) | 0,38(3) | 4,31(4)
35 | 16(3) | 152(20) | 61(7) | 499(60) | 4(3) | 9(8) | 0,32(3) | 4,6(3)
40 | 22(2) | 166(9) | 79(4) | 614(55) | 4(5) | 6(5) | 0,3(1) | 4,88(3)
45 | 19(2) | 141(9) | 95(4) | 535(36) | 3,3(3) | 2,9(3) | 0,23(9) | 5,27(3)
50 | 25(3) | 146(11) | 110(7) | 598(57) | 3.6(4) | 2.3(2) | 0,3(1) | 5,54(5)
55 | 23(4) | 130(11) | 109(7) | 533(59) | 3,5(4) | 1,5(2) | 0,2(1) | 5,93(6)
60 | 23(4) | 120(10) | 113(11) | 520(69) | 3,1(4) | L1(2) | 0.2(1) | 6,24(7)
DMPC/DPPC 50:50 DMPC/DMG 75:25
T [°C] des 73 [ns] || T [°C] des 73 [ns]
25 1 60,62(5) | 9,6(1) | 20 | 56,3(1) | 9,61(9)
28 | 59,3(1) | 9.2(3) | 25 | 5544(1) | 9,1(1)
30 | 57.9(1) | 89(1) | 30 |54,23(6) | 8.2(2)
31 | 57,0(1) | 88(2) | 35 |53,11(6) | 7.8(2)
32 | 5572) | 872) | 40 | 51,7(6) | 7,0(2)
33| 54,4(2) | 85(3) | 45 | 50.8(2) | 6.9(3)
34 | 52,81) | 8209) | 50 | 50,1(3) | 6,6(4)
35 | 52,1(1) | 84(3) | 55 | 48,9(3) | 6,3(5)
37| 50.8(2) | 81(5) | 60 | 47.9(3) | 6,0(6)
10 | 198(6) | 8(1)




4.5 Parameter der Anpassung

10 F T T T =
% 18°C
+210C
9k 0 23°C -
023.5°C
& 24°C
g of 82450C | 7
u;’ v 25°C
P
vl X 26°C
6 -
5 . N N PR | L L L PR | L L L .
2 3 4567810 20 30 4050 70 100 200 300 500

f [10%Hz]

Abb. 4.11: Realteil des dielektrischen Spektrums aller DMPC Sus-
pensionen zur Verdeutlichung der Temperaturabhéngigkeit der Rela-
xationsstufe jeweils mit angepafiter Spektralfunktion Gleichung (4.37)

4.5 Parameter der Anpassung

4.5.1 Die elektrische Leitfdhigkeit

Die elektrische Leitfihigkeit der Suspensionen o(0) wird mit Hilfe der Anpafirech-
nungen der jeweiligen Spektralfunktion (4.37) (4.38) (4.39) an die gemessenen Spek-
tren gewonnen. Da das als Losungsmittel dienende Wasser eine Leitfdhigkeit von
ca. 0(0)=0,0004 % besitzt, kann aufgrund der gemessenen Leitfdhigkeiten der Sus-
pensionen, die in etwa eine Groflenordnung hoher liegen, darauf geschlossen werden,
daB die resultierenden Leitfahigkeiten auf unerwiinschte Verunreinigungen zuriick-
zufithren sind. Diese Verunreinigungen kénnen, wie schon erwahnt, durch direkte Un-
reinheiten des Trockenpulvers oder durch die Extrusionsprozedur bedingt sein. Abb.
4.12 zeigt den Verlauf der Leitfihigkeiten der Suspensionen DMPC, DMPC/Cho-
lesterin 85:15, DMPC/Cholesterin 70:30 und DMPC/DMG 75:25. Bei allen Suspen-
sionen ist eindeutig ein linearer Verlauf mit der Temperatur auszumachen und spe-
zifische Effekte, die eventuell auf die Membranumwandlung zuriickzufithren wéren,
sind nicht auszumachen. Dagegen zeigt die Suspension DMPC/DPPC 50:50 in Abb.
4.13, deren Leitfdhigkeit etwa eine Grofenordnung iiber der der anderen Suspensio-
nen liegt, eindeutig einen Verlauf, bei dem die Hauptumwandlung 7}, = 33 °C mit
eine Rolle spielt. Dieser charakteristische Verlauf findet sich ebenfalls in [131], wo
Suspensionen von DMPC/DMPG untersucht werden, also ganz bewufit Lipide mit
Gegenionen in die Membran eingebracht werden. Zusammenfassend laft sich folg-
lich sagen, daf der beobachtete Effekt bei der DMPC/DPPC 50:50 Losung auf Ver-
unreinigungen der Trockenpulvers durch Lipide mit Gegenionen (also hier DPPG)
zuriickzufiihren ist.
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DMPC, DMPC/Cholesterin 85:15, DMPC/Cholesterin  70:30
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Abb. 4.13: Verlauf der Leitfdhigkeiten der Suspensionen
DMPC/DPPC 50:50 iiber der Temperatur
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4.5.2 Der tieffrequente Relaxationsterm

Aufgrund von Ionen, die sich zusétzlich zu den Lipiden in der Losung befinden,
ergibt sich durch die begrenzte Bewegung der Ionen in lateraler Richtung auf der
Membran der Vesikel ein tieffrequenter Relaxationsterm. Er hangt u.a. von der Io-
nenkonzentration, der Dicke der Debye-Hiickel-Schicht, der Groflie der Vesikel und
dem thermodynamischen Zustand der Membran ab. In [45] entwickelt C. Grosse eine
entsprechende theoretische Beschreibung und kommt zu dem Ergebnis, dafl eine sym-
metrische Relaxationszeitverteilung diesen Effekt sehr gut beschreibt. Da jedoch in
den hier durchgefithrten Messungen dieser Relaxationsbeitrag nur am unteren Ende
des gemessenen Frequenzbereiches auftritt, kann zumeist auf die Anpassung eines
Cole-Cole-Terms verzichtet werden und es wird stattdessen ein Debye-Term ver-
wendet. Bei der DMPC/DPPC 50:50 Suspension ist der Gegenionendiffusionseffekt
aufgrund der hohen Leitfahigkeit relativ gut ausgepréigt, und es kann ein Cole-Cole-
Term zur Anpassung verwendet werden. Dieses deutet entweder auf eine zu den
anderen Suspensionen verschiedene Beweglichkeit der Ionen oder auf eine andere
GroBenverteilung der Vesikel hin. Eine Sonderrolle spielt die DMPC/DMG 75:25
Messung, die trotz vergleichsweise niedriger Leitfahigkeit einen starken Anstieg des
Realteils der Dielektrizitatszahl im tieffrequenten Bereich aufweist. Aufgrund des
qualitativen Verlaufs der Parameter aus Tabelle 4.2 und 4.3 im Vergleich zu den
Daten in [131] wird nun jeweils der tieffrequente Relaxationsbeitrag dieser Ionenbe-
wegung um die Vesikel herum zugeordnet. Da jedoch die Aufmerksamkeit in dieser
Arbeit bei der Umorientierung der Kopfgruppen liegt, soll auf den tieffrequenten
Relaxationsbeitrag hier nicht detailliert eingegangen werden.

4.5.3 Der hochfrequente Relaxationsterm

In den dielektrischen Spektren in den Abb. 4.4 bis 4.10 148t sich oberhalb von ca. 1
GHz der tieffrequente Ausléufer der Wasserrelaxation ausmachen [74]. Aufgrund der
Tatsache, daf sich die Wasserrelaxation im Imaginérteil deutlicher zeigt (Abb. 4.5),
kann mittels der Anpassung eines Debye-Terms an diesen hochfrequenten Teil der
Spektren grob die Amplitude und die Relaxationszeit der Wasserrelaxation unter
dem Einflul der Phospholipidvesikel bestimmt werden. Die Werte sind in Tabel-
le 4.2 und 4.3 angegeben. Um jedoch verldlliche Aussagen iiber die molekularen
Vorgiange machen zu konnen, miifite die Wasserrelaxationsstufe bis ca. 80 GHz voll
ausgemessen werden, was im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich war.

4.5.4 Der mittelfrequente Relaxationsterm

In allen oben dargestellten dielektrischen Spektren 148t sich etwa in der Mitte des
gemessenen Frequenzbereiches bei ca. 50 bis 100 MHz ein weiterer Relaxationspro-
ze ausmachen, der der Umlagerung der polaren Kopfgruppen der Lipide zugeordnet
wird [120] [71] [79] [46] [57]. Abb. 4.14 und 4.15 zeigen den Verlauf der Hohe dieser
Relaxationsstufe iiber der Temperatur, wihrend in Abb. 4.16, 4.17 und 4.18 der Ver-
lauf der jeweiligen Relaxationszeit dargestellt ist. Der Verlauf der Relaxationsstufe
zeigt keine besonderen Merkmale im Hinblick auf die charakteristische Umwand-
lungstemperatur der Lipidmembranen. Jedoch ist diese bei der Relaxationszeit ein-
deutig auszumachen, welche sich im Verlauf der Temperatur um eine bis anderthalb
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Abb. 4.14: Relaxationsstufe de; der Kopfgruppenumlagerung der
gemessenen Suspensionen DMPC, DMPC/Cholesterin 85:15 und
DMPC/Cholesterin 70:30 als Funktion der Temperatur

© DMPC:DPPC 50:50
5.0 Hp ]
0 DMPC:DMG 75:25

i _

40F i -

3'5_ |

3.0 F e R e B B ~—

25 7

20 [ ! | | 1]
25 30 35 40 45 50 55 60
T [oC]

Abb. 4.15: Relaxationsstufe dey der Kopfgruppenumlagerung der ge-
messenen Suspensionen DMPC/DPPC 50:50 und DMPC/DMG 75:25
als Funktion der Temperatur
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Abb. 4.16: Relaxationszeit 7o der Kopfgruppenumlagerung
der gemessenen Suspensionen DMPC, DMPC/Cholesterin und
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Abb. 4.17: Relaxationszeit 7 der Kopfgruppenumlagerung der ge-
messenen Suspensionen DMPC, DMPC/DPPC 50:50 als Funktion der
Temperatur
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Abb. 4.18: Relaxationszeit 75 der Kopfgruppenumlagerung der ge-
messenen Suspensionen DMPC, DMPC/DMG 75:25 als Funktion der
Temperatur

GroBenordnungen édndert. Unterhalb der Hauptumwandlung der Membran verlauft
die Relaxation der Kopfgruppen deutlich langsamer als oberhalb, und dies ist bei
allen fiinf gemessenen Suspensionen sehr ausgeprégt sichtbar. Da jedoch die Hohe
der Relaxationsstufe fast keine Anderung bei steigender Temperatur erfihrt, 18t
das den Schluf} zu, dafl grundsétzlich alle moglichen Kopfgruppen an der Umlage-
rung bei jeder Temperatur beteiligt sind. Verschiedene Suspensionen unterscheiden
sich aber darin, wieviel Zeit diese Umlagerung in Anspruch nimmt.

4.5.5 Besonderheiten im tieffrequente Relaxationsterm der
DMPC/DMG 75:25 Suspension

Bemerkenswert ist die Hohe des tieffrequenten Relaxationsterms de; = deq, + deqp
(Abb. 4.9, Abb. 4.10 und Tabelle 4.3) bei relativ geringer Leitfahigkeit (Abb. 4.12).
Die Leitfahigkeit von ca. 4 mS/m laBt eigentlich eher auf einen dhnlichen tieffre-
quenten Relaxationsbeitrag wie bei der reinen DMPC Suspension schliefen. Den-
noch deutet der Verlauf von dey;, der mit der Membranumwandlung stark ansteigt,
auf einen lonendiffusionsprozef. Allerdings sind alle anderen zugehorigen Parameter
iiber der Temperatur quasi konstant. Denkbar ist aber auch eine Ionenpaarbildung
innerhalb der Membran, verursacht durch das zuséitzliche DMG. Da das DMG eine
sehr viel kleinere Kopfgruppe als das DMPC besitzt, fiigt es sich in anderer Form
in die DMPC-Membran als beispielsweise das DPPC. Moglicherweise bindet das
DMG in irgendeiner Form an das Glyceringeriist des DMPC und verursacht so ei-
ne merkliche Ladungsverschiebung, die dann im dielektrischen Spektrum sichtbar
wére. Da jedoch die Zeiten der in Betracht kommenden Relaxationsprozesse kei-
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nerlei signifikante Anderungen an den Umwandlungstemperaturen der betrachteten
DMPC/DMG Suspension zeigen, mufl man von dieser Spekulation Abstand neh-
men. Moglicherweise ist eine fehlerbehaftete Anpassung aufgrund des unzureichend
ausgemessenen Frequenzbereiches fiir diese Diskrepanzen verantwortlich. In jedem
Fall miiite, um aussagekriftige Daten zu erhalten, der Frequenzbereich der Rela-
xationen vollstdndig ausgemessen werden. Zusammenfassend 1aft sich festhalten,
daB sicherlich einer der beiden Relaxationsprozesse einer begrenzten Bewegung von
Ionen zuzuordnen ist. Moglicherweise bilden sich grélere Cluster von Vesikeln in
der Suspension und folglich sind die Diffusionswege der Ionen auf der Membrano-
berflache groBer, was schliefflich in einer héheren Polarisation und Relaxationszeit
resultiert.

4.6 Die Theorie von R. Pottel

Um von den gemessenen Spektren Riickschliisse auf molekulare Groflen und Ursa-
chen ziehen zu kénnen, mufl man mittels entsprechend geeigneter Modelle die spe-
zielle Form der Aggregate beriicksichtigen. Pottel et al. stellt in [120] ein passendes
Modell multilammelarer Vesikel vor [57]. Es soll nun zunéchst die fiir unilammelare
Vesikel vereinfachte Theorie vorgestellt und anschlieBend durch einen zusétzlichen
Relaxationsbeitrag entsprechend erweitert werden.

Die Vesikel werden mit Hilfe einer kugelschalenférmigen Membran gebildet, die aus
den Phospholipiden zusammengesetzt ist. Sowohl innerhalb, als auch auflerhalb der
Schale befindet sich Wasser. Der Durchmesser der hier betrachteten Vesikel liegt in
der Groflenordnung von ca. 100 nm. Die zu den Phospholipidkopfgruppen gehéren-
den Trimethylammoniumgruppen (TMA-Gruppen) kénnen nun aufgrund ihrer Be-
weglichkeit mit dem von auflen anliegenden elektrischen Wechselfeld interagieren.
Die positive Ladung ey der TMA-Gruppen, wird in dem Modell durch eine mittlere
Flachenladungsdichte 7 - ¢y ersetzt. Die TMA-Ionen sollten mit der Beweglichkeit u;
eine Diffusionsbewegung relativ zu der negativ geladenen Phosphatidylgruppe auf
einer Kreisbahn mit dem Radius ¢ auf der Membranoberfliche ausfithren kénnen
und so die Orientierungspolarisierbarkeit der Oberfliche erzeugen. Dabei sei die
Bewegung einer mittleren Anzahl g; vollstdndig miteinander korreliert. Nun kann
der Wasserkern und die polarisierbare Innenfliche der Membran zu einer Kugel aus
einen homogenen Ersatzdielektrikum mit folgender Dielektrizitdtszahl zusammen-
gefafit werden:

€ = Ew(w) + Es(w) ) (440)

A (eob)?/kT A

it € =gmn-— - , = : 4.41

it €(w) = gim row 14 twTy 14w, ( )
52

it 7, = —— . 4.42

mit T, AT ( )

Dabei ist €,(w) die Dielektrizitétszahl des Wasserkerns, k die Bolzmannkonstante,
T die absolute Temperatur und r,, der Innenradius der Vesikel.

Der innere Bereich der Membran wird mafigeblich durch die Kohlenwasserstoffketten
dominiert. Die Einbeziehung dieses Teils und der d&ufleren polarisierbaren Oberfliche
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mit dem Radius r, ergibt fiir die Dielektrizitdtszahl des homogenen Dielektrikums
der dielektrisch dquivalenten Ersatzkugel:
3 3
(e (2€c + €)rd — 2(e. — €)13 ey o (4.43)
(26 + €)r3 4+ (ec — €)1 14

€. ist dabei die Dielektrizitatszahl des Kohlenwasserstoffbereiches innerhalb der
Membran, die, entsprechend der Dielektrizitiatszahl fliissiger Alkane, €. = 2 gesetzt
wird.
Nun mufl noch die Tatsache beriicksichtigt werden, dafl sie gemessene Fliissigkeit ei-
ne Mischung aus Wasser und kugelférmigen Vesikeln ist. Durch Verwendung der
Maxwell-Wagner-Formel fiir die Dielektrizitéitszahl eines Mischungsdielektrikums
aus sphérischen, homogenen Teilchen mit der Dielektrizitétszahl €, in einem Kon-
tinuum €, [15], erhdlt man schlieBlich die resultierende Dielektrizitidtszahl der Mo-
dellbsung;:

€y — €Ew
2€y + €, + fe(ew - 61,)

Dabei ist b, der Volumenbruchteil der Aggregate mit der Dielektrizitéitszahl e,, wel-
che alle Vesikel zusétzlich dem Hydratwasser beinhaltet.

€(w) = €y + b€y -

(4.44)

V. Vv, Vi 1
be=—=—-—==—":»> 4.45
|2 7 A (4.45)
V', V; und V, sind die Volumina der Losung, des Lipids und der Aggregate. b und b;
sind die Volumenbriiche, Lipidvolumen pro Losungsvolumen bzw. Lipidvolumen pro

Aggregatvolumen. b 1483t sich recht einfach aus der Wasserkonzentration berechnen:

Cu
b=1——
CwO ’
b; berechnet sich mit Hilfe der Volumina der Vesikel bzw. der Kugelschalen bestehend

aus der Membran:

mit Cyo = 55,34 mol/l bei 25°C" . (4.46)

v
b; = v:, V, = 37 Vi==m(rl—r2) . (4.47)

4.6.1 Die Oberflachenpolarisierbarkeit

In der oben dargestellten theoretischen Berschreibung der Relaxation wird ein Debye-
dhnlicher Verlauf fiir die Relaxation der Kopfgruppen angenommen. Die empirischen
Anpassungen ergaben jedoch, dafl nur eine Relaxationszeitverteilung die Spektren
hinreichend beschreiben kann.

Bis jetzt wird vereinfachend angenommen, daf} sich die TMA-Gruppen an der Ober-
flaiche der Membran auf einer starren Kreisbahn mit dem Radius £ um den negativen
Ladungsschwerpunkt der Kopfgruppe bewegen kénnen. Es ist jedoch leicht denkbar,
daB auch Bewegungsmoglichkeiten senkrecht zur lateralen Ebene der Membran vor-
handen sind. Dabei bewegen sich die ionischen TMA-Gruppen etwa parallel zur
Membrannormalen. Die polare Kopfgruppe kippt dann unter dem Einflul des elek-
trischen Wechselfeldes leicht gegen die laterale Ebene der Membran (siche Abb. 4.19)
und erzeugt so einen zusétzlichen Beitrag zu Oberflichenpolarisierbarkeit.
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Abb. 4.19: Die Kopfgruppen konnen gegen die Ebene der Membran
kippen.

Fiir diesen Prozef ist es sinnvoll, eine entsprechende Beweglichkeit der Kippbe-
wegung einzufithren. Weiter gibt es sicherlich eine maximale Auslenkung der TMA-
Gruppe aus der Membranoberfliche heraus. Die Korrelation der Bewegung der Kopf-
gruppen der einzelnen Molekiile untereinander wird durch die schon eingefiihrte
GroBe g; beschrieben. Letztendlich resultieren diese Annahmen in einer weiteren
Relaxationsstufe:

AGSQ

s = — % 4.4
o2() 1+ 1wTse (4.48)
Somit ergibt sich fiir die gesamte Dielektrizitédtszahl Oberflache:

€Ober fliche = €s(W) + €s2(w) . (4.49)

Es tragen also zwei im Frequenzbereich voneinander getrennte Relaxationsprozes-
se zur Oberflichenpolarisierbarkeit und damit zum dielektrischen Spektrum bei. Je
nach Winkel relativ zu den elektrischen Feldlinien liegt demnach vornehmlich die
Kopfgruppenrotation oder die Kippbewegung vor. Da jedoch beide Prozesse im Fre-
quenzbereich sehr dicht beinander liegen, ist es nur in Einzelfdllen moéglich, zwei
Prozesse an das Spektrum anzupassen. Dieses gelingt nur bei der reinen DMPC
Suspension und dabei auch nur oberhalb der Umwandlungstemperatur. Unter der
Umwandlungstemperatur iiberlagert der ProzeB der Ionenbewegung um die Vesi-
kel herum zu stark den Prozel der Kopfgruppenumlagerung, so dafl eine Anpassung
mit zwei Relaxationsprozessen fiir die Oberflichenpolarisierbarkeit nicht gelingt. Aus
diesen Griinden, wird insgesamt darauf verzichtet, zwei getrennte Prozesse anzupas-
sen, und es wird alternativ ausgehend von Gleichung (4.41) von einer symmetrischen
Relaxationszeitverteilung ausgegangen:

_Am o (eob)?/KT AN

€O ftichel() = 91 L Ty me — T (i) a

(4.50)

Dabei nehmen nun die Variablen u; und ¢ die Rolle von mittleren Gréflen an, die
die Beweglichkeiten und den Diffusionswegradien zusammenfassen, und sind somit

73



4. Dielektrische Spektroskopie

nicht in der Lage, Aussagen iiber die einzelnen Relaxationsprozesse zu machen.
Der Vergleich der Anpafirechnungen an die Spektren der DMPC Suspensionen ober-
halb der Umwandlungstemperatur zeigt, daf§ die aus (4.50) resultierende Spektral-
funktion nur geringfiigig schlechter an die gemessenen Spektren pafit, als die Spek-
tralfunktion bestehend aus zwei getrennten Deybe-Relaxationen.

Letztendlich gibt es viele unterschiedliche Moglichkeiten fiir die Existenz der Relaxa-
tionszeitverteilung. Es ist z.B. denkbar, daf§ sich die TMA-Gruppen auf Kreisbahnen
mit leicht unterschiedlichem Radius bewegen, was zu unterschiedlichen Relaxations-
zeiten fithrt. Diese unterschiedlichen Radien kénnten durch verschiedene Abstédnde
zwischen den einzelnen Lipidmolekiilen oder durch verschiedene normale Postitionen
der Lipidmolekiile verursacht sein. Eine andere Moglichkeit besteht in unterschied-
lichen Relaxationszeiten zwischen der Innen- und Auflenseite der Vesikelmembran.
Sicherlich ist durch den geringeren Platz an der Innenseite der Vesikel die Wechsel-
wirkung zwischen der Lipiden, insbesondere deren Kopfgruppen, leicht verschieden
gegeniiber den Abstinden auf der Auflenseite der Membran, so dafl unterschiedliche
Diffusionswegradien, bzw. Relaxationszeiten resultieren. Jedoch ist eine abschlie-
Bende Klarung der Ursache der Relaxationszeitverteilung aufgrund der begrenzten
Aussagekraft der Messungen und der Natur der Relaxationen nicht moglich.

Fiir die Anpafirechnungen wird Gleichung (4.44) mit €oper fiache (4.50) statt e, (4.41)
verwendet. Freie Parameter sind dabei die Hohe der Relaxationsstufe Aeg, die Re-
laxationszeit 74, der Verteilungsparameter a und der Innenradius der Vesikel 7.
Vorgegeben wird die Relaxationsstufe des Wassers Ae,, nach [73] und die Dicke der
Lipidschicht d; [53]. In Tabelle 4.4 sind die entsprechenden Grofien aufgefiihrt.

Suspension d; [nm] ®, [ml/g]
T<T, | T>T, | T<T,|T>1T,
DMPC 4,35 3,47 0,93 0,97

DMPC/Chol 85:15 4,35 3,47 0,93 0,97
DMPC/Chol 70:30 4,35 3,47 0,93 0,97
DMPC/DPPC 50:50 4,57 3,70 0,959 1,001
DMPC/DMG 75:25 4,35 3,47 0,89 0,98

Tabelle 4.4: Vorgegebene Groflen bei der Anpafirechnung; jeweils
weit unterhalb bzw. weit oberhalb der Phasenumwandlung

Zur Berechnung der Wasserkonzentration in der Losung wird das scheinbar spezifi-
sche Volumen ®,, der Lipide verwendet. Fiir den Werteverlauf {iber der Temperatur
der Parameter aus Tabelle 4.4 wird die sog. "fluid fraction” f, die aus einer C)-
Messung berechnet wird, herangezogen, so daff sich der Temperaturgang als schein-
bar stetig und relativ realistisch berechnen l&3t.

a(T) =1~ f)-ar<r, + f-arsm, (4.51)

Sofern vorhanden, werden fiir das scheinbar spezifische Volumen &, Mefdaten
der Proben verwendet. Dies ist bei den Suspensionen DMPC, DMPC/DMG und
DMPC/DPPC der Fall [65] [148]. Bei den anderen Suspensionen mufi der Tempera-
turverlauf nach Gleichung (4.51) berechnet werden [53].
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4.7 Ergebnisse der Anpassung der Theorie

In den Tabellen 4.5, 4.6 und 4.7 sind die Ergebnisse aus den Anpafirechnungen der
theoretischen Spektralfunktion an die gemessenen Spektren dargestellt. Aufgefiihrt
sind alle freien Parameter. Der Radius 7, liegt bei den DMPC und DMPC/DPPC
Suspensionen unterhalb von T}, in der erwarteten GroBenordnung von ca. 75 bis 100
A. Es ist jedoch deutlich eine Vergroferung des Radius mit der Temperatur aus-
zumachen, was auf ein quellen der Lipidmembranen und damit einer Verdanderung
der Geometrie der Vesikel zu einer mehr ellipsoiden Form zuriickzufiihren ist (siehe
auch Kapitel 4.7.1). Jedoch sind die Radien zum Teil doppelt bis dreifach so hoch
wie erwartet. Moglicherweise ist die Ursache in den sich ergebenden Schwierigkeiten
beim Extrudieren zu suchen. Es konnte, verursacht durch die hohe Konzentrati-
on, zu einer Bildung von Vesikeln mit grundsétzlich grofleren Ausmafien gekommen
sein, oder es liegen in noch signifikanter Konzentration multilammelare Vesikel in der
Losung vor. Insbesondere ist die ungewdhnliche Grofie der Vesikel bei den Suspensio-
nen DMPC/DMG und DMPC/DPPC zu sehen. Auffillig ist hier, dafl gerade diese
Losungen besonders schwierig und nur mit hohen Aufwand zu extrudieren waren,
was sich u.a. in mehrfachem Reiflen des Filters aufgrund der relativ hohen Um-
wandlungstemperatur und der ungewthnlich hohen Konzentration duflerte. Dieses
stiitzt die Vermutung, dafl die zu groflen Radien auf eine unzureichende Extrusion
zuriickzufiihren sind.

Sowohl die Relaxationszeiten, als auch die Relaxationsbeitrige entsprechen ziemlich
genau den Werten aus der empirischen Anpassung. Auch der Verteilungsparameter
« zeigt ein sehr dhnliches Verhalten zu den Werten aus der empirischen Anpassung.

Aus der Relaxationszeit 7, a8t sich nach Gleichung (4.42) der Quotient u;/&? aus
der Beweglichkeit u; und dem Quadrat des Radius £ berechnen. Da der Tempera-
turverlauf von ¢ nicht bekannt ist, soll darauf verzichtet werden, die Beweglichkeit
selbst zu errechnen. Da der Radius ¢ in dem betrachteten Temperaturbereich voraus-
sichtlich keine gravierende Verinderung widerfihrt, 148t sich der Verlauf von uy/¢2
im wesentlichen durch die Beweglichkeit u; beschreiben. Bei T. Heimburg [53] wird
die Fliche, die ein Lipidmolekiil in der Membran belegt, bei DPPC mit 47,4 A? fiir
25 °C und mit 62,9 A? fiir 50 °C angegeben. Da diese Fliche im Mittel die Fliche
ist, auf der sich die Rotationsbewegung der Kopfgruppen abspielen mufl oder zu-
mindest ein grobes Ma8 fiir die Anderung von ¢ ist, kann gefolgert werden, daf8 der
Diffusionswegradius § zwar nicht iiber der Temperatur konstant sein kann, jedoch
seine Anderung auch nicht allein fiir den Werteverlauf des Quotienten u;/ {2 iiber
der Temperatur in Abb. 4.20 verantwortlich ist. Deutlich ist ein Ansteigen dieses
Wertes bei allen Suspensionen noch vor der Hauptumwandlung der Lipide zu sehen.
Bei DMPC steigt der Quotient ab ca. 23 °C um etwa das vierfache an, wiahrend er bei
der DMPC/DPPC 50:50 Suspension sogar ab ca. 30 °C um eine Groflenordnung an-
steigt. Die DMPC/DMG 75:25 Suspension zeigt naturgeméfl einen flacheren Anstieg
des Quotienten und damit der Beweglichkeit. Es sind aber sogar aus der Steigung der
Kurve zwei Umwandlungspunkte bei 35 °C und 55 °C auszumachen. Die Beweglich-
keit der Kopfgruppen der DMPC/Cholesterin Suspensionen zeigt im Vergleich zur
reinen DMPC Losung keine signifikante Anderung. Alle diese Beobachtungen korre-
spondieren mit dem Modell eines Fliissigkeitskristalls der Membranen. Dabei sind
die Beweglichkeiten der einzelnen Molekiile im "festen” also gel-formigen Zustand
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DMPC
T [° C] o e Ts [ps] T [nm]
18 | 0,40(1) | 13,5(3) | 15195(738) | 87.7(4)
21 | 0,36(2) | 12,4(4) | 12145(970) | 85,7(4)
23 1 0,35(1) | 11.4(1) | 9033(297) | 95,3(5)
235 | 0,30(2) | 9,5(2) | 6643(284) | 105,6(5)
24 | 028(2) | 8.2(1) | 4918(187) | 126,3(7)
245 | 025(2) | 7.2(1) | 4109(128) | 141,1(9)
25 | 0,25(2) | 6,689) | 3973(129) | 155(1)
2% | 0,22(1) | 6,13(7) | 3502(93) | 160(1)
28 | 0,22(2) | 5,78(7) | 3139(90) | 167(1)
31| 0,19(2) | 5,31(6) | 2670(79) | 171(1)
DMPC/Cholesterin 85:15
T [° C] a e s [ps] T [Nm]
18 | 0,41(2) | 10,6(4) | 12359(1084) | 123,8(7)
21 | 037(2) | 9,1(3) | 7276(461) | 127,0(7)
23 | 0,31(2) | 7.9(3) | 6038(426) | 130,9(9)
235 | 0,31(2) | 7.8(2) | 5170(279) | 136,7(8)
24 | 028(2) | 7.3(2) | 4735(315) | 139(1)
245 | 0.28(2) | 7.1(2) | 4744(252) | 142,6(9)
25 1 0,292) | 7,0(2) | 4570(235) | 144,8(9)
26 | 0,32(2) | 7.1(2) | 4702(230) | 150(1)
28 027(2) | 5,7(1) | 3861(202) | 165(1)
31| 0.28(2) | 5.2(1) | 3143(200) | 182(2)
DMPC/Cholesterin 70:30
T [° C] o €, Ts [ps] Ty [nm]
18 | 0,20(2) | 8,6(3) | 7585(497) | 112,6(7)
21 | 0,26(1) | 7,5(2) | 5181(217) | 117,9(5)
23 | 0,22(2) | 6,6(2) | 4466(254) | 124,9(8)
235 | 0,27(2) | 6,9(2) | 4614(264) | 131,8(8)
24 | 0.22(2) | 6,1(2) | 4207(239) | 134,9(5)
245 | 0,28(2) | 6,5(1) | 4319(180) | 142,8(7)
25 1 0,23(2) | 56(2) | 4017(218) | 149(1)
26 | 024(3) | 5,2(2) | 3986(281) | 163(1)
28 | 0,23(2) | 4,8(1) | 3560(177) | 174(1)
31| 0.25(3) | 4,2(1) | 2865(185) | 198(2)

Tabelle 4.5: Ergebnisse der Anpassung an die Spektren von DMPC,

DMPC/Cholesterin 85:15 und DMPC/Cholesterin 70:30
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DMPC/DMG 75:25
T [° C] a e Ts [ps] Ty [nm]

20 | 0,40(2) | 5,9(20) | 27443(4000) | 213(20)
25 | 0,39(2) | 5,6(20) | 23652(4000) | 216(20)
30 | 0,38(2) | 5,5(10) | 19748(2000) | 233(30)
35 10,32(1) | 3,5(5) | 8931(1000) | 247(24)
40 10,29(1) | 3,02) | 5589(298) | 271(20)
45 1 0,24(1) | 2,2(2) | 2894(298) | 330(20)
50 | 0,26(1) | 2,2(2) | 2343(270) | 350(30)
55 | 0,24(1) | 1,9(1) | 1537(222) | 394(43)
60 | 0,16(2) | 1,6(1) | 1087(189) | 400(49)

Tabelle 4.6: Ergebnisse der Anpassung an die Spektren von
DMPC/DMG 75:25

DMPC/DPPC 50:50

T [° C] « e s [ps] Ty [nm]
25 | 0,28(20) | 6,85(81) | 64885(60000) | 92(8)
28 | 0,28(20) | 6,74(95) | 61159(60000) | 99(10)
30 | 0,43(20) | 7,25(90) | 42029(21000) | 116(11)
31 | 0,37(20) | 5,59(70) | 6636(1500) | 129(13)
32 | 047(22) | 4,15(89) | 4769(998) | 166(15)
33| 0,30(15) | 3,36(70) | 3455(600) | 199(20)
34 | 0,33(15) | 2,63(46) | 3554(470) | 283(28)
35 | 0,22(11) | 2,43(45) | 3095(500) | 326(32)
371 0,20(15) | 1,72(49) | 2043(340) | 422(42)
40 | 0,16(16) | 1,28(99) | 1645(600) | 496(50)

Tabelle 4.7: FErgebnisse der Anpassung an die Spektren von
DMPC/DPPC 50:50

naturgeméf sehr viel geringer als im ”fliissigem” also fluidem Zustand.

Aus dem Relaxationsbeitrag Ae, 18t sich nach Gleichung (4.41) das Produkt g; - £2
aus der Korrelationszahl und dem Quadrat des Radius & berechnen. Fiir die mitt-
lere Flachenanzahldichte n der positiv geladenen Gruppen werden dabei die Werte
von Phillips et al. [118] (1/7 = 48 A? fiix T < T, und 1/f = 70 A? fix T > T},
angenommen. Der Temperaturverlauf dieses Parameters wird ebenfalls mittels der
"fluid fraction” berechnet. In Abb. 4.21 ist der Verlauf des so ermittelten Produk-
tes gr - €2 iiber der Temperatur dargestellt. Auch hier gilt die Annahme, daf sich
der Diffusionswegradius ¢ wahrscheinlich nicht wesentlich iiber der Temperatur va-
riiert, so daf Anderungen im betrachteten Produkt g; - €2 zumeist auf Anderungen
in der Korrelationszahl zuriickzufiithren sind. Es zeigt sich nun, dafl bei allen Sus-
pensionen das betrachtete Produkt in der Ndhe der Umwandlungstemperatur stark
ansteigt und kurz nach der Umwandlungstemperatur ein Maximum besitzt. Ober-
halb von T),, sinkt der Wert dann wieder mehr oder weniger ab. So ist bei DMPC
und DMPC/DPPC 50:50 jeweils ein Maximum bei 25 °C bzw. 35 °C zu sehen. Bei
der DMPC/DMG 75:25 Suspension sind auch hier zwei ausgepriagte Maxima zu
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entdecken, bei denen g - €2 besonders grof ist.

Bemerkenswert ist ferner die Abnahme der Kor-
relation der Kopfgruppen untereinander bei den
DMPC/Cholesterin Suspensionen mit steigendem
Cholesteringehalt. Es wird schon seit langem vermu-
tet, dafl die Zugabe von Cholesterin die Kooperati-
vitdt der Lipide beeintréachtigt und vermindert. Die-
ses zeigt sich unter anderem in cholesterinabhéngi-
gen Wirmekapazitédtsmessungen [49]. Alle Beobach-
tungen scheinen mit der Annahme des kritischen Ver-
haltens bei der Umwandlung iibereinzustimmen. Die
Membran durchlduft bei der Hauptumwandlung ei-
ne Phasenumwandlung zweiter Ordnung. Die Korre-
lation der lateralen Bewegungen untereinander steigt
durch die kritische Verlangsamung und die dadurch
entsprechend vergréferten Korrelationsléngen stark
an. Die dielektrischen Messungen zeigen einen Gel-
tungsbereich dieser Eigenschaften in gewissem Mafle
auch fiir die Orientierung der Kopfgruppen.

Wihrend die DMPC/DPPC  50:50 und die
DMPC/DMG 75:25 Mischungen nur aus Lipi-
den Dbestehen, missen die DMPC/Cholesterin
Suspensionen getrennt von diesen betrachtet werden,
da das Cholesterinmolekiil im strengen Sinn kein
Lipid ist. Es laBt sich lediglich sehr gut in Mem-
branen 16sen. Dabei stellt sich die Frage, wie sich
im einzelnen die gelosten Cholesterinmolekiile in der
Membran anordnen. Bei Finean [30] und McMullen
et al. [102] wird aufgrund von Roéntgenstreuung und
Kalorimetrie an DMPC/Cholesterin Mischungen die
Vermutung angestellt, daBl das Cholesterinmolekiil
eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen der (OH)-
Gruppe des Cholesterins und einem Sauerstoffatom
des Glyceringeriistes der Phospholipides eingeht.
Abb. 4.22 zeigt schematisch diesen Sachverhalt.
Da die Wasserstoftbriickenbindung jedoch direkt
unterhalb der polaren Kopfgruppe ansetzt und so
das Cholesterinmolekiil etwa gleich lang wie die Koh-
lenstoffketten des Lipides nach unten hin reicht, liegt
der Schlufl nahe, dafl die Beweglichkeit der Kopfgruppe weitestgehends unbeeinflufit
bleibt. Diese Vermutung wird von dem Verlauf des Quotienten u/£* in Abb. 4.20
stark gestiitzt. Der Quotient bzw. die Beweglichkeit der Kopfgruppen bleibt auch
bei Zugabe von 30 % Cholesterin unbeeinfluit. Im Rahmen der Mefigenauigkeit ist
die Beweglichkeit der Kopfgruppen der Suspensionen mit Zugabe von Cholesterin
genauso grofl wie die von reinem DMPC.

Abb. 4.22: Cholersterin
bindet an DMPC

Aus kalorimetrischen Messungen und aus Kompressibilitdtsmessungen (siehe Kap.
3.4) ist bekannt, daf} sich die Kooperativitéit der Umwandlung der Membran bei Zu-

79



4. Dielektrische Spektroskopie

gabe von Cholesterin zunehmend vermindert. Dies &uflert sich u.a. in einer breiteren
Verlauf in der Warmekapazitatskurve bzw. in einem flacheren Verlauf im Tempe-
raturverlauf der Schallgeschwindigkeitszahl (sieche Abb. 3.10). In Abb. 4.21 ist ein
deutliches Absinken des Produktes g; - €2 also die Anzahl der miteinander korrelier-
ten Molekiile zu sehen. Dieses entspricht demnach qualtitativ der Verminderung der
Kooperativitdat der Membran bei Zugabe von Cholesterin.
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Abb. 4.23: Temperaturverlauf des Verteilungsparameters «

Abb. 4.23 zeigt den Verlauf des Verteilungsparameters a aus den Anpassungsrech-
nungen. Da zwei debyeartige Prozesse im betrachteten Frequenzbereich diskutiert
wurden, jedoch nicht ausreichend genau genug angepafit werden kénnen, mufl der
Verteilungsparameters o als Mafl dafiir angesehen werden, wie weit diese beiden
Prozesse, falls {iiberhaupt zwei getrennte Relaxationsprozesse vorliegen, im Frequenz-
bereich auseinander liegen. Es zeigt sich, dafl bei allen Suspensionen a von einem
relativ hohen Wert von etwa 0,4 auf etwa 0,2 abfillt. Nur die DMPC/DPPC 50:50
Suspension zeigt diesbeziiglich ein abnormes Verhalten. Dabei mufl jedoch erwihnt
werden, dafl bei der Anpassung mittels der empirischen Relaxationsfunktionen die-
ser Verlauf in dieser Auspragung nicht gefunden wird. Beide Prozesse zeigen jedoch
die Tendenz, unterhalb der Umwandlung relativ weit auseinander zu liegen, und
oberhalb der Hauptumwandlung fast zu einem debyeartigen Prozefl zu verschmel-
zen.

Um die GroBenordung der Paramter dieser zwei Prozesse zu verdeutlichen ist in Ta-
belle 4.8 das Ergebnis einer Anpassung einer empirischen Spektralfunktion mit zwei
Debye-Termen anstelle des Cole-Cole-Terms zur Beschreibung der Kopfgruppenum-
lagerung aufgefiihrt.
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Ae; 1,13(9)
7 [ps] | 542(70)

Ae | 2,79(9)
7 [ps] | 3880(168)

Tabelle 4.8: Parameter aus der Anpassung einer Spektralfunktion
mit zwei Debye-Termen anstelle einer Relaxationszeitverteilung zur
Beschreibung der Kopfgruppenumlagerung von DMPC bei 31 °C.

4.7.1 Die Radien der Vesikel

Es sei hier noch einmal detailliert auf die Radien der Vesikel, wie sie aus den An-
paBrechnungen gewonnen werden, eingegangen.

Aus  Lichtstreumessungen an  Losungen  vor

DMPC/Wasser Systemen geringer Konzentratio- B

nen (< 1 79) ist bekannt, daff die Vesikel bedingt 2

durch den hoheren Platzbedarf eines fluiden Lipids, O O K
U

in der Hauptumwandlung quellen und einen leicht (’""J
grofferen Radius bekommen. Die Dimension dieses | .O
Vorganges liegt in etwa bei einer Vergréflerung des s
Radius von 6-7 %. Dieser Effekt kann somit nicht 1 )

den dramatischen Anstieg der Radien, wie sie durch

die "dielekt.risch? Spektroskgpie ermittelt .YVeI‘deI.l, Abb.  4.24: mogliche
erkldren. Ein moglicher Erklarungsansatz wére, wie Struktur der Lipidmem-
oben schon erwihnt, in der mangelnden Extrusion bran in der Umwandlung
zu suchen. Allerdings konnte auch die vergleichsweise

hohe Konzentration von 60 mg/ml die Ursache sein. Moglicherweise sind Wech-
selwirkungen zwischen den einzelnen Vesikeln nicht mehr zu vernachléssigen, und
es bilden sich in der Umwandlung andere Aggregate als die bisher angenommenen
kugelformigen Strukturen. Denkbar ist hierbei eine Struktur, die als durchgehendes
Netzwerk einer Phospholipidmembran bezeichnet wird [55] (Abb. 4.24). Im weiteren
ist die Moglichkeit der Fusion der Vesikel gegeben, so dafl sich beim Durchfahren
der Temperatur aufgrund der extrem hohen Konzentration mit der Zeit grofiere
Vesikel bilden. Verdiinnt man eine solche Lésung nach dem Uberschreiten der
Phasenumwandlung, und mifit den Radius der Vesikel mittels Lichtstreuung, so
bekommt man durchaus nicht die relativ homogene Gréflenverteilung, wie es bei den
Konzentration um 2-5 % der Fall ist. Es existieren in einer nicht verschwindenden
Konzentration groflere Vesikel mit einem Durchmesser von einigen 100 nm in der
verdiinnten Losung.

Mit Hilfe der oben dargelegten Theorie von R. Pottel wird der Radius mittels ei-
ner Anpafirechnung an die dielektrischen Spektren bestimmt. Mafigeblich fiir die
Grofle dieses Parameters ist der Unterschied zwischen der Relaxationsstufe reines
Wassers und der in den Spektren auftretenden Wasserrelaxationsstufe (siehe Glei-
chung (4.44)). Um zu zeigen, dafl die berechneten Radien keine Artefakte, sondern
Ausdruck von real gemessenen Werten sind, ist hier in Abb. 4.25 das Verhéltnis der
Relaxationsstufe von reinen Wasser zu der Wasserrelaxationsstufe der Lipidsuspen-
sionen aufgetragen. Deutlich ist bei gleicher Konzentration die hohere Absenkung der
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Wasserrelaxationsstufe der DMPC/DPPC 50:50 Suspension gegeniiber der DMPC
Suspension zu sehen. Somit sind zumindest die berechneten Radien direkt anhand
der gemessenen Spektren erklarbar.
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Abb. 4.25: Verhiltnis der Relaxationsstufen von reinem Wasser zu
der Wasserrelaxationsstufe der Lipidsuspensionen

Bei den hier sehr hohen Konzentrationen kann es zusétzlich zu einer leichten Ver-
formung der Geometrie der Vesikel kommen. Moglicherweise liegen die Vesikel ab
einer bestimmten Temperatur nicht mehr in reiner Kugelform vor, sondern bilden
Ellipsoide. Da die angewandte Theorie jedoch nur von reinen Kugelschalen ausgeht,
fithrt eine solche Verformung zu einem Fehler, der sich vornehmlich in Gleichung
(4.44) bemerkbar macht und somit zu einem scheinbar hoheren Radius fiihren kann.
Zum anderen existieren in der Literatur sehr viele Mischungsformeln, die ein Dielek-
trikum beschreiben, welches aus kugelférmigen Teilchen in einem homogenen Di-
elektrikum besteht. Es existiert nach wie vor eine gewisse Unsicherheit bei der Wahl
der richtigen Mischungsformel, jedoch ist keine entsprechende Formel in der Lage,
die sehr ausgeprégte Diskrepanz zwischen der DMPC und DMPC/DPPC Vesikel-
Losung im Bezug auf die Wasserrelaxationsstufe zu erkldaren (siche Abb. 4.25). Die
Verwendung der Bruggemann Mischungsformel

(1—=1) (é)g - 1] (4.52)

bringt im Rahmen der Fehler keine Anderung der Parameter im Vergleich zur
Mischungsformel (4.44), was als Bestatigung der in der Theorie verwendeten Mi-
schungsformel betrachtet werden mu#.

Abschlieflend ist noch zu sagen, daf ein geringer Teil des Wassers scheinbar gebunden
ist [80] und somit ebenfalls zu einem hoheren Radius fithren kann.

€ =€yt (€w — €)
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5 Grundlagen der Ultraschallspektroskopie
5.1 Klassische Dampfung

Mit Hilfe der Navier-Stokes-Gleichung und der Kontinuitétsgleichung 148t sich, un-
ter Annahme eines kleinen Wechseldruckes gegeniiber dem sonst in dem Medium
herrschenden Druck, eine Wellengleichung fiir den Schalldruck p herleiten [6]. Mit
dem Ansatz einer ebenen, harmonischen, geddmpften Welle, die sich in z-Richtung
ausbreitet, also

o v = a+ifund §=2m/A
p=p- et mit A = Wellenlange (5.1)
w = Kreisfrequenz,

ergibt sich unter der Beachtung der Bedingung ((4/3)ns + n,) - w/ (0 - %) < 1, fiir
den Dampfungsexponenten der Schallwelle:

_ (4 it ¢, = = = Schallgeschwindigkei
a = 20, (gns —i—'r]v> mit ¢, = 5= challgeschwindigkeit. (5.2)
Die durch die Schallwelle verursachten Druckschwankungen in dem betrachteten
Medium fithren zu einer Deformation der Volumenelemente des Fluids, die sich ei-
nerseits in einer Scherung eines Volumenelementes und einer Volumenédnderung nie-
derschlégt. Die Verluste, die die Schallwelle durch diese beiden Effekte widerfahrt,
ist durch die entsprechenden Viskositéiten, die Scherviskositét 7, und die Volumen-
viskositét n, bedingt.
Im allgemeinen sind 7, und 7, verdnderlich iiber der Frequenz. Bei sehr einfachen
Fliissigkeiten, wie bei einigen monoatomaren Fluiden, ist jedoch 0, und 7, iiber der
Frequenz konstant (15 = 7seo und 7, = Myeo)-
In dem sogenannten B-Wert ist alles zusammengefafit, was fiir sehr hohe Frequenzen
w — o0 noch Beitrage liefert.

2.712 (4
B = —Nsoo oo 5.3
2¢20, (377 B ) (5:3)

Gleichung (5.3) wird sehr oft als der klassische Beitrag zur Dampfung der Schallwelle
betrachtet [58] [7].

(a/\)k:lass = B . f (54)

Bhatia [7] fiihrt in seinen Uberlegungen im folgenden einen weiteren Beitrag zur
klassischen Démpfung ein, der auf die endliche Warmeleitfahigkeit zuriickgefiihrt
wird. Jedoch kann dieser Term hier gut vernachlissigt werden, da er gegeniiber den
viskosen Verlusten verschwindend gering ist. Er spielt bei anderen Medien wie z.B.
fliilssigen Metallen eine Rolle.

Die Dampfung, verursacht durch in dem Mef3bereich beobachteten Relaxationspro-
zefle, wird als zusétzliche Ddmpfung oder ExzeBdampfung (o)., bezeichnet. Diese
Zusatzdédmpfung wird durch Anpassung von Spektralfunktionen und dem Parameter
B an die gemessenen Absorptionsspektren zugénglich:

(a>‘)e:c = (a)‘)ges - B- f . (55)
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5. Grundlagen der Ultraschallspektroskopie

Ebenfalls gebrauchlich ist die %—Darstellung:

B-GLoG- e
B-GL5-G)r e

5.2 Zusatzliche Dampfung

Besteht die betrachtete Fliissigkeit aus mehr oder wenig komplexen Molekiilen, die
zwei definierte Zustdnde einnehmen konnen und liegt zwischen diesen Zusténden ein
Gleichgewicht mit bestimmter Konzentrationsverteilung vor, so fiithrt dies oftmals zu
einer Dampfung, die einen zusétzlichen Betrag zu der oben eingefiihrten klassischen
Dampfung liefert.

Betrachtet sei nun ein Druck(Temperatur)sprungexperiment, bei dem ein definiert
eingestellter Druck auf der Fliissigkeit lastet. Zwischen den zwei méglichen Zustanden
der Molekiile wird sich ein bestimmter Gleichgewichtszustand einstellen, der sich
jedoch bei plotzlicher Anderung des Druckes in eine bestimmte Richtung verschie-
ben wird. Es stellt sich ein Zustand ein, der den thermodynamischen Parametern
entspricht. Im Zeitbereich erhélt man ein exponentielles Abklingverhalten mit der
Abklingkonstanten 7, der Relaxationszeit, fiir die Anderung des chemischen Gleich-
gewichtes von der Konzentration ¢ zu der neuen Gleichgewichtskonzentration ¢

de  c—¢

dt T
Eine sich durch das Medium bewegende Schallwelle ist eine Folge von Druckminima
bzw. Druckmaxima. Bei Verwendung von harmonischen Wellen ~ e*“* ergibt sich

unter der Annahme eines exponentiellen Abfalles beim Drucksprungexperiment die
Debye Spektralfunktion:

(@A) <CS’°°>2:A et (5.9)

Cs . 1+(w7')2

(5.8)

wobel ¢4 00 = ¢5 (w — 00) und A die Relaxationsamplitude ist:

P NN AN (5.10)
 RT \oCpeo ’ ‘
mit
R Gaskonstante
T - absolute Temperatur
Csoo - Schallgeschwindigkeit fiir w > 1/7
0o Dichte der Fliissigkeit.

Der Gamma-Faktor I wird iiber Stochiometriefaktoren n; und die Konzentrationen
¢; der an dem chemischen Gleichgewicht beteiligten Molekiile bestimmt:
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5.3 Kritisches Verhalten

1 =n?
f:ZZ . (5.11)

=1

Der effektive thermische Ausdehnungskoeffizient bei hohen Frequenzen A, ist ge-

geben durch:
1 (v
V\or/,

und die effektive Wéarmekapazitéat bei konstantem Druck und fiir w > 1/7 gilt:

_F-AH-AV

Az = R-T !

(5.12)

w—0

I'(AH)’

poo = Cpo R -T2,

Die Debye Spektralfunktion beschreibt den Relaxationsvorgang im Frequenzbereich,

im Gegensatz zum exponentiellen Abklingen im Zeitbereich. Gemé&fl der Kramers-

Kronig-Relationen fiihrt die zusétzliche Absorption auch zu einer Dispersion der
Schallgeschwindigkeit:

(5.13)

2
(CS’”) PRI (5.14)

5.3 Kiritisches Verhalten

Befindet sich eine Fliissigkeit in der Néahe eines kritisches Punktes, so zeigt sie in
Bezug auf die Ultraschallabsorption ein génzlich anderes Verhalten, als es durch
die einfache Relaxationsdynamik beschrieben werden kann. Es treten starke Fluk-
tuationen diverser thermodynamischer Parameter auf, insbesondere der Dichte. Die
Dichtefluktuationen koppeln an die einfallende Schallwelle und entziehen ihr Ener-
gie, was einen zusétzlichen Beitrag zu (a\)e, liefert. Bei der Beschreibung dieser Ei-
genschaften mufl das spezielle Verhalten der Fliissigkeit in der Ndhe des kritischen
Punktes beriicksichtigt werden. Am kritischen Punkt folgt die spezifische Wérme
einem Potenzgesetz:

Cp ~ (T;TC) , (5.15)

wobei T, die kritische Temperatur darstellt und & als der kritische Exponent der
spezifischen Warme bezeichnet wird. Am kritischen Punkt werden viele Prozesse
sehr langsam, insbesondere der Ordnungsparameterfluktuationen, was als ”critical
slowing down” bezeichnet wird. Einher geht das Anwachsen der Korrelationsléinge
& und der charakteristischen Zeit 7 fiir das Abklingen der Ordnungsparameterfluk-

tuationen:
T—-T.\"" T—-T.\ 7
— . ~ . 5.16
Eﬁo(Tc),T<TC) (5.16)

Dabei wird z als Dynamikexponent und v als kritischer Exponent der Korrelati-
onslénge bezeichnet.
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5. Grundlagen der Ultraschallspektroskopie

5.4 Theorie von Bhattacharjee und Ferrell

Bhattacharjee und Ferrell haben nun eine Theorie zur Beschreibung der Ultraschall-
absorption in dreidimensional fluktuierenden bindren Fliissigkeiten entwickelt [9]
[28] [29] [10] [11]. Zentraler Ausgangspunkt dabei ist die Annahme einer frequenz-
abhéngigen spezifischen Warme C,(w). Die spezifische Grofle wird in einen nichtkri-
tischen frequenzunabhingigen Teil Cy und einen kritischen Anteil C(w) aufgeteilt.
Dabei héngt der kritische Anteil der Warmekapazitéit in folgender Weise von der
reduzierten Temperatur ab:

C,(0) ~ <T ;CTC)_d . (5.17)

Wegen der Diffusion, deren Diffusionskonstante durch
D_ kgT
6mng

gegeben ist, klingen die Konzentrationsfluktuationen mit einer charakteristischen
Relaxationsrate ab:

(5.18)

CUBF(T) = - = _O(T - TC)ZV . (519)

Bhattacharjee und Ferrell driicken den kritischen Anteil der Wirmekapazitat und
damit auch die Schallabsorption durch die Relaxationsrate wpr aus. Sie bedienen
sich dabei der sogenannten dynamische Skalierungshypothese [31] [84] [62] bei der
alle Prozesse in der Ndhe des kritischen Punktes mit wgr skalieren. Mit Hilfe der Re-
normierungsgruppentheorie und einer e-Entwicklung legen Bhattacharjee und Ferrell
schliefllich zu einem Ausdruck fiir die Schallabsorption dar:

~ — 2 1+ao/(z0v)
a ~ win(Cy(w) 1)~ — 0T & (3> R (5.20)
2zpva (Re(C)p))? \w
mit
WBF = _TM a = konst . (5.21)

Im weiteren entwickeln die beiden zu einem Ausdruck, der die Absorption nur mittels
einer Amplitude und einer Skalierungsfunktion F(€2) beschreibt, die nur von der
reduzierten Frequenz ) = w/wpp abhingt:

(a)) = A(T) - F(Q), mit der Amplitude  A(T) = A(T) -wy ™ . (5.22)

Dabei stellt die Funktion F'(2) fir diese Arbeit das Hauptergebnis der Untersuchun-
gen dar. Die sogenannte Skalierungsfunktion gibt das Verhéltnis der Exzedadmpfung

(aA)ez in der Umgebung um den kritischen Punkt zur Dampfung am kritischen
Punkt selbst (a)). an:

() e
(aN)e

~F(Q) . (5.23)
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5.4 Theorie von Bhattacharjee und Ferrell

Bhattacharjee und Ferrell geben in fritheren Veroffentlichungen [9] [28] fiir F/(€2) ein
Integral fiir die Beschreibung der Absorption an:

[L’3 KBF([L')

F () 981 :/0 A+ 22 K3, (0) + dex , (5.24)

mit
Kpr(z) = 2*(1 + 22)P . (5.25)

Der Parameter p ist abhéngig vom System und liegt zwischen null und eins. In
spéteren Veroffentlichungen [29] wird jedoch eine empirische Skalierungsfunktion
angegeben, die die obige Funktion annéhert:

F(2)19s5) = (5.26)

1
(14+4/1/Q)2
Eine Verbesserung stellt auch die folgende empirische Skalierungsfunktion dar [29]
[10]:

1

(140,414 [0, /)

In [11] berechnen Bhattacharjee und Ferrell schlieBlich eine Skalierungsfunktion fir
einen Fliissigkristall in der Umgebung eines Phaseniiberganges, wie er auch bei den
Membranen aus Lipiden vorkommt:

F(Q) 007y = \/g ((1 + Q)Y cos G arctan Q) — 1) : (5.28)

Alle diese Skalierungsfunktionen haben die gleiche spektrale Form. Die letzte Form
ist die Funktion, wie sie in den folgenden Berechnungen zur Anpassung an die gewon-
nenen Ultraschallspektren verwendet wird. An die Spektren wird also die Funktion
(a)‘)ez = ABF(T)F(Q) T ) (529)
mit der Skalierungsfunktion (5.28) angepafit. Freie Parameter dabei sind die Ampli-
tude Agp(T) und die charakteristische Relaxationsrate wpp.
In der Theorie von Bhattacharjee und Ferrell spielen, wie oben gesehen, kritische
Exponenten eine entscheidende Rolle. Die realen Zahlenwerte dieser Konstanten sind
durch die Dimensionalitét festgelegt. Die Bhattacharjee-Ferrell-Theorie gilt fiir drei-
dimensionale, binére Fliissigkeiten in der Nahe des kritischen Entmischungspunktes.
Die drei hier auftretenden kritischen Exponenten sind:

a=011 2=3.05 v=0.63 . (5.30)

Mittels diverser thermodynamischer GroBen, 148t sich auch die Amplitude aus (5.29)
analytisch darstellen. Am kritischen Punkte gilt:

5
2 Qiw 2
(a) o SAC ( 3 0) Gy 0 g (5.31)

12 2T, \ 2r C2
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5. Grundlagen der Ultraschallspektroskopie

Dabei ist § = %20,06 und ¢, die Schallgeschwindigkeit bei 7. g ist ein Kopplungs-
faktor mit

dl, T«
=p.C, [ == - ) 5.32
p. ist die Dichte am kritischen Punkt und «, der thermische Expansionskoeffizient.

Die Groflen AC, C, und Cj héngen mit dem kritischen Exponenten der Wérmeka-
pazitit wie folgt zusammen:

C,=AC-t%+Cy . (5.33)
Dabei ist ¢ die reduzierte Temperatur ¢ = %

5.5 Andere Modelle

Es soll an dieser Stelle nicht verschwiegen werden, dafl es weitere Modelle fiir das
kritische Verhalten der Ultraschallabsorption gibt:

Das Modell von Romanov und Solojev: 1965 wird ein Modell zur Ultraschall-
absorption entwickelt, welches die Absorption durch Konzentrationsfluktuatio-
nen in bindre Fliissigkeiten, die sich nicht in der Néhe eines kritischen Punktes
befinden, beschreibt [122] [123]. Dabei werden wie bei Bhattacharjee und Fer-
rell nicht die einzelnen molekularen Prozesse, sondern die Verdnderungen der
thermodynamischen Groflen unter der Voraussetzung, dafl die Dynamik der
Fluktuationen durch Diffusion bedingt ist, betrachtet.

Diese Modell kommt offensichtlich fiir die Systeme der Lipidmembranen nicht
in Betracht, da es nur auflerhalb des kritischen Punktes Giiltigkeit besitzt.

Das Modell von Fixman: Fixman entwickelt in den 60er Jahen ein Modell, wel-
ches auch fiir die Ndhe des kritischen Punktes konzipiert ist. Die Theorie ist
sowohl fiir das Verhalten bindrer Mischungen als auch fiir den fliissig-gasformi-
gen Ubergang anwendbar [33] [32] [34]. Fixmans Idee ist es, die Absorption
auf die Relaxation der spezifischen Wiarme zuriickzufiithren. Es flieflen erste
Grundgedanken der Modenkopplungstheorie ein, bei der in kritischen Syste-
men die bei nichtkritischen Systemen verwendete Linearisierungen der hydro-
dynamischen Gleichungen nicht mehr zuléssig sind. Die Folge ist ein Kopplung
der Moden, wie z.B. klassisch gedampfter Schallwellen und von Teilchen- oder
Wiérmediffusion. Hier sei nun noch das fiir die Ultraschallspektroskopie wich-
tige Ergebnis aufgefiihrt:

2

~ > €T QF.Z'Z
A=A dr . .34
(@X) F/O T+22(@2(1+ 222+ Qp (5.34)

Das Modell von Kawasaki: Kawasaki erweitert die Theorie von Fixman Ende
der 60er Jahre [87] und enthélt die Fixman-Theorie als Grenzfall. Berticksich-
tigt wird die komplexe Viskositét. Die schon erwihne Modenkopplungstheorie
wird auf die Schallabsorption angewandt:
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5.5 Andere Modelle

[ a? K(x)
(O‘A)_AK/O (14222 K2(z) + Q2

(5.35)

mit der Kawasaki-Amplitude Af, der reduzierten Frequenz Q) = w/wp und
der Kawasaki-Funktion

K(z) =3/4(1 + 2% + (2 — 1/x) arctanz) . (5.36)

Das Modell von Kroll und Ruhland: Diese Modell wird Anfang der 80er Jah-
re entwickelt und stiitzt sich auf die Anwendung der dynamischen Renormie-
rungsgruppentheorie und der e-Entwicklung [91] [92]. Es wird ein memory-
funktion-Mechanismus eingefiihrt, der es erlaubt, die Absorption und Disper-
sion als Funktion der durch die Reihenentwicklung gewonnenen Volumenvis-
kositéat auszudriicken. Das Endergebnis ist fast analog zum Modell von Bhat-
tacharjee und Ferrell und unterscheidet sich lediglich ein wenig in der Skalen-
funktion.

Das Modell von Folk und Moser: 1998 stellen Folk und Moser eine weite-
re Theorie zur Beschreibung des Einflusses von Konzentrationsfluktuationen
auf die Ultraschallabsorption vor [37] [36]. Leider geben sie keine geschlosse-
ne Form fiir die Absorption einer Schallwelle an. In [37] werden jedoch die
Ergebnisse der Uberlegungen mit der Theorie von Bhattacharjee und Ferrell
verglichen. Dabei fillt auf, dafl sich die dort angegebenen Skalierungsfunktio-
nen nur in sehr geringem Mafle voneinander unterscheiden. Im Rahmen der
MeBgenauigkeit der in dieser Arbeit vorgestellten Ultraschallspektrum wére
ein solcher Unterschied kaum feststellbar (siche auch Kapitel 7.2.2).

Zusammenfassend 14t sich sagen, dafl unter allen hier erwdhnten Theorieren der
Theorie von Bhattacharjee und Ferrell der Vorzug gewéahrt wird. Lediglich der
Fixman-Kawasaki Theorie wird zusétzliche Aufmerksamkeit gewidmet. Allerdings
zeigen Versuche der Anpassung der entsprechenden Spektralfunktionen an die Ul-
traschallspektren, dafi die Theorie von Bhattacharjee und Ferrell die Spektren in
weiten Teilen besser beschreibt als die Fixman-Kawasaki Theorie [48].

5.5.1 Die Beziehung zwischen den Modellen

Tanaka et al. [138] zeigt, daB trotz der unterschiedlichen Ansétze in den Modellen von
Fixman/Kawasaki, Kroll und Ruhland und Bhattacharjee und Ferrell die Ursache
fiir die Absorption bei allen Modellen in der zeitlichen Korrelation der Fluktuationen
der inneren Energie zu suchen ist. Sie sind somit nach einigen Anderungen in der
Lage, eine allgemein giitige Amplitude anzugeben:

il (5.37)

c, = At +B . (5.38)
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g ist eine dimensionslose Konstante, die wie folgt definiert ist:

dl., T« - g~
g = —PkrCp (d—P — p?p> = BCOTC/AclT . (539)
P

Dabei ist pg, die Dichte am kritischen Punkte und die Parameter Cy und €, sind
mit dem thermischen Ausdehnungskoeffizieten verkniipft:

Qy = C’Og_d + él . (540)

5.5.2 Anwendbarkeit des Modells auf Lipidsysteme

Es stellt sich an dieser Stelle die Frage, ob das Modell von Bhattacharjee und
Ferrell iiberhaupt auf die hier behandelten Lipidsuspensionen anwendbar ist. Al-
le oben aufgefithrten Modelle dienen der Beschreibung der Ultraschalldampfung von
bindren Systemem, die sich bei einer kritischen Temperatur entmischen. Somit ist
sofort klar, dafl auch das Modell von Bhattacharjee und Ferrell von einem unendlich
ausgedehntem, dreidimensional fluktuierenden Kontinuum ausgeht. Diese Voraus-
setzungen werden auf den ersten Blick fiir die Lipidsysteme nicht erfiillt. Zunéchst
gilt es sich klar zu machen, auf welche Weise die Ultraschallwelle an die Membranen
koppelt. V. Ivanonva kann Relaxationszeiten bei DMPC/Wasser Systemen nach-
weisen, die im Bereich von einigen Sekunden liegen [67], und ordnet diesen Effekt
dem Temperaturausgleich zwischen Membran und suspendierenden Wasser zu. Da
eine Ultraschallwelle sich aus periodischen Dichte und Temperaturschwankungen
zusammensetzt (siehe Gleichung (5.1)), kann der Wérmeaustausch zwischen Mem-
bran und Wasser bei den hier betrachteten Frequenzen (>150 kHz) vernachldssigt
werden. Zudem geht die Theorie von T. Heimburg [53] ebenfalls von dieser Tat-
sache aus. Die gute Ubereinstimmung der umgerechneten Wirmekapazitétskurven
in entsprechende Schallgeschwindigkeitskurven, die bei ca. 2 MHz aufgenommen
werden, unterstiitzt diese Vermutung. Die im Ultraschallexperiment vorkommen-
den Wellenlingen A\ = c¢,/f mit ¢, ~1500 m/s reichen von A\ ~ 8- 1072 m bis
A~ 8-1077 und liegen damit im ungiinstigsten Fall immer noch eine GréBenordung
iiber dem Vesikeldurchmesser. Somit kann als gesichert angesehen werden, dafl die
Ultraschallwelle ausschlielich iiber die Druckschwankungen an die Vesikel koppelt.
Die Lipidsuspension muf3 somit als binéres System bestehend aus einem relativ ho-
hem Wasseranteil, der lediglich die Aufgabe hat, die Druckschwankungen auf die
Membranen weiterzugeben, und einem je nach Temperatur und Frequenz mehr oder
wenig kompressiblen Vesikelanteil angesehen werden. Die dabei in der Membran
entstehende Wérme kann bei den hier verwendeten Frequenzen als in der Membran
verbleibend betrachtet werden, und aufgrund dessen kann die Membran als vollig
losgelost vom umgebenden Wasser betrachtet werden. Die Theorie von Bhattachar-
jee und Ferrell ist somit moglicherweise anwendbar, da das gesamte Wasser/Lipid
System sich wegen der grolen Wellenléngen makroskopisch scheinbar dreidimensio-
nal verhilt. Letztendlich kann jedoch nur eine konkrete Uberpriifung, beispielweise
der zum System gehorenden kritischen Exponenten &, z und v oder das Verhal-
ten der Ultraschalldimpfung speziell am kritischen Punkt 7,,, Aufschluf} iiber die
Giiltigkeit des Modells von Bhattacharjee und Ferrell geben.
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6 MeBverfahren der
Ultraschallspektroskopie

Untersuchungsgegenstand in der Ultraschallspektroskopie sind im allgemeinen durch
inter- und intramolekulare Vorgénge verursachte Relaxationsprozesse, die im Ge-
gensatz zu Resonanzphénomenen breite Spektren {iber mehr als eine Dekade im
Frequenzbereich aufweisen. Um die sie charakterisierenden Groflen wie Relaxations-
stufen und Relaxationszeiten moglichst genau bestimmten zu kénnen, ist es erforder-
lich, den Dampfungsexponenten oder die Schallgeschwindigkeit iiber einen grofien
Frequenzbereich zu messen. Meistens werden Temperatur und Konzentration der
MeBlosung variiert, da die alleinige Bestimmung eines Ultraschallspektrums zu un-
spezifisch fiir eine genaue Zuordnung der Relaxationsprozesse zu den molekularen
Vorgéngen ist. Mit den in dieser Arbeit verwendeten Apparaturen kann ein Fre-
quenzbereich von 200 kHz bis 5 GHz ausgemessen werden.

Neben den Relaxationsprozessen, die zur Dampfung der Ultraschallwelle beitragen,
enthélt der Dampfungsexponent « ferner den asymptotisch, hochfrequenten Beitrag,
der mit dem Quadrat der Frequenz ansteigt (Gleichung (5.2)). Dies fithrt bei den hier
iiberstrichenen Frequenzen zu hochst unterschiedlichen Dampfungen in der Fliissig-
keit. So ergeben sich Damfungswerte von o = 2-1073m ! und « = 1-10°m L. Dieser
Sachverhalt macht es nétig, im betrachteten Frequenzbereich mit zwei verschiedenen
MefBverfahren zu arbeiten: dem Resonatorverfahren und dem Schwingungspulstrans-
missionsverfahren.

Oberhalb von ca. 10 MHz ist es moglich, mit dem Schwingungspulstransmissions-
verfahren [76] [77] [81] zu messen. Dabei wird der Dampfungsexponent aus dem
Amplitudenabfall der Schallwelle ldngs einer variablen Mefistrecke bestimmt. Um
eine geniigend grofle Genauigkeit zu erreichen, mufl die Lénge der Mefstrecke so
gewihlt werden, dafl der Amplitudenabfall mindestens 2 dB betréigt. Jedoch sind
diesem Verfahren durch die Notwendigkeit zur Thermostatierung der Mefizellen und
der nur endlichen Verfiigharkeit der MeBfliissigkeit Grenzen gesetzt. Deshalb ver-
wendet man bei Frequenzen unterhalb von ca. 15 MHz das Resonatorverfahren [23]
[25] [72], bei dem durch Mehrfachreflexion in der Mefzelle die Schallwelle gefaltet
wird und somit das benotigte Volumen vergleichsweise klein gehalten werden kann.
Bei bestimmten Frequenzen entsteht im Resonator ein Stehwellenfeld aus dessen zu-
gehoriger Resonanzfunktion die Dampfung der im Resonator befindlichen Fliissigkeit
bestimmt werden kann.

6.1 Das Resonatorverfahren

6.1.1 MeBprinzip

Es wird zunéchst ein idealer Resonator bestehend aus zwei schallharten, zueinander
parallelen Schallwandlern, die im Abstand 1 angeordnet sind und deren Radien als
unendlich angenommen werden, betrachtet. Der sendende Schallwandler strahlt nun
Schallwellen in die zwischen den Wandlern befindliche Fliissigkeit und die Schall-
welle wird daraufhin mehrfach an beiden Wandlern hin- und herreflextiert. Der re-
sultierende Druck p. am Empfangswandler ergibt sich somit durch Uberlagerung
aller Teilwellen zwischen den Wandlern. Mit der Schallgeschwindigkeit ¢, und der
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komplexen Ausbreitungskonstanten v = a + i (27/A) " = a + 27 f /¢, erhiilt man:

pe ~ (14 7r)e et (14 r)r2e3e2mE 4 (1 4 r)rte et (6.1)
ef’ylei27rft
Pe ~ 1 2021 (6-2)

Setzt man an der Fliissigkeit/Wandler-Grenzschicht einen Reflexionsfaktor |r| = 1
voraus, so ergibt sich fiir die Schalldruckamplitude p,:

be sinh(yl)  sinh(ad) COS(2C—:lf) + 4 - cosh(al) Sin(%lf)

(6.3)

Gleichung (6.3) beschreibt die Ubertragungsfunktion des Resonators. Die auftre-
tenden Resonanzfrequenzen korrespondieren mit maximalem Druck am Empfangs-

wandler. Somit folgt:
J— CS
fo=n7;
Abweichend vom ideal biplanaren Resonator ergibt sich fiir die Resonanzfrequenzen
bei konkaver Geometrie der Wandler [3]:

arccos g\ Cs
fom (=205 (6.5)
Sollten beide Schallwandler konkav gekriimmt sein, so gilt mit dem Kriimmungs-
radius K, dal ¢ = 1 — [/K. Ist nur einer der beiden Wandler gekriimmt, so gilt
alternativ ¢ = /1 — /K. Wie man sieht, ergeben sich auch bei einer konkaven
Geometrie idealerweise Resonanzfrequenzen mit konstantem Frequenzabstand.

Im Gegensatz zum idealen Resonator, besitzt die Schallwelle im realen Resonator
eine endliche Eindringtiefe in die Schallwandler. Der Impedanzsprung an der Grenz-
schicht Quarzwandler-Luft kann als nahezu ideal schallweich angesehen werden, wo-
hingegen sich die Impedanz Fliissigkeit-Wandler je nach Frequenz des Signals derart
andert, daf} die Schallwelle eine mehr oder weniger grofie Eindringtiefe in den Wand-
ler widerfahrt. Somit ergibt sich eine gréfere effektive Zelldnge [, was sich natiirlich
auf die Lage der Resonanzen auswirkt. Aus der Theorie der Leitungsgleichungen
[105] 148t sich bestimmen, wie weit die Schallwelle in den Quarz eindringt. Es zeigt
sich, dafl in der Nahre der Wandlerresonanz die Eindringtiefe besonders hoch ist,
und zwischen zwei aufeinanderfolgenden Wandlerresonanzen in guter Néherung ei-
ne schallharte Reflexion an der Wandlerinnenseite angenommen werden kann. Im
Hinblick auf die Bestimmung der Fliissigkeitsddmpfung kann die Dampfung der
Schallwelle innerhalb des Wandlers vernachlissigt werden.

Fiir kleine Dampfungen (ol < 1) 18t sich Gleichung (6.3) um eine Resonanzfre-
quenz linearisieren und man erhélt eine einfachen Beziehung zwischen Halbwerts-
breite der Resonanzkurve und der Dampfung:

(6.4)

o= CﬁA Fo (6.6)
Fiir die Giite folgt weiter:
Q=[f/Af . (6.7)

Im realen Resonator existieren neben den Verlusten in der Fliissigkeit auch noch
apparative Verluste, die durch die Nichtidealitit der Anordnung und der Bauteile
bedingt sind:
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e Ein Teil der Schallenergie wird an der Luft zugewandten Seite der Wandler
durch den nicht idealen schallweichen Impedanzsprung (|| < 1) abgestrahlt.

e Die elektro-akustische Ankopplung kann mangelhaft sein.

e Es tritt zunehmend Beugung der Schallwelle an der Berandung des Resonator
bei tiefen Frequenzen auf. Daraus resultiert eine zunehmende Abstrahlung von
Schall durch die Halterung der Schallwandler.

Bei nicht zu hoher Démpfung kann man eine lineare Uberlagerung von apparativen
Verlusten und den Verlusten innerhalb der Fliissigkeit annehmen. Somit ergibt sich
die insgesamt resultierende Dampfung als einfache Addition:

() gemessen = (@\)a + (Damp fung)app - (6.8)

Die apparativen Verluste werden mittels eine Messungen einer Fliissigkeit bekannter
Déampfung bestimmt. Dabei sollten zusétzlich andere Eigenschaften der Referenz-
fliissigkeit, auf die weiter unten eingegangen wird, entsprechend zu den Eigenschaften
der eigentlich zu messenden Fliissigkeit gewéhlt werden.

Beugungsverluste

Labhardt [94] untersucht die Beugungsverluste in einer plan-planen Anordnung.
Danach lassen sich die Beugungsverluste wie folgt berechnen:

0.147 [ ¢ \°
AN bene = ——— ® , wobei 6.9
(@ = 5 (557 (6.9)
By = Cs0s spezifische Impedanz der seitlichen Zellberandung
Cw Ow

R : Radiusder seitlichen Zellwand
¢w  Schallgeschwindigkeit der seitlichen Zellwand
0, : Dichteder seitlichen Zellwand

0s : Dichteder Fliissigkeit

Demnach steihen die Verluste mit dem Quadrat der Schallgeschwindigkeit an. Des-
halb sollte bei Verwendung einer Referenz die Schallgeschwindigkeit mit der Mef316-
sung moglichst gut iibereinstimmen. Wegen der Diche in (5 sollten moglichst auch
die Dichten der Referenzfliissigkeit mit ps vergleichbar sein. Beides ist bei den hier
betrachteten Lipidsuspensionen und der Referenzfliissigkeit Wasser sehr gut erfiillt.

6.1.2 Bestimmung des Dampfungsexponenten

Die gemessene Ubertragungsfunktion enthilt neben den schon beschriebenen Ei-
genschaften der Flissigkeit und des Resonators weitere Beitrige, die zur gesamten
Ubertragungsfunktion beitragen:

e Die Quarzwandler sind ein resonanzfihiges System, welches somit zur Fre-
quenzabhéngigkeit der Gesamtfunktion beitragt.
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e Es sind neben den Hauptmoden radiale Nebenmoden anregbar.

e Durch die Antenneneigenschaften der Schallwandler kann es zu elektrischem
Ubersprechen kommen.

Diese Beitriage sind leider nicht zu vernachléssigen. Sie tragen zum Teil erheblich
zur Storung der Hauptmoden bei und miissen deshalb bei den Anpafirechnungen zur
Bestimmung der Dampfung « beriicksichtigt werden.

Nebenmoden

Aufgrund der speziellen radialen Geometrie des Resonators, der im Gegensatz zum
idealen Resonator, natiirlich nur eine endliche Ausdehnung in radialer Richtung
besitzt, ergeben sich Resonanzbedingungen fiir die Zelle, die zur Ausbildung von
Moden hoherer Ordnung fithren. Die Resonanzfrequenzen dieser zusétzlichen Moden
schliefen im Frequenzbereich oberhalb der Hauptmode an. Es handelt sich dabei um
Moden, welche neben den Wandlern parallelen Knotenflichen zusétzliche radiale
Knotenflachen aufweisen. Fiir die Resonanzfrequenz der j-ten Nebenmode der n-ten
Hauptmode gilt fiir einen Resonator mit plan-planer Geometrie [93]:

c; (—1/4)* — (3/4)°
N T . (6.10)

Bei einem Resonator mit plan-konkaver Geometrie liegt eine andere Nebenmoden-
verteilung vor als beim plan-planen Resonator. Die Nebenmoden besitzen hier einen
aquidistanten Abstand zur Hauptmode:

Jng=In —l—jc—sl arccos\/1 —1l/K . (6.11)
7r

Mit zunehmender Fliissigkeitsddmpfung verbreitert sich die Resonanzkurve sowohl
der Hauptmode als auch der dazugehorigen Nebenmoden derart, daf sie sich gegen-
seitig iiberlagern und so die Ubertragungsfunktion der Hauptmode erheblich stéren.
Dieses ist besonders im oberen Frequenzbereich der Resonatoren der Fall, wo al-
lein schon durch die klassische Daémpfung die Verbreiterung der Moden so grofl
ist, daf} grundsétzlich eine Beeinflussung der Hauptmoden vorliegt. Um den Ein-
flul der Nebenmoden von den Eigenschaften der Hauptmode zu trennen mufl bei
der Anpassung von Gleichung (6.3) die Ubertragungsfunktion der Nebenmode mit
beriicksichtigt werden. Es wird nun eine Ubertragungsfunktion M (f) bestehend aus
einer Uberlagerung von der Hauptmode und N — 1 Nebenmoden verwendet:

fmj = fn +

Aj
Z sinh(a;l) cos(ZL(f — foz)) + i - cosh(ayl) sin(ZL(f = fo;))’ (6.12)

J=1
mit den Bezeichnungen

7 =1 : Index der Hauptmode,
j=2..N : Indizes von N-1 Nebenmoden,
A; : Amplitude der j-ten Resonanz,
fn; : Resonanzfrequenz der j-ten Resonanz zur Hauptmode n,

a; : Démpfungswert zur j-ten Resonanz.
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Somit erhélt man fiir jede Mode drei anzupassende Parameter A;, o;, und f, ;. In
Abb. 6.1 ist ein Beispiel fiir eine solche Anpassung an die gemessene Ubertragungs-
funktion mit einer Hauptmode und zwei Nebenmoden dargestellt.

350F 7 T T T T T T T E

300 - b

Amplitude [pV]

0 - 1 V”I‘ I ] 1 1 1 1 1 T

6404 6406 6408 6410 6412 6414 6416 6418 6420
Frequenz f [kHz]

Abb. 6.1: Gemessene Amplitude um den Bereich einer Hauptmode
bei 6,4 MHz des plan-planen Resonators mit einer DMPC/Wasser 2
mg/ml Fiillung bei 25°C. Gestrichelte Kurven: Betragsfunktion der
Hauptmode und zweier Nebenmoden; durchgezogene Linie: Betrags-
funktion der komplexwertigen Summe aller angepafiten Moden. Die
horizontale gestrichelte Linie zeigt das mitangepafite elektrische Uber-
sprechen.

Elektrisches Ubersprechen

Eine weitere Storung der Ubertragungsfunktion kann durch das elektrische Uber-
sprechen zwischen beiden Wandlern entstehen. Jedoch &ndert sich dieser Effekt in
den betrachteten Frequenzbereichen kaum, so dafl es gut in die Anpassung mit ein-
fliefen kann. Dazu wird die normierte Ubertragungsfunktion M (f) um eine komple-
xe Konstante erweitert, also einen Amplitudenparameter A, und einen Phasenpa-
rameter ¢,. Somit ergibt sich fiir die anzupassende Ubertragungsfunktion M (f):

M(f) = M(f) + A . (6.13)

Korrektur nach Kononenko

Kononenko zeigte, dafl neben dem Einflufl der Dichte und der Schallgeschwindigkeit
auf die Fliissigkeitsddmpfung in geringem Mafle die Dampfung selbst die apparativen
Verluste beeinfluffit. Wie grofi die Verluste der Schallwelle in den Wandlern selbst
sind, hiangt von der Dampfung in der Fliissigkeit selbst ab. Damit Gleichung (6.8)
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auch weiterhin gilt, mufl die gemessene Dampfung geméiB [88] korrigiert werden:

(@) kor = (@) (1 +ap <1 _ )) , wobei (6.14)

acsQ)y

Cslg B 1 _ PsCs
R G U R T CI VA N

mit der Dichte von Quarz p, beziehungsweise der MefBfliissigkeit p,, der Giite @),
und der Dicke [, der Quarzwandler. Abweichend zu [88], wo Q, &~ 10* gesetzt wird,
ergeben sich fiir die hier verwendeten Resonatoren sinnvolle Korrekturen fiir Fliissig-
keiten bekannter Démpfung mit Q, ~ 1.5 - 10* [140].

Wie man an Gleichung (6.14) erkennt, erhdlt man immer dann signifikante Kor-
rekturen, wenn die Dampfung zwischen Mef- und Referenzfliissigkeit besonders un-
terschiedlich ist. Es zeigt sich, dafl auflerhalb der Quarzresonanzen die Korrektur
nach Kononenko nur wenige Prozent ausmacht und damit innerhalb der iiblichen
Gesamtfehlers liegt. Sie stellt jedoch insgesamt eine systematische Verbesserung dar.

6.1.3 Bestimmung der Schallgeschwindigkeit

In Kapitel 3.3 wird eine sehr genaue Methode vorgestellt, mit dessen Hilfe es moglich
ist, die Schallgeschwindigkeit gegeniiber einer Referenz sehr genau bestimmen zu
kénnen. Dabei wird ein Doppelresonator verwandt. Jedoch kann man auch mittels
eines Einzelresonators die Schallgeschwindigkeit gut ermitteln, allerdings auf eine
andere Weise, im Vergleich zur Methode des Doppelresonators. Bei der Bestimmung
der Schallgeschwindigkeit miissen zum einen die Wandlereigenschaft mit hinzugezo-
gen werden, so daf nicht die einfache Beziehung aus (6.4) verwendet werden kann.
Wie bereits erldutert, wird nur genau zwischen zwei aufeinanderfolgenden Quarzre-
sonanzen eine \/4- Transformatlon ausgehend vom schallweichen Ubergang Quarz-
Luft, ein schallharter Ubergang Quarz-Fliissigkeit (r=1) erreicht. Dann stimmt die
effektive Lénge [ aus Gleichung (6.4) des Resonators mit der geometrischen Lénge
iiberein. In der Néhe der Wandlerresonanzen ist jedoch |r| < 1 und geht gegen Null,
so daf sich die Schalldruckbéduche zunehmend innerhalb der Wandler befinden. Die-
ses hat eine scheinbare Vergroflerung der Lange [ des Resonators zur Folge und
bedingt somit eine Verkleinerung der Frequenzabstéinde zwischen den Hauptreso-
nanzen. Labhardt [94] gibt eine Formel an, mit der sich unter Beriicksichtigung der
Wandlereigenschaften und unter Vernachlédssigung der Fliissigkeitsddmpfung und
des endlichen Zellradius die Schallgeschwindigkeit aus der Lage der Hauptmoden
berechnen l&8t:

Cs (92 = V(1 = g2 1) — 4gngn
n— fn_1 = —— arccos 6.15
e = e (MR (619
it PsCs
mi g = —————
PqCq tan(m ;;)

Fiir die Berechnung der Schallgeschwindigkeit mufl zunéchst die Zelldnge [ bekannt
sein. Sie wird im allgemeinen vorher mit einer Fliissigkeit bekannter Schallgeschwin-
digkeit (Wasser) bestimmt. Dabei errechnet sich die Zelldnge als Mittelwert aus
allen Differenzen aufeinander folgender Resonanzfrequenzen der gemessenen Haupt-
moden, im Gegensatz zur Methode, wie sie beim Doppelresonator verwandt wird,
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bei dem nur eine Resonanz relativ zu einer anderen Resonanz betrachtet wird. Mit
dem so berechnetem [ kann dann die Schallgeschwindigkeit einer unbekannten Mef3-
fliissigkeit mittels Gleichung (6.15) bestimmt werden. Es hat sich gezeigt, dafi sich
auch fiir den plan-konkaven Resonator mit Gleichung (6.15) sinnvolle Ergebnisse
erzielen lassen. Die Lénge [ des Resonator muf allerdings dann als effektive Grofie
betrachtet werden.

6.1.4 MeBplatz und ResonatormeBzellen
Blockschaltbild des MeBplatzes
In Abb. 6.2 ist

der schematische Netzwerkanalysator

Aufbau des Reso- AP 41954 PC
natormefplatzes 2a 2b 2c

dargestellt. Der % <] 000 5
Ultraschallreso- % f

nator (1) beste?ht TR TR [

aus einer zylin-

derférmigen  Zelle, 4
die mit MefBfliissig-

keit gefiillt ist. An
den Stirnflachen ist
die Mefizelle durch 3
zwei  piezoelektri-

sche Quarzwandler

abgeschlossen.  Sie 6
ermoglichen  durch
ihre beidseitige

Abb. 6.2: Blockschaltbild des Resonatormefiplatzes: (1) MeB-
zelle mit (1a) Sende- und (1b) Empfangswandler, (2) Netzwerk-

Goldbedampfung analysator mit (2a) Signalausgang und den Eingéingen fiir (2b)
als Sende- (la) und Referenz- und (2c¢) Empfangssignal, (3) Leistungsteiler, (4) in 10
Empfangswandler dB-Schritten steuerbarer 40 dB Verstirker oder FET-Verstérker,
(1b) eine elektro- (5) Prozefirechner, (6) Digitalthermometer

akustische Kopplung. Angeregt durch die sinusformige Wechselspannung des
Netzwerkanalysators (HP 4195 A), fiihrt der Sendequarz aufgrund des reziproken,
piezoelektrischen Effektes Dickeschwingungen aus und strahlt so eine Schallwelle
gleicher Frequenz in den Innenraum des Resonators ab. Die Schallwelle wird
bedingt durch die schallweichen Ubergéinge an der Grenzfliche Schallwandler-Luft
wieder in den Innenraum des Resonators reflektiert und durchléuft die Fliissigkeit
so mehrmals. Dadurch bildet sich bei geeigneter Frequenz ein Resonanzsystem
mit stehendem Schallfeld aus. Am Empfangswandler wird der dort herrschende
Schalldruck wieder in eine zu ihm proportionale Spannung transformiert. Um das
Signal-Rausch-Verhéltnis zu verbessern, wird dieses Signal in Abhéngigkeit der
Amplitude verstiarkt (4) und anschlielend dem Netzwerkanalysatoreingang (2c)
zugefiihrt. Das Sendesignal wird im Leistungsteiler (3) aufgeteilt und liegt als Refe-
renz ebenfalls am Analysator an (2b). Das vom Netzwerkanalysator aufgenommene,
normierte, komplexwertige Empfangssignal wird durch die zugehorigen Werte
von Pegelabfall und Phasenlage einem Prozefirechner zur weiteren Bearbeitung
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iibermittelt. Neben der Verarbeitung der Mefidaten steuert der Rechner auch die
Einstellungen am Analysator wéhrend der Messung der einzelnen Resonanzen,
wobei er zusitzlich den Verstirkungsgrad des Empfangssignals regelt, um ein Uber-
steuern des Netzwerkanalysators zu verhindern. Mit Hilfe des Digitalthermometers
(6) kann wihrend einer Messung die Temperatur {iberwacht werden.

Die verwendeten ResonatormeBzellen

Es werden insgesamt zwei verschiedenen Resonatoren verwendet, deren Konstruk-
tion derart aufeinander abgestimmt ist, dafl die MeBfrequenzbereiche aneinander
anschlieffen. Im tieffrequenten Bereich kommt ein sogenannter plan-konkaver Reso-
nator mit 1 MHz Wandlern zum Einsatz, bei dem einer der Wandler eine konkave
Geometrie besitzt, um eine Fokussierung der reflektierten Schallwelle zu bewirken.
Somit lassen sich storende Beugungsverluste minimieren. Der Resonator ist ausfiihr-
lich in [25] beschrieben. Im héherfrequenten Bereich wird ein plan-planer Resonator
mit 4 MHz Wandlern verwendet, der aufgrund der kleineren Ausmafle des Resonators
und der hoheren Grundresonanzfrequenz der Wandler im Frequenzbereich oberhalb
des 1 MHz-Resonators anschlieft. Ausfiihrliche Beschreibungen dieser Mefizelle fin-
den sich in [72] [94]. In Tab. 6.1 sind die technischen Daten beider Resonatoren
aufgefiihrt.

Bezeichnung fq K Tq l R Vv fs | Meibereich
[MHz] [m] [mm] | [mm] [mm] [ml] [kHz] [MHz]
plan—konkav 1 00/2.0 40 ~19 35 ~75 ~40 | 0.2...28
plan—plan 4 oo/oo 10 ~6 84 ~13 ~125 1...15

Tabelle 6.1: Resonatordaten: f,: Grundresonanzfrequenz der Quarz-
dickenschwingung, K: Kriimmungsradius und r,: Radius der Quarz-
wandler; [: Linge der Fliissigkeitsschicht auf der Mittelachse, R: Ra-
dius, V: Volumen und f,;: Grundresonanzfrequenz der Zelle.

6.1.5 Ablauf der Messung

Die Mefzelle wird zunéchst mit bidestilliertem, deionisiertem und entgastem Wasser
befiillt und auf die gewiinschte Temperatur gebracht. Um eine moglichst gute Benet-
zung der Wandler zu erreichen und die Bildung von Luftblasen zu verhindern, wird
die Fliissigkeit entsprechend langsam in die Mefizelle eingefiillt. Ist dieses geschehen,
werden die Wandler mit Hilfe von an den Wandlerhalterung angebrachten Differenti-
alschrauben parallel justiert. Kriterium fiir eine gute Paralleljustierung ist dabei ein
moglichst hoher Pegel und eine kleine Halbwertsbreite bei einer ausgewéhlten Reso-
nanz, die wihrend der Justierung auf dem Netzwerkanalysator beobachtet werden
kann. Beim tieffrequenten plan-konkaven Resonator ist diese Prozedur aufgrund der
hohen Fokussierung der Wandler jedoch nicht nétig. Aulerdem wird die Tempera-
tureinstellung der Fliissigkeit abgewartet. Da die Schallgeschwindigkeit empfindlich
temperaturabhéngig ist, konnen Temperaturdnderungen in der Verschiebung der
Resonanzfrequenzen f,, beobachtet werden. Eine minimale Frequenzdrift bei einer
ausgewahlten Resonanz mit hoher Giite wird abhéngig vom Fliissigkeitsvolumen
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und der Temperaturdifferenz zur Anfangstemperatur nach ca. zwei bis vier Stunden
erreicht.

Ist die gewiinschte Temperatur erreicht, beginnt die eigentliche Mefiprozedur. Der
Prozefirechner bestimmt zunéchst grob die Resonanzfrequenz einer Hauptmode iiber
den Maximalwert des Pegels. AnschlieBend wird die komplexwertige Ubertragungs-
funktion iiblicherweise im Frequenzintervall von der dreifachen, iiber den 3-dB-Abfall
bestimmten Halbwertsbreite um die Resonanzfrequenz an ca. 100 MeBpunkten auf-
genommen. An diese so ermittelte Ubertragungsfunktion wird zur genauen Ermitt-
lung der Resonanzfrequenz eine Lorentzkurve angepafit. Danach wird mit der néchst
héheren Hauptmode unter Verwendung des vorher ermittelten Frequenzabstandes
zwischen den einzelnen Hauptmoden analog verfahren. Diese Mefiprozedur wird bis
zu einer zuvor festgelegen oberen Frequenzgrenze fortgefiihrt, wobei jedoch die Be-
reiche um die Wandlerresonanzen, also f,, + 0.1 f;; mit (n=1,2,3 ...), ausgelassen
werden.

Ist die Wassermessung beendet, wird das Wasser abgelassen und die Mefzelle mit
Methanol gespiilt und mit Stickstoff getrocknet. Die anschliefende Befiillung der
Zelle mit einer Lipidsuspension gestaltet sich, sofern die Losung entsprechend gut
entgast ist, nicht wesentlich schwieriger als die Wasserbefiillung. Bei geniigend lang-
samer Befiillung kann die Blasenbildung, zu der die Lipidsuspensionen sehr stark
neigen, vollig vermieden werden. Somit kann eine sehr gute Benetzung der Wandler
erreicht werden. Da die Schallgeschwindigkeit der Lipidsuspensionen fast der von
Wasser entspricht, kann die schon erfolgte Wassermessung einerseits zur Bestim-
mung der Zelldnge (Gleichung 6.15), andererseits als Referenz herangezogen werden
(Gleichung 6.8). Auf eine weitere Messung einer gesonderten Referenzfliissigkeit wird
somit verzichtet.

6.1.6 Fehlerbetrachtungen
Temperaturschwankungen

Aufgrund der Temperaturabhéngigkeit der Zellinge und der Schallgeschwindigkeit
der Meffliissigkeit verursacht die endliche Temperaturstabilitdt auch noch nach an-
gemessener Wartezeit eine Drift der Resonanzfrequenzen der Hauptmoden. Dieses
fithrt zu einer meibedingten Veranderung der gemessenen Halbwertsbreite der Reso-
nanzkurven, so dafl der daraus resultierende Fehler insbesondere beim plan-konkaven
Resonator im tieffrequenten Bereich bis zu 30 % betragen kann. Ab ca. 600 kHz
aufwirts spielt die Frequenzdrift zunehmend kaum noch eine Rolle und der dadurch
verursachte Fehler kann mit ca. 1 % angegeben werden. Beim plan-planen Resonator
betriigt die maximale Frequenzdrift zu Beginn einer Messung etwa 0.01 Hz/s, was
sich bei einer Mefizeit einer Hauptmode von ca. 10 Sekunden in einem Fehler von
weniger als 1 % niederschlagt.

Wiéhrend der Messung schwankte die Temperatur maximal um 40.02°C. Der aus
der Unsicherheit des Absolutwertes der Temperatur resultierende Fehler kann aus
der Temperaturabhingigkeit von Dampfungswerten der gemessenen Systeme mit
weniger als 0.1 % abgeschitzt werden und ist somit fiir den Resonatorbereich ver-
nachléssigbar.
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Fehler des Referenzverfahrens

Bei relativ tiefen Frequenzen, unterhalb von 500 kHz fiir den plan-konkaven Resona-
tor bzw. unterhalb von 2 MHz fiir den plan-planen Resonator, liegen die apparativen
Verluste im Bereich derer, wie sie durch schwach dampfende Fliissigkeiten hervorge-
rufen werden, und nehmen mit abnehmender Frequenz stark zu (Kap. 6.1.1). Diees
fithrt insbesondere bei niedrigen Frequenzen zu erheblichen systematischen Fehlern,
sollten Schallgeschwindigkeit und Dichte zwischen Mef- und Referenzfliissigkeit zu
stark voneinander abweichen. Weiter konnen Fehler entstehen, wenn eine unvoll-
stindige Benetzung der Wandler vorliegt. Dies kann selbst bei sehr vorsichtiger
Befiillung der Resonatoren hin und wieder einmal vorkommen. Diese hier beschriebe-
nen Fehler sind jedoch aufgrund ihres charakteristischen Frequenzverlaufs als solche
zu erkennen, und werden nicht in der Auswertung beriicksichtigt. Im oberen Fre-
quenzbereich ergeben sich die Fehler hauptséchlich durch eine ungenaue Vorgabe
der Dampfungswerte der Referenz. Da die Dampfungswerte von Wasser jedoch gut
bekannt sind, ist der hierdurch hervorgerufene Fehler mit nur ca. 1 % anzugeben.

Fehlerhafte Anpassung des Dampfungsexponenten

Die Fehler, welche durch eine fehlerhafte Anpassung der theoretischen Ubertragungs-
funktion an die gemessenen Werte (Abb. 6.2) resultierwn, kénnen bei dem 1 MHz
Resonator und bei dem 4 MHz Resonator bis 6 MHz auf unter 1 % abgeschétzt wer-
den. Uber 6 MHz kommt es zunehmend zu einer Beeinflussung der Hauptmode durch
Nebenmoden, insbesondere wenn man Messungen genau an der kritischen Umwand-
lungstemperatur der Lipidsuspension durchfiihrt. Die somit bedingte Unsicherheit
in der Bestimmung der Resonanzfrequenzen und der zugehétrigen Halbwertsbreiten
begrenzt den Meflbereich des 4 MHz Resonator nach oben hin.

Fehler in der Schallgeschwindigkeit

Der aufgrund von Temperaturschwankungen und Unsicherheiten in der Frequenzlage
der Hauptmoden resultierende Fehler bei der Bestimmung der Schallgeschwindigkeit
kann mit 0,1 % angegeben werden.

Resultierender Gesamtfehler

Beriicksichtigt man alle oben aufgefiihrten Effekte, die zu Fehlern des mit dem Re-
sonatorverfahren ermittelten Dampfungsexponenten fiithren, so ergeben sich die in
Tabelle 6.2 aufgefithrten relativen Fehler:

6.2 Das Schwingungspulstransmissionsverfahren
Da der Frequenzbereich der Resonatoren zu hohen Frequenzen hin begrenzt ist,
kam, wie zuvor dargelegt, oberhalb von 15 MHz ein anderes Mefiverfahren zum

Einsatz: das Schwingungspulstransmissionsverfahren. Ausfiihrliche Beschreibungen
dieses MeBverfahrens und der verwendeten MeBzellen findet sich in [125] [103] .
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fs | MeBintervall Aa/a Aa/a
[MHz| [MHz] a/f?<5-107"m/s?] | a/f? > 5-1074[m/s?

0.2-0.9 10% 5%

1 1.1-1.8 5% 3%
2.3-2.8 6% 4%
1.0-3.6 10% 5%

4 4.4-7.6 5% 3%
8.4-15 6% 6%

Tabelle 6.2: Relative Gesamtfehler des Démpfungsexponenten fiir
das Resonatorverfahren, unterteilt nach Frequenzbereich und Damp-
fung pro Frequenzquadrat a/ f2.

6.2.1 MeBprinzip

Ein hochfrequentes, harmonisches, elektrisches Signal wird pulstérmig moduliert
(minimale Pulsdauer 7,,;, =~ 1.5us) und dann auf einen piezoelektrischen Schall-
wandler gegeben. Dieser strahlt einen Schallpuls gleicher Frequenz in die Fliissigkeit
ab, und nachdem die Schallwelle die Fliissigkeit durchlaufen hat, wird dieser wieder
durch einen in Schallfeldrichtung beweglichen Schallwandler in einen elektrischen
Schwingungspuls umgewandelt. Prinzipiell liegt somit ein sehr resonatordhnlicher
Aufbau vor. Zwei piezoelektrische Wandler sind in einigem Abstand x parallel zu-
einander angebracht und zwischen ihnen befindet sich die zu messende Fliissigkeit.
Bei einer kontinuierlichen Anregung mit der Spannung U, ergibt sich also das Emp-
fangssignal und die Schalldruckamplitude p, aus der Uberlagerung der zwischen den
Wandlern hin- und herreflektierten Schallwellen. Unter Annahme einer ebenen Wel-
lenausbreitung erhilt man analog zur Ubertragungsfunktion bei den Resonatoren:
e

i

Hierbei sind A, die relative Amplitude und ¢, die Phase des Ubersprechens und
v =a+12nf/cs.

Vernachlassigung der Mehrfachreflexion

Der Term r2e27® beschreibt die Auswirkungen der Mehrfachreflexionen. Sollte je-
doch die Dampfung der Fliissigkeit entsprechend hoch und der Abstand der beiden
Wandler grofl genug (o > 3/z) sein, so ist die Welligkeit mit der Periodenlidnge
A/2 vernachldssigbar. Es ergibt sich dann mit |r?¢**| < 1 und Gleichung (6.16)
ein rein exponentielles Abfallen der Schalldruckampitude am Empfangswandler in
Abhéngigkeit des Abstandes beider Wandler:

perv e ™ (6.17)

Beide Wandler werden nun ausgehend von einer Startposition kontinuierlich ausein-
andergefahren und dabei wird die am Empfangswandler ankommende Schalldruck-
amplitude aufgenommen, und so der Dampfungsexponent iiber den exponentiellen
Abfall des Schalldruckes direkt bestimmt. Durch das Pulsen des kontinuierlichen
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6. MefBverfahren der Ultraschallspektroskopie

Signals wird das zeitliche Trennen des elektrischen Ubersprechens A,e’®* vom am
Empfangswandler anliegenden realen akustischen Signal ermoglicht. Um diese Tren-
nung auch bei vergleichsweise hohen Frequenzen zu gewéhrleisten, wo die Lauf-
zeit des Pulses moglicherweise kiirzer als die minimale Pulsldnge sein kann, werden
Verzogerungsleitungen aus Saphir oder Quarz verwendet. Durch das Pulsen des Si-
gnals werden auch Mehrfachreflexionen vermieden, sollte der Abstand z grofler als
7¢s/2 sein (7 ist die Pulsdauer).

Welligkeit bei geringem Abstand der Wandler

0.50 | .
0.45 ¥ WY,
0.40 | Wy
0.35 | WY

0.30 | -

0.25 | T

X
0.20 } -

Amplitude [V]

0.15 } s

0.10 |

T
Lt N

x [um]

Abb. 6.3: Gemessene Spannungsamplitude (x) iiber dem Abstand
x bei einer Frequenz von 1 GHz der PZT—Zelle bei 25°C, durchgezo-
gene Kurve: Graph der Funktion nach Gleichung (6.16) mit aus der
Anpafirechnung gewonnenen Parameterwerten.

Es tritt eine merkliche Welligkeit in der gemessenen Ubertragungsfunktion auf, soll-
te durch die endlich Pulslédnge der Abstand der Wandler x kleiner als 7¢s/2 sein, ein
ungiinstiges Signal-Rausch-Verhéltnis herrschen oder die maximal mogliche Mef3-
strecke einen sehr kleinen Startabstand erfordern. Dies ist grundsétzlich bei der
hochfrequenten PZT-Apparatur der Fall (siehe Kapitel 6.2.3), wo der maximale
Hub des Piezotranslators auf 40 pum beschrinkt bleibt. Somit ist hier eine Ver-
nachlédssigung der Welligkeit wie bei allen anderen Pulsmefzellen nicht moglich.
Um die Schalldampfung und die Schallgeschwindigkeit zu bestimmen, wird an die
gemessenen Werte die Ubertragungsfunktion jeweils nach jeder erfolgten Messung
(Gleichung (6.16)) angepaft.

Das elektrische Ubersprechen spielt bei der PZT-MeBzelle erst bei Frequenzen ober-
halb von 2 GHz eine merkliche Rolle und wird somit bei den Anpafirechnungen nicht
beriicksichtigt. Abb. 6.3 zeigt eine solche typische MeBkurve der PZT-Mefzelle bei
ca. 1 GHz mit angepafter Ubertragungsfunktion.
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6.2 Das Schwingungspulstransmissionsverfahren

6.2.2 MeBplatz der Pulstransmissionszellen

Abb. 6.4 zeigt den prinzipiellen Aufbau des Mefiplatzes fiir die Pulszellen. Die durch-
gezogene Linie zeigt den Weg des Signals durch den Meflzweig, wihrend die gestri-
chelte Linie den Weg durch den Referenzzweig darstellt. Das Signal des Synthe-
tisiersenders (1) wird mit dem Signal des Rechteck-Pulsgenerators (3) mit Hilfe
eines PIN-Diodenschalters (2) entsprechend moduliert und so ein kurzer Schwin-
gungspuls mit der am Synthetisiersender eingestellten Frequenz erzeugt. Danach
wird das Signal um maximal 40 dB verstarkt (4) und anschlieBend auf ein Koaxial-
relais (5) gegeben, welches das Signal entweder durch den Mefizweig mit der MeB-
zelle (7) (rechts) oder durch den Referenzzweig mit einem Cut-Off-Dampfungsglied
(8) (links) leitet. In der MeBzelle liegt das pulsmodulierte Signal am Sendewandler
(7a) an, der durch die elektrische Anregung ein entsprechendes akustisches Signal
in die Fliissigkeit abstrahlt. Der Puls durchlauft die Fliissigkeit und trifft auf den
gegeniiber dem Sendewandler befindlichen Empfangswandler (7b), der den akusti-
schen Puls wieder in ein elektrisches Signal zuriickwandelt. Die Bauteile (6) lassen
eine manuelle Amplitudenregelung im MeBzweig zu. Bei kleinen Frequenzen und
damit geringerer Dampfung ermoglicht das Dampfungsglied vor der Mef3zelle eine
optimale Abstimmung zwischen Amplitude im Me83- und Referenzzweig, wihrend bei
hohen Frequenzen durch eine Impedanzanpassung mit Kurzschlustrichleitung das
Signal-Rausch-Verhéltnis hinter dem Empfangswandler erheblich verbessert wird.

Das zweite Koaxialrelais (5) fiihrt nun das durch die MeBzelle bzw. durch das Cut-
Off-Glied gelaufene Signal dem Empfangsteil zu. Das Signal wird mit Hilfe eines
weiteren Oszillators (11) gemischt (10) und durchlduft anschliefend einen Filter
(12), der auf die gewiinschte Mischfrequenz eingestellt ist. Das so erhaltene Signal
wird nochmals in (13) variabel verstiarkt und sowohl zu Kontrollzwecken auf einen
Oszillographen (15) gegeben, als auch mittels einer Sample-and-Hold-Schaltung und
einer A /D-Karte (14) zur weiteren Auswertung einem Prozefirechner (22) zugefiihrt.
Der Prozefirechner iibernimmt neben der reinen Auswertung der Daten vielfiltige
Aufgaben bei der Steuerung des gesamten Aufbaus. Der Rechner steuert mit Hilfe
eines Pulsgenerators (16) das Triggersignal fiir den Oszillographen und die Sample-
and-Hold-Schaltung. Das Startsignal wird an den Pulsgenerator (3) gegeben und
die Koaxialrelais (6) werden {iber eine spezielle Treiberkarte mit Hilfe des Rech-
ners geschaltet. Die Einstellung des Abstandes und das wéahrend der Messungen
notige gleichméfiige Auseinanderfahren der Wandler (7a und 7b) wird iiber eine
Motorsteuerungseinheit (17) und einem Schrittmotor (18) erreicht. Lediglich bei der
hochfrequenten PZT-Apparatur werden keine Schrittmotoren verwendet. Dort gibt
der Rechner iiber einen A/D-Wandler eine Spannung zwischen 0 und 10 Volt an
einen Hochspannungverstiarker (bis 1 kV), dessen Hochspannung an einem Piezo-
Translator (PI, Waldbronn) anliegt. Durch die Variation dieser Hochspannung wer-
den die fiir die Pulsmessung notigen Abstandsédnderungen von maximal 40 pm mit
einer Reproduzierbarkeit von 5 nm erreicht. Die Messung des Abstandes (19) er-
folgt tiblicherweise iiber einen optischen Léngentaster (Heidenhain MT60, MT25,
MT10). Nur bei der PZT-Mefizelle wird ein induktiver Léngentaster verwendet
(LVDT, Schlumberger), welcher vor der Messung mittels eines optischen Langen-
tasters (Heidenhain MT12) kalibriert wird. Im Referenzzweig wird die Stellung des
Cut-Off-Dampfungsgliedes iiber die gefahrene Schrittzahl des Motors ermittelt. Mit
Hilfe eines Digitalthermometers (20) wird die Temperatur in der Mefizelle iiberwacht.
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Abb. 6.4: Blockschaltbild des Pulstransmissionsmefiplatzes (durchgezogene Linie: Signalleitung

durch den Meflzweig, gestrichelte Linie: Signalweg durch den Referenzzweig, gepunktete Lini-

en: Steuerleitungen): (1) Synthetisiersender; (2) Modulator; (3) Pulsgenerator; (4) Verstérker;
(5) Koaxialrelais; (6) Amplitudenregulierung (variables Démpfungsglied, Kurzschlufstichleitun-
gen); (7) Mefizelle mit Sende— (7a) und Empfangswandler (7b); (8) Cut—Off-Dampfungsglied;
(9) 10-dB Diampfungsglied als Reflexionsschutz; (10-13) Uberlagerungsempfinger; (14) Sample—
and-Hold-Schaltung und A/D-Wandler; (15) Oszillograph; (16) Pulsgenerator; (17) Motorsteue-
rung oder D/A-Wandler mit 1 kV—Verstérker; (18) Schrittmotor oder Piezo-Translator; (19)
optischer oder induktiver Taster zur Abstandsmessung; (20) Digitalthermometer; (21) Relais-
treiberkarte; (22) Prozefirechner.
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6.2 Das Schwingungspulstransmissionsverfahren

6.2.3 Die PulsmeBzellen

Um den Frequenzbereich oberhalb der Resonatoren von 15 MHz bis 4,6 GHz abzu-
decken, werden insgesamt vier verschiedene Pulsmefzellen verwendet, deren Mef3-
bereiche jeweils aneinander anschlieflen. Dabei verdient die Piezotranslatormefizelle
besondere Aufmerksamkeit, da sie technisch eine Sonderrolle einnimmt und in die-
sem Frequenzbereich hochste technische Anforderungen an die Abstandsmessung
der Wandler gestellt werden.

Die 1-MHz- und 10 MHz-Pulszelle

Beide Mefzellen decken zusammen den Frequenzbereich von ca. 15 MHz bis max.
430 MHz ab und sind in etwa baugleich. Als Schallwandler kommen Lithiumniobat-
(LiNbOg)-Wandler bei der 10 MHz-Pulszelle und Quarzwandler bei der 1 MHz-
Pulszelle zum Einsatz. Eine genauere Konstruktionsbeschreibung findet sich in [125]
[77] fiir die 10 MHz-Zelle und in [82] fir die 1 MHz-Zelle. Die moglichen MeBfre-
quenzen ergeben sich entsprechend durch die jeweiligen Resonanzfrequenzen der
Wandler und deren ungeradzahliger Vielfache. Nach oben hin wird der mefibare
Frequenzbereich durch das mit hoherer Ordnung der Oberschwingung abnehmen-
de Signal-Rauschverhéltnis bestimmt. Die untere Grenze des Frequenzbereiches ist
durch endliche Lénge des Meiweges durch die Fliissigkeit bestimmt, da bei relativ
geringer Dampfung der Fliissigkeit durch einen zu kurzen Mefiweg nur ein unzurei-
chender Abfall der Schalldruckamplitude zu verzeichnen ist.

Die Hyperschallpulszelle

Bei dieser Mefizelle, die den Frequenzbereich von ca. 500 MHz bis 1 GHz abdeckt,
wird ein anderes Verfahren zu Schallerzeugung benutzt [81]. Ein etwa 10 mm lan-
ger piezoelektrischer LiNbO3-Stab mit einem Durchmesser von 3 mm wird nach
dem Prinzip der Oberflichenanregung nach Bommel und Dransfeld [14] angeregt.
Die Schalldetektion geschieht reziprok analog. Beide Wandler ragen ca. 1 mm aus
ihrer Ummantelung in den Meflbereich, und auf der anderen Seite ebenfalls ca. 1
mm in einen Koaxialresonator, der durch Verschieben eines Kurzschlulschiebers
auf die jeweilige Frequenz abgestimmt werden kann. Das Ein- und Auskoppeln des
elektromagnetischen Feldes geschieht {iber Induktionsschleifen. Somit kénnen die
Meffrequenzen in einem weiten Bereich beliebig ausgewéahlt werden. Dabei wird die
Frequenzuntergrenze durch die Mindestlange des Kurzschlu8schiebers von A/4 auf
500 MHz begrenzt. Die obere Grenze des meflbaren Frequenzbereiches wird durch
das zunehmende schlechte Signal-Rausch-Verhéltnis gebildet. Der derzeitige Zustand
der Apparatur liefl es zu, bis ca. 1,1 GHz Mefpunkte aufzunehmen.

Die Abstandsmessung bei dieser Apparatur erfolgt wie bei den anderen Pulszel-
len mittels eines optischen Léngentasters. Aus Konstruktionsgriinden kann diese
Langenmessung jedoch nicht auf der Achse vorgenommen werden, auf der sich die
Schallwandler befinden. Die Messung erfolgt ca. 5 cm von dieser Achse versetzt auf
der scheibenférmigen Wandlerhalterung. Somit ist eine prinzipielle Ungenauigkeit,
die auf ein Verkippen dieser Platte zuriickzufiihren ist, nicht auszuschliefen. Durch
die Verwendung von spielfreien Kugellagern wird versucht diesen Fehler mdoglichst
gering zu halten. Eine genaue Beschreibung der Apparatur findet sich in [103].
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Die Piezotranslatorpulszelle

Da sich oberhalb von ca. 1 GHz die benétigten Mefistrecken derart verkiirzen, dafl
eine verlaBliche Positionierung mittels Schrittmotoren nicht mehr moglich ist, mufl
fiir den Frequenzbereich oberhalb von 1 GHz eine andere Methode gefunden werden
[81]. Die Anderung des Abstandes der Wandler wird mittels eines Piezotranslators
bewerkstelligt. An diesen wird eine frei einzustellende Hochspannung von 0 bis 1000
Volt angelegt, was dazu fithrt, daf§ der Piezotranslator einen maximalen Hub von
ca. 40 um erzeugt, welches fiir den Meflbereich ab 1 GHz vollig ausreichend ist. Das
Wandlersystem bei dieser Apparatur wird von einem piezoelektrischen ZnO-Film
gebildet, der auf eine Saphir-(Al,O3)-Verzogerungsleitung (mit einer Lange von 10
mm und einem Durchmesser von 7mm) auf eine Fliche von ca. 12 mm? gesput-
tert wird [81]. Die so erhaltene, ca. 1 um starke ZnO-Schicht wird wie bei der 10
MHz-Pulszelle zu Dickeschwingungen angeregt, wobei eine etwa 0,1 um dicke Gold-
und Chromschicht als Grundelektrode dient. Das gesamte System, bestehend aus
der ZnO-Schicht, der Goldelektrode und der Saphir-Verzogerungleitung, bildet ein
Resonanzsystem, welches durch die verschieden Impedanzen zwischen den diversen
Materialien und durch deren Kopplung die breitbandige Grundresonanz der ZnO-
Schicht bei ca. fy ~ 3G Hz verschiebt und verformt. Gute Ubertragungseigenschaf-
ten werden somit empirisch bei den Frequenzen 0.8 - 2.6 GHz (mit einem Maximum
bei ca. 1.3 GHz) und 3.7 - 4.6 GHz (mit einem Maximum bei 3.9 GHz) gefunden.
Die Verwendung von Saphir in der Verzogerungsleitung hat im Gegensatz zu Quarz-
glas (a/f? = 0.13s?/m) bei der 10 MHz-Pulszelle den Vorteil einer sehr geringer
Schallddmpfung (a/f? = 0.0021s*/m). Jedoch fiihrt die Verwendung von Saphir
auch zu einer besonders hohen Impedanz an der Grenzfliche zwischen Saphir und
der Fliissigkeit. Es hat sich jedoch gezeigt, dal die Genauigkeit der Apparatur auch
ohne eine spezielle Impedanzanpassung ausreichend hoch ist.

Zusammenfassung

Die technischen Daten aller oben beschriebenen Pulszellen sind in Tabelle 6.3 zu-
sammengefafit.

6.2.4 Ablauf der Messung

Zunéchst wird das Mefivolumen der Mefzelle mit der zu messenden Fliissigkeit, die
zuvor entgast wurde, vorsichtig befiillt. Ein Deckel schiitzt vor Konzentrationsénde-
rungen wiahrend der Messung. Bei der PZT-Apparatur wird das Mefivolumen mit
Silikonringen entsprechend abgedichtet.

Vor Beginn jeder Messung wird die Pulstransmissionszelle auf die gewiinschte Tem-
peratur gebracht, welche durch das Digitaltermometer gemessen wird. Im Fall der
PZT-Apparatur wird schon vor der Befiillung mit der Meffliissigkeit eine Kalibrie-
rung des induktiven Langentasters vorgenommen.

Die gewiinschte Frequenz wird am Sender eingestellt und der Uberlagerungsem-
pfianger auf das Signal des Cut-Off-Dampfungsgliedes abgestimmt. Dieses geschieht
wéahrend der Beobachtung des Pulses auf dem Oszilloskop. Danach wird in den Mef3-
zweig geschaltet und die Amplitude des Pulses wird nach dem Wéhlen eines Startab-
standes der Wandler mittels des variablen Dampfungsgliedes bzw. den Stichleitungen
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Bezeichnung 1-MHz- 10-MHz- Hyperschall—- PZT-
Pulszelle Pulszelle zelle Zelle
Wandlermat. Quarz LiNbOj3 LiNbOj3 ZnO
T¢[mm] 20 / 30 6 1.5 3.5 (V.—leitg.)
fq[MHz] 1.00 10.8 breitbandig ~ 1300
fn (2n+1)f, 2n+1)f, 0.5-2.0 GHz 1.1-2.6 GHz
frmaz[MHz] 63 435 2000 4600
T[ps] 10-5 4-2 1.5 1.5
Taster optisch, MT60 | optisch, MT25 optisch, MT10 induktiv, LVDT
Tasterposition axial axial 5 c¢m achsenparallel axial
Tmin[Dm)] 125 125 0.5 8
Tmaq [Mm] 40 25 1 0.04
V{ml] ~ 130 ~ 10 ~ 3 ~ 0.5

Tabelle 6.3: Technische Daten der Meflzellen mit Pulstransmissions-
verfahren: Radius r, und Grundresonanzfrequenz f, der Kristallwand-
ler; f,: mogliche Meffrequenzen und fp,.x: maximale Meffrequenz; 7:
Pulsldnge; Z.nin: minimale und x,,4,: maximale Abstandsénderung
zwischen den Wandlern; V': Fliissigkeitsvolumen der Mefizelle.

so eingestellt, dafl sich der Pegel der Sample-And-Hold-Schaltung im Linearitédtsbe-
reich unterhalb von 800 mV befindet.

Mit Hilfe von Justierschrauben kann nun die Parallelitdt der Wandler nachgeregelt
werden. Dieses ist bei der 10 MHz-Pulszelle bei jeder neu eingedellten Frequenz
notig, wiahrend es bei der Hyperschallzelle und bei der PZT-Zelle nur einmalig er-
folgen muf.

Nun wird eine Meflstrecke entsprechend eines Pegelabfalls von 3 - 15 dB gewéhlt.
Die Messung wird gestartet und die Apparatur fihrt die Wandler kontinuierlich
auseinander. Dabei werden an ca. 400 Stiitzstellen jeweils der Abstand der Wandler
und der zugehorige Amplitudenwert der Samle-And-Hold-Schaltung aufgenommen.
Danach wird wieder in den Referenzzweig geschaltet und ca. 60 Spannungswerte
mit Hilfe des Cut-Off-Gliedes, die allerdings innerhalb des gemessenen Spannungs-
intervalles aus dem MeBzweig liegen, aufgenommen. An diese Werte werden zur
Glattung Polynomabschnitte angepaf3t und so die Kennlinie der gesamten Elektro-
nik bestimmt. So wird mittels der Daten aus dem Referenzzweig und der Werte aus
dem Mefizweig der Dampfungswert « bei der oben eingestellten Frequenz errechnet.
Anschlielend kann eine neue Mefifrequenz eingestellt werden.

6.2.5 MeBfehler

Die zumeist apparativ bedingten Fehler sind bereits mehrfach beschrieben worden
[125], so dafl in dieser Stelle nicht detailliert darauf eingegangen werden soll. Je-
doch ergaben sich Fehler, die nur spezifisch mit den gemessenen Lipidsuspensionen
zusammenhéngen.

Die 1 MHz-Pulszelle und die 10 MHz-Pulszelle zeigten im verwendeten Temperatur-
und Mefibereich keine besonderen Abnormititen, so dafi die iiblichen apparativen
Fehler anzugeben sind.

Die Thermostatierung der Hyperschallapparatur (500 MHz - 1,1 GHz) muf} insbe-
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sondere bei Temperaturen, die sich nicht in der Ndhe der Raumtemperatur befinden,
als nicht zufriedenstellend anesehen werden. Das Mef3volumen ist lediglich durch das
wandlerhaltende Metall mit den Wasser durchflossenen Bereichen der Zelle verbun-
den. Die Warmeleitfihigkeit des Metalls sorgt fiir die gewiinschte Thermostatie-
rung. Jedoch ist dieser Bereich der Apparatur nur durch eine Plexiglas-Wand von
den AuBenwelt und damit von der Raumtemperatur getrennt. Versuche die gesamte
Mefzelle mit Isoliermaterial einzudecken, brachten nur geringfiigige Verbesserungen.
Somit kann die Temperaturkonstanz nicht immer iiber den Zeitraum einer Messung
gewahrleistet werden. Der dadurch entstandene Fehler in o wird bei Temperaturen
< 15°C und > 35°C mit 3 % abgeschétzt.

Zusétzlich dazu kommt das schon angesprochene nicht genau einzuschétzende Ver-
kippen der Platte, auf der sich die Wandlerhalterung, die Abstandsmessung und die
Spindel befindet. Eine merkliche Zunahme des Fehlers bei hohen Temperaturen ist
eindeutig zu bemerken. Durch Wassermessungen bei den entsprechend hohen Tem-
peraturen kann der durch diesen Effekt verursachte Fehler mit ca. 4 % angegeben
werden.

Die Wandler der Zelle sind mit Bienenwachs in die Wandlerhalterung eingeklebt.
Dieses hatte zur Folge, daf§ bei den verhiltnisméfig hohen Temperaturen von >
35°C, einige Messungen abgebrochen werde mufiten, da sich die Wandler, bedingt
durch das Schmelzen des Wachses, aus der Halterung gelost hatten.

Die Piezotranslatorzelle zeigte wie die Pulszellen keine besonderen Fehler.

Die in Tabelle 6.4 angegebenen apparativen Fehler beruhen auf von Uberlegungen
von K. Menzel [103] und A. Rupprecht [125], wo eine detaillierte Untersuchung der
auftretenden Fehler vorgenommen wird.

] Pulszelle H Bereich ‘ rel. Gesamtfehler ‘

a<61/m 3%
1-MHz a>61/m 2%

£ > 30 MHz 2.5%
f <50 MHz 1%

10-MHz sonst 0.7%
f > 300 MHz 1%
Hyper- x > 20pum 2%
schall sonst 3%
< 15°C 7%
> 35°C 8%

PZT- x > 20pm < 1%
Hyperschall || 2 < x < 20pum 1.5%

Tabelle 6.4: Meflbereiche der verwendeten Pulszellen mit dem ab-
geschitzten relativen Gesamtfehlern bezgl. des (a)\)gesamt—Wertes und
deren Geltungsbereiche nach [125]

108



7 MeBergebnisse der
Ultraschallspektroskopie

Im folgenden werden die gemessenen Ultraschallspektren der verschiedenen Lipid-
suspensionen vorgestellt. Dabei stellt die Suspension DMPC/Wasser das einfach-
ste System dar, besteht die Membran dort doch nur aus einer Lipidsorte mit ei-
ner Schmelztemperatur bei ca. 24 °C. Trotzdem zeigen schon die Spektren dieser
Losung ein recht komplexes Verhalten. Meistens konnen die Spektren durch zwei
Debye-Relaxationsprozesse und dem Bhattacharjee-Ferrell-Prozel beschrieben wer-
den. Wie in Kapitel 2 erlautert, weisen alle Suspensionen eine spezifische Umwand-
lungstemperatur auf, bei der die Membran vom gelférmigen in den fluiden Zustand
wechselt. Um nun den einzelnen Relaxationsprozessen jeweils eine molekulare Ursa-
che zuschreiben zu kénnen, wurden von jeder Suspension Spektren bei verschiedenen
Temperaturen aufgenommen. Bei der DMPC/Wasser Suspension sind es insgesamt
dreizehn Stiick, jedoch mit zwei unterschiedlichem Konzentrationen. Dabei sind die
MefBiwerte der Spektren von DMPC/Wasser bei 15 °C, 20 °C, 23.5 °C, 24 °C, 24.5 °C,
28 °C und 32 °C und von DMPC/Cholesterin 92,5:7,5 bei S. Halsternberg [48], die
Spektren DMPC/Cholesterin 95:05, 90:10 und DMPC/DPPC 83:17 bei M. Hockel

[65] entnommen.

7.1 Darstellung der Spektren

Der Meffrequenzbereich aller Spektren reicht von ca. 180 kHz bis 2 GHz. Die Dar-
stellung der Spektren erfolgt entweder in der («/ f?)-Darstellung, oder sie werden in
der Form

(CK)\)exc. = (&A)gesamt - B f (71)

priasentiert, um die Charakteristik der Zusatzdampfung hervorzuheben. Dabei ist der
B-Wert aus der Anpafirechnung bestimmt worden. Wegen der doppelt logarithmi-
schen Skalierung der (a\)q..-Darstellung werden negative Werte positiv angezeigt,
die allerdings dann mit einem Plus versehen () werden.

7.1.1 AnpaBrechnungen

In der Ultraschallspektroskopie versucht man nach der eigentlichen Messung der
Spektren, von deren Verlauf und Form auf molekulare Prozesse zu schlielen. Dies
geschieht hier, indem theoretische Kurven von Relaxationsmodellen an die Werte der
Ultraschallspektren mittels des mathematischen Algorithmus der kleinsten Quadrate
von Marquardt [98] angepafit werden.

Durch die in der Schallgeschwindigkeitsmessung und Kaloriemetrie gewonnenen In-
formationen iiber die Natur des Schmelzvorganges der Lipidmembran liegt es nahe,
mit einem Fluktuationsmodell fiir die Ultraschalldémpfung anzusetzen. Jedoch zei-
gen Versuche, die Spektren mittels eines einzigen Bhattacharjee-Ferrell-Terms zu
beschreiben, nur unbefriedigende Ergebnisse.

Die sich anschliefenden Anpafirechnungen mit einem zusétzlichen Debye-Term brin-
gen schon eine wesentlich grofere Ubereinstimmung der theoretischen Kurve mit den
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7. MefBergebnisse der Ultraschallspektroskopie

Ultraschallspektren. Dennoch zeigt sich, dafl insbesondere bei den Spektren in der
Néhe der Umwandlungstemperatur ein Debye-Term definitiv nicht ausreicht.
Anpafirechnungen mit einem Bhattacharjee-Ferrell-Term und drei Debye-Termen
bringen wegen der grofieren Zahl von Parametern eine gute Ubereinstimmung der
theoretischen Kurve mit den Mefkurven, allerdings ist die Verwendung von drei
Debye-Termen nur im Einzelfall moglich. Zudem zeigt sich, dafl einige wenige
Spektren durchaus "nur” mit einem zusétzlichen Debye-Term anzupassen sind. In
seltenen Fillen gelingt sogar eine Anpassung unter ausschlieSlicher Verwendung
des Bhattacharjee-Ferrell-Terms. Aufgrund dieser offensichtlichen Diskrepanzen und
Schwierigkeiten wird nicht wie sonst iiblich von Spektrum zu Spektrum entschieden,
ob die theoretische Funktion das Spektrum gut beschreibt, sondern alle Spektren
werden bei den Anpafirechung in ihrer Gesamtheit betrachtet. Dabei gelten folgen-
de Kriterien fiir eine ”"gute” Anpassung:

Losgeloste Debye-Terme: Es erscheint unphysikalisch, dafl beispielsweise ein
Debye-Term bei den Spektren der Temperatur oberhalb und unterhalb des
gerade betrachteten Spektrums vorhanden ist und auch in etwa die gleiche
Relaxationszeit aufweist, aber bei dem gerade betrachteten Spektrum voéllig
verschwunden ist. So wird, falls n6tig, auch ein Parameter eines Debye-Terms
festgehalten.

Unsinnige BF-Parameter: Ebenso macht es wenig Sinn, wenn wgp bei einer
Temperatur weit auflerhalb der Umwandlungstemperatur fast Null ist, obwohl
dieses jedoch nur bei 7}, sinnvoll erscheint.

Stetigkeit der Parameter: Alle Paremeter, sowohl die des Bhattacharjee-Ferrell-
Terms als auch die der Debye-Terme, miissen im Rahmen der Fehler eine ste-
tigen Verlauf iiber der Temperatur aufweisen.

Die zur Umrechnung der o/ f2-Daten in die (a-\)-Daten notwendige Schallgeschwin-
digkeit ist aus den entsprechenden Messungen dazu hinlédnglich bekannt. Dispersion
kann iiber dem betrachteten Frequenzbereich vernachlassigt werden, da selbst bei
der Suspension mit der hochsten Konzentration an der Umwandlungstemperatur die
auftretende Dampfung zu einer Dispersionsstufe von weniger als 0,5% fithrt. Dieser
Fehler ist gegeniiber den apparativen Fehlern zu vernachléssigen.

Fast alle Spektren konnen schliefSlich mittels einer Spektralfunktion bestehend aus
einem Bhattacharjee-Ferrell-Term und zwei Debye-Termen hinreichend beschrieben
werden:

2
(O-//\)gesamt - ABFW_O.OB’QF(Q) + Z Az

=1

Lediglich bei den Suspensionen DMPC/Cholesterin 85:15 und 66:33 reicht ein Bhat-
tacharjee-Ferrell-Term und nur ein Debye-Term zur Beschreibung der Spektren aus:

WwT;

Trep B 2

wTy

N gosamt = Appw “F(Q) + A — 2
() gesamt = ApFw Q)+ 4 5 (wn)?

—B-f . (7.3)
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7.1 Darstellung der Spektren

7.1.2 Festlegung von Parametern

Bei fast allen Spektren konnen die Parameter der Spektralfunktion durch vollig freie
Anpassung gewonnen werden. Die spezielle Form der angepafiten Spektralfunktion,
insbesondere die Zusammenfassung des hochfrequenten Anteils aulerhalb des gemes-
senen Spektrums durch den Term B - f, fithrt bei einigen Spektren zu Problemen
bei den Anpafirechnungen. Liegt einer der beiden Debye-Terme am oberen Ende des
gemessenen Spektrums, so kann dieser Prozef3 unter Umsténden nicht mehr eindeu-
tig festgelegt werden. Dieses fiihrt bei freier Anpassung dazu, daf§ der Debye-Term
in dem hochfrequenten Bereich auflerhalb des Spektrums mit sehr hoher Amplitude
gelegt wird und der B-Wert gegen Null tendiert. Um diese unrealistischen und un-
physikalischen Werte zu verhindern, muf3 bei einigen Spektren wiahrend der Anpas-
sung der Spektralfunktion der B-Wert festgehalten werden. Dabei wird allerdings
die Hohe des B-Wertes aus einer Interpolation aus Werten der Spektren anderer
Temperaturen ermittelt, um eine moglichst realistische Grofle zu erhalten.

Falls notig, wird in Einzelfillen auch ein Parameter eines Debye-Terms festgehalten.
Auch hier wird der Wert so gewéhlt, dafi er im Vergleich zu den Werten bei anderen
Temperaturen realistisch erscheint.

Festgehaltene Parameter sind durch den Kursivdruck in den Tabellen der Parameter
(Tabelle 7.1, 7.2, 7.3 und 7.4) speziell gekennzeichnet.

7.1.3 DMPC/Wasser

In den folgenden Abbildungen 7.1, 7.2, 7.5, 7.6 und 7.7 sind die Spektren der
DMPC/Wasser Suspensionen bei verschiedenen Temperaturen einmal in der (a/ f?)-
Darstellung und in der (@), -Darstellung aufgefithrt. Beim Vergleich der Spektren
untereinander ist zu beachten, daf8 die Suspension DMPC 2 24 bei den Tempera-
turen 18 °C, 22 °C, 25 °C, 26 °C, 27 °C und 30 °C und die DMPC 10 % Lésung
bei den Temperaturen 15 °C, 20 °C, 23.5 °C, 24 °C, 24.5 °C, 28 °C und 32 °C [4§]
gemessen wurde.

Abb. 7.3 zeigt das Spektrum der DMPC 10 4 Suspension bei 15 °C mit angepafter
Spektralfunktion. Zur Verdeutlichung des Verhéltnisses der Amplitude der einzelnen
Prozesse untereinander sind in dieser Abbildung aufler der gesamten Spektralfunk-
tion (durchgezogene Linie) auch die einzelnen Prozesse (gestrichelte Linien) darge-
stellt. Man sieht ganz deutlich die Dominanz des Bhattacharjee-Ferrell-Term bei der
Beschreibung der Dampfung. Die zwei Einzelzeitrelaxationen bezitzen im Verhéltnis
dazu eine fast verschwindend geringe Amplitude. In Abb. 7.4 ist das Spektrum der
gleichen Suspension bei 24 °C in der gleichen Darstellungsform zu sehen. Die zwei
Debye-Terme haben im Vergleich zur Abb. 7.3 eine grofiere Amplitude, doch auch
hier dominiert eindeutig der Bhattacharjee-Ferrell-Term.

Betrachtet man alle gemessenen Spektren der DMPC/Wasser Suspensionen ver-
schiedener Temperaturen in der (@), -Darstellung untereinander, so féllt sofort
die starke Forméanderung der Spektren mit der Anderung der Temperatur auf. Die
beiden Einzelzeitrelaxationen sind unterhalb des Umwandlungsbereiches getrennt
voneinander im hochfrequenten Teil des Spektrum zu finden. In der Umwandlung
wandern diese beiden Prozesse zusammen in den tieffrequenten Bereich und liegen
dort derart dicht beieinander, dafl sie kaum voneinander zu trennen sind. Oberhalb
der Umwandlungstemperatur liegen die beiden Debye-Terme erneut im hochfrequen-
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Abb. 7.1: Ultraschallspektren der DMPC 2 24 Suspensionen in der
a/ f2-Darstellung
[T T T T
20 + 15.00C
10 + 20.0°C
6r 0 23.5°C
4 L
o 24.0°C
2y * 24.50C
iy s 28°C
o~ I
o 06} v 320C
& 04
~
o}
0.2¢
0.1F & ]
5, g
0.06 | T BEgo,
0~04 B v ;% é a Rt g gy, .
v, $$ Agﬁﬁ&ﬁ§§ 5’9 ég;.{}:@)x
0.02} e
0.01 1, . L . M| . M| . M| .
0.1 0.2 0.6 1 2 4 6 10 20 4060 100 200 400 1000

f [105Hz]

Abb. 7.2: Ultraschallspektren der DMPC 10 % Suspensionen in der

a/ f2-Darstellung
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Abb. 7.3: Ultraschallspektrum der DMPC 10 74 Suspensionen in
der o/ f2-Darstellung bei 15 °C; die durchgezogene Linie stellt die an-
gepafite Spektralfunktion dar und die gestrichelten Linien die Beitrége

der einzelnen Relaxationsterme
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Abb. 7.4: Ultraschallspektrum der DMPC 10 74 Suspensionen in
der o/ f2-Darstellung bei 24 °C; die durchgezogene Linie stellt die an-
gepafite Spektralfunktion dar und die gestrichelten Linien die Beitrige

der einzelnen Relaxationsterme
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Abb. 7.5: Ultraschallspektren der DMPC Suspensionen; Konzentra-
tion und Temperatur von oben nach unten: 10 74 15 °C, 2 24 18 °C,
10 724 20 °C, 2 24 22 °C, 10 74 23,5 °C mit angepafiter Spektral-
funktion (7.2)



7.1 Darstellung der Spektren

(an),, +10° (an),, +10° (an),, +10° (o), -10°

(a),, *10°

4.5

3.5
3.0

2.5
2.0

1.5

1.0

o i

0.1 0.2 04071 2 345710 30 50 100 200 400 1000 6000

4.5
3.5

2.5
2.0

1.5

1.0
0.80

0.1 0.2 0.40.71 2 345710 30 50 100 400 1000 6000

f [10%Hz]

0.76
0.66
0.58
0.50
0.44
0.38
0.32
0.28
0.24

(0]

0.1 0.2 0.40.71 2 345710 30 50 100 400 1000 6000

0.75
0.60

0.45
0.35
0.25
0.20
0.15

f [10%Hz]

O o

(2]

0.1 0.2 0.40.71 2 345710 30 50 100 400 1000 6000

0.40
0.30

0.20
0.15

0.10 ¢

0.080
0.065

f [10%Hz]

01 03 071 2 345710 3050 100 400 1000 6000
f [105-Hz]

Abb. 7.6: Ultraschallspektren der DMPC Suspensionen; Konzentra-
tion und Temperatur von oben nach unten: 10 224 24 °C, 10 74 24,5
°C, 2 24 25 °C, 2 24 26 °C, 2 24 27 °C mit angepaBter Spektral-
funktion (7.2)
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Abb. 7.7: Ultraschallspektren der DMPC Suspensionen; Konzentra-
tion und Temperatur von oben nach unten: 10 724 28 °C, 2 =4 30 °C,
10 24 32 °C mit angepafter Spektralfunktion (7.2)
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DMPC

T C App I Ap, D1 Apo TD2 B
oy (5] (107 [MHz] [107°] [ns] [107] [ns] [ps]
15,0 | 10 obwav waav ovﬂﬁmv S“mﬁmv HNQGV obwﬁd %@vaﬁmv
18,0 2 ovamav obib ohwﬁwd wm@ okﬁ,@v o“mﬂﬁwv wwbi@
20,0 | 10 | 2,01(3) | 0,106(16) | 0,24(5) | 12,9(16) | 0,97(7) | 0,73(5) | 38,62(11)
220 2 | 0,55(3) | 0,015(17) | 0,1(3) | 100(289) | 0,1(3) | 37(69) 35,05
23,5 | 10 w“mﬂﬁmv ovoomﬁv wqmﬁwv Hooﬁb ﬁﬁwv ww?@ wmhi:v
24,0 | 10 mﬁ@ va -107° mb@ﬁwv meﬁmv wkmﬁb wwvmﬁmv w%mwav
24,5 | 10 w“moﬁd ovgwﬁmv fﬂﬁmmv Hmmﬁwv %ﬂo@ov mmvmﬁov w%%ﬁwv
25,0 2 PS@GE oLqud ouwwav mHva ovmoav wﬁoﬁ@ wwhmﬁmv
26,0 2 okow@mv obib oLoAmv mHEC okw?@ Hmvﬁwb wﬁwwAmv
27,0 2 Pw@mﬁwv oko?@ o“waﬁmv vam@v oLwAmv ovmﬁv wovmiwv
28,0 | 10 th?c P@wav vaid mumﬁmov whﬁwv oLmAd wobﬁd
30,0 2 ohwwav okﬁmv ohwwﬁmv Fﬂav ohwﬁmwv ohaav 27,92
32,0 | 10 okwmﬁmv mLva rwmmﬁwv mkﬁ@ wvmﬁb ohw@ mﬂwav

Tabelle 7.1: Parameter aus der Anpassung der Spektralfunktion (7.2) an die Spektren der reinen DMPC Suspensionen; festge-
haltene Parameter sind kursiv gedruckt
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ten Teil des Spektrums. Die Parameter der angepafiten Spektralfunktion sind in
Tabelle 7.1 aufgefiihrt.

7.1.4 DMPC/Cholesterin 95:05

In Abb. 7.8 folgen die Spektren der DMPC/Cholesterin 95:05 Suspension bei drei
verschiedenen Temperaturen mit der Konzentration 10 =4 (MeSpunkte aus [65]).
Deutlich ist eine starke Forménderung der Spektren und ein dhnlicher Gang der
Debye-Terme bei verdnderter Temperatur wie bei reinem DMPC zu sehen. Offen-
sichtlich scheint die ”geringe” Zugabe von nur 5 % Cholesterin die Eigenschaften
der Membran nicht merklich zu beeinflussen.

(o) +10°

1 H . . . .
0.1 0.2 04071 2 345710 30 60100 200 400 1000 6000
f [108-Hz]
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26
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0.1 0.2 0.40.71 2 345710 30 50 100 400 1000 6000
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Abb. 7.8: Ultraschallspektren der DMPC/Cholesterin 95:05 10 4
Suspensionen; Temperatur von oben nach unten: 20 °C, 24 °C, 28 °C
mit angepafiter Spektralfunktion (7.2)
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7.1.5 DMPC/Cholesterin 92.5:7.5

Abb. 7.9 zeigt die Spektren der DMPC/Cholesterin 92.5:7.5 10 24 Suspension bei
drei verschiedenen Temperaturen (Mefipunkte aus [48]). Auch hier ist die Dynamik
des Schmelzprozesses der Membran durch die charakteristischen Verédnderungen im
Ultraschallspektrum mit der Temperatur zu entdecken.
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Abb. 7.9: Ultraschallspektren der DMPC/Cholesterin 92,5:7,5 10 74
Suspensionen; Temperatur von oben nach unten: 20 °C, 24 °C, 28 °C
mit angepafiter Spektralfunktion (7.2)

7.1.6 DMPC/Cholesterin 90:10

Die Spektren der DMPC/Cholesterin 90:10 Suspension bei drei verschiedenen Tem-
peraturen mit der Konzentration 10 ¢ (MeBpunkte aus [65]) sind in der Abb. 7.10
dargestellt. Auch bei dieser Zusammensetzung der Membran unterliegen die Ultra-
schallspektren einer Forménderung. Dennoch ist eine Anderung der Spektren im
Vergleich zu den anderen DMPC/Cholesterin Mischungen und zu den Spektren der
DMPC/Wasser Suspensionen zu erkennen. Die Parameter aus den Anpassungsrech-
nungen sind in Tabelle 7.2 aufgefiihrt.

119



7. MefBergebnisse der Ultraschallspektroskopie

2.0
1.5

1.0
0.85
0.75
0.65

(o) 10°

0.1 0.2 0.40.71 2 345710 30 50 100 400 1000 6000

3.4
3.0

2.6

2.2
2.0
1.8

1.6 00

0.1 0.2 04071 2 345710 30 50 100 200 400 1000 6000
f [10%Hz]

(o) 10°

2.4
2.0

1.6
1.4

1.2
1.0 f

0.88
0.78

(oA ) +10°

0.1 0.2 04071 2 345710 3050 100 400 1000 6000
f [105-Hz]

Abb. 7.10: Ultraschallspektren der DMPC/Cholesterin 90:10 10 =%
Suspensionen; Temperatur von oben nach unten: 20 °C, 24 °C, 28 °C
mit angepafiter Spektralfunktion (7.2)

7.1.7 DMPC/Cholesterin 85:15

Mit steigendem Cholesteringehalt sollte nach den Warmekapazitéits- und Schallge-
schwindigkeitsmessungen die charakteristische Umwandlung der Membran bei 24
°C zunehmend verschwinden. Um die molekularen Vorgéinge in der Lipiddoppel-
schicht zu verstehen, wurden auch Suspensionen mit vergleichsweise hohem Choles-
teringehalt in der Ultraschallspektroskopie gemessen. Abb. 7.11 zeigt die Spektren
der DMPC/Cholesterin 85:15 2 ™4 Suspension bei fiinf verschiedenen Tempera-
turen. Man sieht deutlich, dal sich kaum noch Verédnderungen des Spektrums bei
verdnderter Temperatur ergeben. Schaut man genau hin, so entdeckt man eine leichte
Verschiebung des mittelfrequenten Debye-Prozesses und des Bhattacharjee-Ferrell-
Prozesses.

7.1.8 DMPC/Cholesterin 66:33

Abb. 7.12 zeigt die Spektren der DMPC/Cholesterin 66:33 2 4 Suspension bei fiinf
verschiedenen Temperaturen. Nun ist aufgrund des hohen Cholesteringehaltes die
charakteristische Umwandlung vo6llig verschwunden und alle fiinf Spektren zeigen
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7.1 Darstellung der Spektren

DMPC:Cholesterin 95-05

T c App r Ap; D1 Aps TD2 B
el B | (1077 [MHz] [107°] [ns] [107°] [ns] [ps]
20,0 | 10 qum@wv 0,087(10) 0,77(4) 9,8(5) Pﬂﬁmv o“mmAd wwgmﬁyov
24,0 | 10 | 10,4(220) | 4(8) 10710 2,15(12) | 271(21) | 3,24(9) 21,8(9) 34,53(7)
28,0 | 10 fmwﬁv ogwi@.v f@iiv Hmhﬁv fﬂﬁmv fﬂmﬁd wf@.m@ov
DMPC:Cholesterin 92-07
T C App r Ap: TD1 Apy TD2 B
POL (2] | 10 | MHz | [107% | [s] | 107 | [ng] [ps]
20,0 | 10 | 2,31(4) 0,220(21) 0,92(6) 12,3(4) | 1,16(12) | 0,40(5) | 38,09(13)
24,0 | 10 @“ﬁwov ovoooooimv va@ﬁmv mwoﬁb wummﬁb Hmvmﬁ:v 34,461
28,0 | 10 who?c Pwﬁ@b NEA@V P@oﬁd w@ ohwﬁwv wouaﬁmv
DMPC:Cholesterin 90-10
T C App I Apy D1 Apsy TD2 B
oy (28] (1077 [MHz] [107°] | [ms] | [107% ] [ps]
20,0 | 10 Nwm@ ovwwm@b o“wmav wo&v fo?c o“wm@v wmuw?c
24,0 | 10 | 4,669(56) | 0,000093(14) | 0,95(8) | 192(21) | 2,03(5) | 20,2(7) | 34,42(7)
28,0 | 10 w“owﬂwv ohﬂﬁwv rmoﬁv Hwhﬁv ohwﬁmv whmﬁb wﬁﬁav

Tabelle 7.2: Parameter aus der Anpassung der Spektralfunktion (7.2) an die Spektren der DMPC/Cholesterin 95:05, 92.5:7.5

und 90:10 Suspensionen; festgehaltene Parameter sind kursiv gedruckt
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7. MefBergebnisse der Ultraschallspektroskopie
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Abb. 7.11: Ultraschallspektren der DMPC/Cholesterin 85:15 2 4
Suspensionen; Temperatur von oben nach unten: 20 °C, 23 °C, 24 °C,
25 °C, 28 °C mit angepaBter Spektralfunktion (7.3)
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Abb. 7.12: Ultraschallspektren der DMPC/Cholesterin 66:33 2 74
Suspensionen; Temperatur von oben nach unten: 20 °C, 23 °C, 24 °C,
25 °C, 28 °C mit angepaBter Spektralfunktion (7.3)
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7. Mefergebnisse der Ultraschallspektroskopie

DMPC:Cholesterin 85-15

T C >mh r >UH TD1 B
O[5 | [107°] [MHz| [1077] ] [ps]
20,0 | 2 | 0,367(15) | 0,12(4) | 0,21(3) | 12,8(1,7) | 37,84(9)
230 | 2 |0567(11) | 0,012 |0,240(18) | 16,8(18) | 34,26(8)
24,0 2 | 0,546(8) | 0,015(7) | 0,198(22) | 15,8(16) | 33,24(6)
25,0 | 2 |0,514(13) | 0,035(18) | 0,27(3) | 11,7(11) | 32,33(8)
28,0 | 2 |0,406(10) | 0,050(20) | 0,38(3) | 8,7(4) |29,75(6)
DMPC:Cholesterin 66-33

T C >mmu r >UH TD1 B

C] | [5] | [107°] [MHz] | [107%] | [ns] [ps]
20,0 | 2 | 0,13(9) | 0,0001(11) | 0,22(4) | 1,6(3) | 37,76(12)
23,0 | 2 10,128(2) | 0,022(11) | 0,23(7) | 0,75(21) | 34,35(13)
240 | 2 10,129(3) | 0,029(16) | 0,23(1) | 0,8(3) | 33,21(19)
25,0 | 2 |0,137(3) | 0,017(13) | 0,34(9) | 0,74(17) | 31,84(16)
28,0 | 2 |0,148(3) | 0,045(20) | 0,25(8) | 0,82(24) | 29,36(15)

Tabelle 7.3: Parameter aus der Anpassung der Spektralfunktion (7.3) an die Spektren der DMPC/Cholesterin 85:15 und 66:33
Suspensionen; festgehaltene Parameter sind kursiv gedruckt
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7.1 Darstellung der Spektren

fast den gleichen Verlauf. Die Parameter aus den Anpassungsrechnungen sind in
Tabelle 7.3 aufgefiihrt.

7.1.9 DMPC/DPPC 83:17

In der folgenden Abb. 7.13 sind die Spektren der DMPC/DPPC 83:17 2 ™% Suspen-
sion dargestellt (MeBpunkte aus [65]). Da die Temperatur der Hauptumwandlung um
ca. 27 °C zu erwarten ist, wurden die Temperaturen, bei denen die Ultraschallspek-
tren aufgenommen wurden, entsprechend angepafit. Der Vergleich mit den Spektren
der DMPC/Wasser Suspensionen zeigt ein dhnliches Verhalten der Spektren iiber
der Temperatur insbesondere der Debye-Prozesse.

7.1.10 DMPC/DPPC 50:50

Es folgt noch die Darstellung der Spektren der Suspensionen DMPC/DPPC 50:50

2 ™ in Abb. 7.14.

7.1.11 DMPC/DPPC 17:83

Schliefilich folgen noch die Spektren der Suspensionen DMPC/DPPC 83:17 2 ™4
in Abb. 7.15. Die Parameter aus den Anpassungsrechnungen an die DMPC/DPPC
Suspensionen sind in Tabelle 7.4 aufgefiihrt.

7.1.12 Fehler der Parameter

In den Tabellen 7.1, 7.2, 7.3 und 7.4 sind die aus den Anpafirechnung gewonnenen
Parameter der Spektralfunktion (7.2) mit den entsprechenden Fehlern aufgefiihrt.
Die Fehler ergeben sich in erster Linie aus der Streuung der (« - A)-Mefiwerte und
deren Abweichung von der angepafiten Spektralfunktion. Auffillig in diesem Zusam-
menhang sind die sehr hohen Fehler des Bhattacharjee-Ferrell-Terms im Bereich der
Umwandlungstemperatur 7,.. Aufgrund des hohen, aber dennoch eingeschrinkten
Frequenzbereiches fiir die Messung der Ultraschallspektren ist es hier nicht moglich,
die Charakteristik der Ultraschallddmpfung bei 7T, vollstdndig auszumessen. Dazu
miifiten MeBwerte bei sehr tiefen Frequenzen (einige Hz) aufgenommen werden. Hier
steht zur Interpretation "nur” der vergleichsweise hochfrequente Teil ab 200 kHz
zur Verfiigung. Dennoch sind durch Anpafirechnungen der Spektralfunktion iiber
den Verlauf der gemessenen Punkte Aussagen iiber die Relaxationsrate moglich,
dieses jedoch mit entsprechend hohem Fehler. So sind die Relaxationsraten und die
Amplituden des Bhattacharjee-Ferrell-Terms bei 7T, mit einem sehr hohen Fehler
behaftet. Dennoch kann die durch die Anpafirechnungen gewonnene Gréfienordung
dieser Parameter als interpretationsfihig betrachtet werden.
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0.50

0.44
0.40
0.36

0.32
0.28

0.24
0.20

(an),, +10°

0.1 0.2 0.40.71 2 345710 30 50 100 400 1000

6000

0.95
0.80
0.65
0.55
0.45
0.35
0.30
0.25

(o) +10°

Q

0.1 0.2 0.40.71 2 345710 30 50 100 400 1000

6000

1.0}
0.85
0.70
0.60
0.50

0.40

(oA ) 10°

0.1 0.2 0.40.71 2 345710 30 50 100 400 1000

6000

0.85

0.70
0.60
0.50
0.40

0.35
0.30

0.25

(oA ) -10°

Q

0.30
0.25

0.20
0.15

(oA ) -10°

0.080
0.065

0.050

126

0.1 0.2 0.40.71 2 345710 30 50 100 400 1000

6000

0.10 ¢

0.1 03 071 2 345710 30 50 100 400 1000

f [10%Hz]

Abb. 7.13: Ultraschallspektren der DMPC/DPPC 83:17 2 24 Sus-
pensionen; Temperatur von oben nach unten: 23 °C, 26 °C, 27 °C, 28

°C, 31 °C mit angepafiter Spektralfunktion (7.2)

6000



7.1 Darstellung der Spektren

(a),, *10° (o), +10° (o), +10° (o), -10°

(o) +10°

0.80
0.70
0.62
0.54
0.48
0.42
0.36
0.32
0.28

0]

0.1 0.2 0.40.71

2 345710 30 50 100 400 1000 6000

1.0F

0.80
0.65

0.50
0.40

0.30
0.20

f [10%Hz]

0.15

0.1 0.2 0.40.71

2 345710 30 50 100 400 1000 6000

f [10%Hz]

0.1 03 071 2 345710 30 50 100 400 1000 6000

[O) (&)

1.0 F™

0.70
0.45
0.30
0.20

0.10 f

0.070
0.045
0.030

O L L
0.1 0.2 0.40.71

2 345710 30 50 100 400 1000 6000

f [108-Hz]

2 345710 30 50 100 400 1000 6000

f [105Hz]

0.1 0.3 0.71

Abb. 7.14: Ultraschallspektren der DMPC/DPPC 50:50 2 74 Sus-
pensionen; Temperatur von oben nach unten: 29 °C, 32 °C, 33 °C, 34
°C, 37 °C mit angepafiter Spektralfunktion (7.2)
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7.1 Darstellung der Spektren

DMPC:DPPC 83-17

T C App r Apy TD1 Apsy TD2 B
PO 24| 107 | [MHz | 1073 | [ns] | 10 | [y [ps]
23,0 2 [0,438(4) | 0,110(12) | 0,011(8) | 123(103) | 0,43(8) | 0,44(5) | 33,64(1)
26,0 | 2 | 1,7(20) | 7(7) -1071° | 0,71(6) | 149(11) | 0,52(4) | 30(3) | 31,31(5)
27,0 | 2 | 2,2(25) | 9(9) -107' | 1,10(4) | 300(16) | 0,79(3) | 42,2(22) | 30,33(4)
28,0 | 2 |0,556(9) | 0,062(14) | 0,52(3) | 228(18) | 0,785(21) | 33,6(13) | 29,64(4)
31,0 [ 2 10,220(6) | 0,41(3) |0,238(9) | 15,2(7) | 0,208(18) | 1,23(15) | 27,66(5)
DMPC:DPPC 50-50
T C App I Ap; TD1 Apo TD2 B
PO 29| 107 | [MHz] | [107% | [ns] | [107%] | [ns] [ps]
29,0 | 2 | 1,6(16) | 3(3)-107° | 0,04(4) 150 10,4(13) | 02(4) | 284(5)
32,0 [ 2 | 2,2(25) | 4(4)-1072| 1,13(6) | 268(2) | 0,54(3) | 26(3) | 26,73(8)
33,0 2 | 1,5(16) | 3(3)-107° | 0,93(9) | 427(62) | 0,88(6) | 44(4) | 25,96(7)
340 | 2 | 1,5(15) | 3(3)-107'° | 0,25(5) | 359(91) | 0,74(3) | 33,4(23) | 25,33(6)
37,0 | 2 ]0,240(18) | 0,63(12) |0,093(21) | 12(3) | 0,23(6) | 0,72(21) | 23,51(12)
DMPC:DPPC 17-83
T c App r Apy D1 Apo TD2 B
CT | [34] | [107°] [MHz] [107°] ] [1077] [ns] [ps]
340 2 | 0,40(3) 0,02(2) 0,05(6) | 146(199) | 0,26(8) | 1,0(4) | 25,22(18)
37,0 2 | 2,2(24) | 5(5) 10712 | 0,56(7) | 608(163) | 0,43(4) | 37(5) | 23,94(8)
380 2 2(2) 2(2) 1071 | 0,99(6) | 331(26) | 0,74(4) | 34(3) | 23,03(6)
39,0 | 2 1,8(20) | 5(5) -10~'" | 1,32(10) | 216(32) | 0,86(8) | 34(4) | 22,63(7)
42,0 | 2 |0,281(17) | 0,38(6) | 0,126(22) | 16(3) | 0,29(10) | 0,54(18) | 20,91(16)

Tabelle 7.4: Parameter aus der Anpassung der Spektralfunktion (7.2) an die Spektren der DMPC/DPPC Suspensionen; festge-
haltene Parameter sind kursiv gedruckt
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7. MefBergebnisse der Ultraschallspektroskopie

7.2 Der Fluktuations-Term

In allen gemessenen Spektren dominiert iiber weite Frequenzbereiche, insbesonde-
re zu tiefen Frequenzen hin, der die Fluktuationen beschreibende Bhattacharjee-
Ferrell-Term. In der Ndhe der Hauptumwandlungstemperatur ist das System durch
ausgepragte Dichtefluktuationen gekennzeichnet, bei dem in der Membran dichte
und gelférmige Bereiche neben den weniger dichten fluiden Bereichen existieren.
Diese Bereiche bilden Doménen die nebeneinander koexistieren und fortwéhrend
ihre Grofle, Form und Position auf der Membran dndern, was zu sténdigen Dich-
tednderungen der Membran fiihrt.

7.2.1 Die Debye-Terme unter der Betrachtung verschiedener
Skalierungsfunktionen

In der Diskussion um die bestmdogliche Skalierungsfunktion, ergibt sich die Frage,
ob die bisher angepafiten Debye-Terme nicht nur Korrekturen einer unzureichenden
Theorie sind. Die Bhattacharjee-Ferrell-Theorie sollte Dichtefluktuationen auf allen
Skalen beinhalten also auch mogliche Einzelmolekiilprozesses wie Kinkenbildungen
der Ketten (siche Kapitel 7.5). Da dieses aber in der Realitdt oder zumindest bei den
hier gemessenen Spektren nicht der Fall ist, liegt die Vermutung nahe, dafl Debye-
Terme nur zur Korrektur der Theorie dienen, aber keinen physikalischen Hinter-
grund besitzen. Sollte dieses der Fall sein, so miifite sich bei geeigneter Wahl der
Skalierungsfunktion die Stellung der Debye-Terme im Spektrum merklich verdndern
oder die Debye-Terme konnten sogar vollig verschwinden. Aus diesem Grund werden
versuchsweise auf ein geeignetes Spektrum alle oben in Kapitel 5.4 und 5.5 beschrie-
benen Modelle fiir kritisches Verhalten angepaft. Fiir diesen Test wird das Spektrum
der DMPC Suspension 10 4 bei 28 °C augewéhlt, da sich dieses Spektrum fiir die
folgende Analyse besonders eignet, da die Debye-Terme gut getrennt voneinander
im Frequenzspektrum liegen. Somit sollten mogliche Unterschiede bei den Debye-
Termen wéahrend der Anpassung der unterschiedlichen Spektralfunktionen gut zu
erkennen sein.

Modell A4 71 [ns] Ay Ty [ns] B [ps]
Fixman-Kawasaki | 1,64(79) | 4,84(21) | 2,15(68) | 0,237(58) | 31,31(46)
Kroll-Ruhland | 1,27(11) | 5,82(34) | 2,844(13) | 0,12(11) | 30,5(20)

B.-F 10850 1,262(84) | 5,69(19) | 2,8(36) | 0,122(84) | 30,5(15)

B.-F 1085, 1,260(84) | 5,71(19) | 2.8(37) | 0,121(85) | 30,5(15)

B.-F.1007 1,508(67) | 5,54(20) | 2,1(13) | 0,178(71) | 30,93(70)

Tabelle 7.5: Parameter der zwei Debye-Terme aus den Anpassungen
der unterschiedlichen Fluktuationsmodelle

Es zeigt sich, daf} sich mittels der Terme aus verschiedenen Fluktuationstheorien und
zweier Debye-Termen das Spektrum immer hinreichend beschreiben 148t. Allerdings
sind deutliche Unterschiede in der Qualitéit der Anpassung zu entdecken. Dafi sich die
zwei Debye-Terme weder im Bezug auf Relaxationszeit noch Relaxationsamplitude
verdndern, geschweige denn ganz verschwinden (siehe Tabelle 7.5) ist als wichtigstes
Ergebnis dieser Berechnung ist anzusehen.
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7.2 Der Fluktuations-Term

Dieses la8t darauf schliefen, dafl die Debye-Prozesse doch reale molekulare Ursachen
haben, die nicht in den Fluktuationsmodellen enthalten sind.

7.2.2 Die Skalierungsfunktion

Wegen der Unsicherheit in der Bestimmung der am besten geeigneten Skalierungs-
funktion, wird nun diese Funktion selbst gemessen, um die Ubereinstimmung von
Theorie und Mefldaten zu iiberpriifen und um eine weitere Legitimation fiir die An-
wendbarkeit der Bhattacharjee-Ferrell-Theorie zu bekommen. Bei hohen Frequenzen
wird der kritische Beitrag zum Ultraschallspektrum weitestgehend von dem Hinter-
grundanteil B - f und von den zuséitzlichen Einzelzeitrelaxationen dominiert. Das
ist bei sehr tiefen Frequenzen anders: Unterhalb von ca. 1,8 MHz wird der kriti-
sche Beitrag derart stark, dafl er alle anderen Effekte fast iiberdeckt. Dennoch ist
selbst dort eine merkliche Einwirkung der Debye-Terme zum Ultraschallspektrum
zu registrieren.

Es wurde nun eine DMPC/Wasser Suspension 2 74 angesetzt und deren Ultra-
schalldampfung bei verschiedenen Temperaturen um dle Umwandlungstemperatur
ermittelt. Da fiir das Messen der Skalierungsfunktion nur die tieffrequenten Punkte
interessant sind, diente als MeBapparatur dazu der 1 MHz Resonator. Von den ge-
messenen «/ f2-Werte wurden anschlieBend die nichtkritischen Beitriige abgezogen,
wie sie aus den breitbandigen Ultraschallspektren bekannt waren, um so den kri-
tischen Beitrag (a)). zur Ultraschallddmpfung zu erhalten. Es zeigt sich, daf erst
das Herausrechnen der zusétzlichen Betrage, die durch die Debye-Terme verursacht
sind, die Meflpunkte in die Nahe des Verlaufs der Skalierungsfunktion bringt. Durch
bewufite, allerdings im Rahmen der Fehler, wie sie aus den Anpafirechnungen der
Ultraschallspektren von 200 kHz bis 2 GHz bekannt sind, Modifizierung der Para-
meter der Debye-Terme und des B-Wertes kann eine sehr gute Ubereinstimmung der
gemessenen Punkte mit der entsprechenden Skalierungsfunktion gefunden werden.
Mittels der drei bekannten empirischen Skalierungsfunktionen der Bhattacharjee-
Ferrell-Theorie kénnen so drei explizite Verldufe derselben Skalierungsfunktionen
errechnet werden. Abb. 7.16 und Abb. 7.17 zeigen exemplarisch den Verlauf von
(@A) (T)/(aN)e(T,) = F(2) anhand der Skalierungsfunktion (5.28) einmal unterhalb
und einmal oberhalb der Umwandlungstemperatur.

Wie man sieht, streuen die Punkte teilweise recht stark um die analytische Funktion.
Auffallig ist vor allem, daBl bei den relativ tiefen Temperaturen die Punkte zum Teil
eine charakteristische Abweichung aufweisen. Dieser Verlauf der Meflpunkte liegt
auch bei der Auswertung der Daten mittels der anderen beiden Skalierungsfunktio-
nen vor, so dafl abschlieBend festgestellt werden muf3, daf eine klare Entscheidung,
welche Skalierungsfunktion nun die "richtige” ist, im Rahmen der hier vorliegen-
den Mefigenauigkeit nicht getroffen werden kann. Insbesondere weit auflerhalb der
Umwandlung zeigen sich charakteristische Abweichungen von der analytischen Funk-
tion.

Es zeigt sich jedoch, dafl die Berechnung der jeweiligen Abweichung der gemessenen
Punkte von der analytischen Skalierungsfunktion

=~ i ( F(Q)>2 (7.4)
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7.2 Der Fluktuations-Term

eine — allerdings nur geringfiigig — bessere, Ubereinstimmung der Punkte mit der in
Abb. 7.16 und Abb. 7.17 dargestellten Skalierungsfunktion (5.28) bringt.

B'_F~1997 B-_F-1985b B'_F~1985a
T<T, | 1,47 10% | 1,45 -10% | 1,61 -10~3
T>T, | 1881073 210-10-3 | 2,15 -10~3

Tabelle 7.6: Abweichung x der Mefipunkte von den Skalierungsfunk-
tionen

7.2.3 Kiritische Exponenten

Der Temperaturgang der charakteristischen Relaxationsrate wpp 148t sich mit Hilfe
der folgenden Gleichung

wur(t) = 25 = WlT ~ T (75)
mittels eines Potenzgesetzes beschreiben. Dabei ist z = 3,05 der Dynamikexponent
und v = 0,63 der kritische Exponent der Korrelationsldnge. Es gilt somit fiir den
gesamten Exponenten in Gleichung (7.5) zv = 3,05 - 0,63 = 1,9215. Im Gegensatz
zu den sonst "iiblichen” kritischen Systemen, bei denen beispielsweise bei T" = T,
Entmischung auftritt, ist es bei den Membransystemen moglich, von beiden Sei-
ten, also sowohl oberhalb als auch unterhalb von T, den kritischen Exponenten zu
bestimmen.

Mittels der temperaturabhéngigen, charakteristischen Relaxationsrate wpp(t), wie
sie aus den Messungen zur Skalierungsfunktion bestimmt werden kann, werden nun
unter Vorgabe der Umwandlungstemperatur T, = 24, 3°C der kritische Exponent zv
und die Konstante + mit Hilfe einer Anpafirechnung der Gleichung (7.5) errechnet.

Yo [2Z] 2v

T <T.| 6696(1752) | 1.73(13)
T > T. | 16401(1356) | 1.923(38)

Tabelle 7.7: Parameter aus der Anpassung von Gleichung (7.5) in
Abb. 7.18

In Tabelle 7.7 sind die Werte aus der Anpassung mit den zugehorigen Fehler auf-
gefithrt. Bemerkenswert dabei ist die Tatsache, dafl der berechnete kritische Ex-
ponent aus den MeBdaten klar im Bereich des theoretischen Wertes liegt. Dieses
scheint auf den ersten Blick nicht weiter verwunderlich, da unter Voraussetzung der
Lage der gemessenen Punkte auf der Skalierungsfunktion die Annahme nahe liegt,
sie folgen auch den theoretischen Potenzgesetzen. Es besteht jedoch entgegen die-
ser Uberlegungen die Moglichkeit einer Unstimmigkeit im Verhiltnis von wpp(t) zu
Apr(t) der einzelnen Messungen. Dies scheint aber offensichtlich nicht der Fall zu
sein, da zv in der Néhe des theoretischen Wertes liegt.
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Abb. 7.18: Anpassung von Gleichung (7.5) an die Werte wpp(t) aus
der Messung der Skalierungsfunktion unter Festhalten des Parameters
T.=24,3°C

7.2.4 \Verhalten am kritischen Punkt
Ausgehend von Gleichung (5.29) gilt im folgenden

(@) = App(T)F(Q)f007 (7.6)
a - App(T) —1,057
(f2> = . F(Q)f ) (7.7)

Nimmt man nun an, die Temperatur ldge in der Ndhe des kritischen Punktes, dann
gilt wegen 2 = w/wpr und wppr ~ 0

Qx~o0 . (7.8)

D.h. allerdings fiir F'(2 = o0) ~ 1 (siehe auch Abb. 7.16). Der Verlauf der Ultra-
schallddmpfung iiber der Frequenz lé3t sich somit am kritischen Punkt nach Abzug
des klassischen Hintergrundanteils durch folgende einfache Gleichung beschreiben:

Zieht man folglich von dem vorhandenen Spektrum den Anteil der Debye-Terme und
den Hintergrundanteil ab und trigt (%) gegen f~ 197 auf, so liegen alle MeBpunkte

auf einer Geraden. Das Abziehen der nichtkritischen Anteile ist dabei evident.
Abb. 7.19 zeigt dieses fiir die DMPC 10 4 Suspension bei 24°C. Alle Punkte lie-
gen ziemlich genau auf einer Geraden. Die Steigung der Geraden betréigt hierbei
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Abb. 7.19: 0}62’” gegen f~ 1957 der DMPC 10 74 Suspension bei 24°C
nach Abzug der beiden Debye-Terme und des Hintergrundanteils

AB%S(T) = 3.5£2. Berechnet man die Steigung aus der Amplitude der Bhattacharjee-

Ferrell-Funktion bei 24°C so ergibt sich ABF Apr(M) _ 5, 422 was in Anbetracht des sehr
hohen Fehlers der Amplitude der Bhattacharjee Ferrell Funktlon der weit iiber 100
% liegt, als gute Ubereinstimmung gewertet werden mufl.

7.2.5 DMPC / Wasser

Es wurden insgesamt Suspensionen zweier unterschiedlicher Konzentrationen des
DMPC / Wasser Systems gemessen: zum einen 2 =4 und zum anderen 10 74
Nach Halstenberg et al. [49] ist die auftretende Ultraschalldimpfung bei geringen
Lipidkonzentrationen linear mit der Konzentration. Fiir die hier getatigten Messun-
gen besteht somit die Moglichkeit der Normierungs der auftretenden Amplituden
auf die Konzentration und folglich der direkten Vergleichbarkeit miteinander. Die
durch die Anpafirechnungen ermittelten Relaxationszeiten und Frequenzen koénnen
allerdings wie ermittelt belassen werden. In Abb. 7.20 ist die normierte Amplitu-
de des Bhattacharjee-Ferrell-Terms iiber der Temperatur dargestellt. Deutlich ist
ein Anstieg dieses Parameters zur kritischen Temperatur bei T, ~ 24°C' zu sehen.
Ausgehend von den Werten weit aufferhalb der Umwandlungstemperatur steigt die
Bhattacharjee-Ferrell-Amplitude um das zehn- bis zwanzigfache bei T, an, was ein-
deutig das kritische Verhalten des DMPC / Wasser Systems charakterisiert. Im Bild
der fluktuierenden Membran bedeutet dieses zur Umwandlungstemperatur mehr und
mehr zunehmende Fluktuationen, die der Ultraschallwelle immer mehr Energie ent-
ziehen. Mehr und gréflere Bereiche der Membran nehmen an den Fluktuationen Teil.
Die Amplitude geht in dem hier gemessenen System allerdings nicht gegen oo, da die
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7.2 Der Fluktuations-Term

Konzentration des Lipids in der Wasserlosung doch relativ gering ist, und vergleichs-
weise grofle Bereiche der Losung aus reinem, keine Zusatzdampfung verursachendem
Wasser bestehen. Alternativ zur Amplitude ist in Abb. 7.21 die charakteristische
Bhattacharjee-Ferrell-Relaxationsrate wgp iiber der Temperatur dargestellt. Analog
zur Amplitude zeigt sich hier ein starkes Absinken der Rate bei T.. Dieses erstreckt
sich bei der Rate {iber mehrere Dekaden. Die zur Umwandlungstemperatur immer
grofer werdenden Bereiche fluktuieren immer langsamer und die Doménen werden
zunehmend langlebiger. Die Bhattacharjee-Ferrell-Rate geht bei T, gegen Null, da
sich diese Grofle allein auf die Geschwindigkeit der Fluktuationen der Doménen auf
den Vesikeln bezieht und in keinem direkten Zusammenhang zu der Lipid/Wasser
Konzentration steht.

7.2.6 Die Korrelationslange

Die Korrelationsldnge ist ein Maf§ fiir die Reichweite von Wechselwirkungen. Sie
gibt an, in welcher Entfernung von einem bestimmten Punkt noch Verdnderungen
der physikalischen Eigenschaften spiirbar sind und Auswirkungen haben. In der
Theorie von Bhattacharjee und Ferrell ist die charakteristische Relaxationsrate der
Fluktuationen wgpr mit der Korrelationslange verkniipft:

2D kT
&2 3me
AuBlerdem lafit sich der Gang der Korrelationsldnge mittels eines Potenzgesetzes
beschreiben:

wpr(T) = =T -T.)" . (7.10)

E=&- (T;CTC>_ . (7.11)

Somit gilt bei T' = T, = £ ~ oo! Um nun die Korrelationslinge der in dieser
Arbeit betrachteten Systeme auszurechnen, werden entweder Informationen iiber
den Diffusionskoeffizienten D oder der Viskositédt n benotigt. Dabei handelt es sich
hierbei nicht um die sonst iiblichen dreidimensionalen Diffusionskoeffizienten bzw.
Viskositéten, sondern, da Bewegungen in der Membran nur lateral moglich sind,
um die zweidimensionalen Entsprechungen der jeweiligen Groflien. Die Viskositét
ware z.B. nicht {iber die auftretende Schubspannung an zwei lamminar aneinander
vorbei stromenden Schichten innerhalb einer Fliissigkeit definiert sondern hier iiber
die Spannung zweier Bereiche auf der Membran, die sich aneinander vorbei bewe-
gen. Analog geht man bei der Diffusion vor. Man schafft ein Ungleichgewicht von
Molekiilen eines bestimmten Typs auf der Membran und definiert iiber die Zeit-
konstante der Diffusion dann die zweidimensionale Diffusionskonstante. Dieses wird
u.a. bei der sog. FRAP-Methode (Flourescence Recovery After Photobleaching) auf
diese Weise gemacht. In die Membran werden dabei Lipide mit Farbstoffsonden ein-
gebracht, die fluoreszierende Eigenschaften besitzen. Mit einem gepulsten Laserstahl
wird der Farbstoff einiger Molekiile irreversibel ausgeblichen. Im folgenden wird dann
die Diffusion der nicht ausgeblichenen Molekiile in dieser ausgeblichenen Region be-
obachtet. Bei P. Schwille et al. [132] [90] ist dieses fiir DLPC/DPPC/Cholesterin
Vesikel gemacht worden, und es werden dabei Werte fiir den Diffusionskoeffizien-

ten in der gelférmigen Phase von Dy ~ 2 - 10*10% und in der fluiden Phase von
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7. MefBergebnisse der Ultraschallspektroskopie

Dpyia =~ 4 - 10_8% angegeben (siehe auch [95] [143] [116]).

Die Natur der Fluktuationen

Die Ergebnisse der Kaloriemetrie und Velicometrie zeigen zusammenfassend, daf das
System in der Ndhe der Umwandlung durch starke Dichtefluktuationen bestimmt
ist. Es stellt sich jedoch die Frage, in welcher Weise die in Kapitel 7.2.6 in Gleichung
(7.10) aufgefithrten Diffusionskoeffizienten zu interpretieren sind. Offensichtlich gibt
es dafiir zunéchst zwei Moglichkeiten:

Massediffusion: Die Diffusion der Doménen erfolgt, in dem sich eine relativ fe-
ste Konfiguration von N Lipiden eines Zustandes zu einer Doméne mit der
Masse N - Mpipiq zusammenfinden, und diese Doméne sich dann mit einer end-
lichen Geschwindigkeit durch ein Medium bestehend aus Lipiden des anderen
Zustandes bewegt. Bedingt wird dieser Vorgang durch die Viskositdt des die
Doméne umgebenden Mediums bestehend aus Lipiden des jeweils anderen Zu-
standes und durch mogliche An- und Ablagerungprozesse an den Doménen,
die ebenfalls durch Massediffusion hervorgerufen werden.

Zustandsdiffusion: Jedes Lipid besitzt relativ zur Massediffusion gesehen einen
festen Platz auf der Membran. Unterhalb der Hauptumwandlungstemperatur
ist diese Anordnung durch ein hexagonales Gitter gekennzeichnet. In der Nihe
der Umwandlungstemperatur bilden sich Domé&nen von gelférmigen und flui-
den Bereichen aus, die jeder fiir sich, bedingt durch die zusétzlich auftretende
Hydratationsenergie, bestrebt sind, ihre Randfliche moglichst gering zu halten.
Man mittelt nun iiber die Position aller Lipide einer Doméne und definiert sich
so einen Schwerpunkt, der mit der aktuellen Position der Doméne identifiziert
werden kann. Durch thermische St68e wechselt an der einen Seite der Doméne
ein Lipid des benachbarten Bereichs seinen Zustand und lagert sich an die
Doméne an. Gleichzeitig passiert dhnliches an der anderen Seite der Doméne:
Ein Lipid wechselt ebenfalls seinen Zustand, 16st sich aus dieser Doméne und
mufl nun als zu einer anderen Doméne zugehorig angesehen werden. Somit
hat sich die Position der Doméne leicht gegeniiber der Ausgangssituation ver-
schoben, ohne dafl auch nur ein Lipid sich bezogen auf seine Masse bewegt
hat. Zusétzlich fluktuiert gleichzeitig das Verhéltnis von Molekiilen in fluiden
Doménen zu Molekiilen in gelférmigen Doménen.

Einfache Monte-Carlo-Simulationen [54] von Lipidmembranen realisieren die Zu-
standsdiffusion und kénnen die Schmelzvorgéinge, wie sie sich in den Wérmekapa-
zitdtskurven und in den Schallgeschwindigkeitskurven &duflern, sehr gut erkléren.
Weiter wird in Kapitel 7.3 der tieffrequente Debye-Term der Diffusion der Lipide
zugeordnet. Der Diffusionsprozefl wird dabei mittels eines Hiipfprozesses iiber die
hexagonale Matrix der Membran beschrieben. So scheint es am wahrscheinlichsten,
dafl der Fluktuationsbeitrag in den Ultraschallspektren durch die Zustandsdiffusion
gekennzeichnet ist.

Die Berechnung der Korrelationsldnge, wie sie in Kap. 7.2.6 angestrebt wird, scheint
somit auf den ersten Blick nicht gerechtfertigt. In Gleichung (7.10) geht jedoch die
Masse der betrachteten Teilchen nicht ein, so dal die Verwendung dieser Beziehung
nach wie vor moglich ist. Jedoch miissen fiir D nicht die Diffusionskoeffizienten der
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7.2 Der Fluktuations-Term

einzelnen Lipidmolekiile verwendet werden sondern vielmehr die Diffusionskoeffi-
zienten der Doménen, deren Werte allerdings nicht bekannt sind. Es zeigt sich je-
doch, dafl die Verwendung der Diffusionskoeffizienten der einzelnen Lipide bei der
Berechnung der Korrelationslange zu sinnvollen Werten fiihrt, so dafl angenommen
werden kann, daf die Diffusionskoeffizienten der Doméanen zumindest in der gleichen
GroBenordnung liegen. Es scheint ebenfalls sinnvoll anzunehmen, daf die Diffusions-
koeffizienten der Zustandsdiffusion wegen der relativ groflen Ausmafle der Doménen
unter denen der einzelnen Lipiddiffusion liegen.

Korrelationslange der Zustandsdiffusion

Es werden nun Werte fiir die Berechnung der Korrelationslénge der Zustandsdiffu-
sion verwendet, die sich stark an den Groflen fiir die Einzellipiddiffusion anlehnen, je-
doch durchweg ein wenig unter diesen liegen: Dy ~ 3-10_11”;‘2, D fryia = 7 10_9%
[127] [90]. Zur Berechnung des Diffusionskoeffizienten in Umwandlungsbereich wird
wieder die "fluid fraction” zur Hilfe genommen:

D=Dyy-(1—f)+Dpuia- f (7.12)

Auf diese Weise kann unter Verwendung der charakteristischen Bhattacharjee-Fer-
rell-Frequenz wgr und den Diffusionskoeffizienten die Korrelationslénge berechnet
werden.
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Abb. 7.22: Korrelationslinge der DMPC/Wasser Suspension

Abb. 7.22 zeigt den Verlauf der Korrelationslinge der DMPC/Wasser Suspension
iiber der Temperatur. Deutlich ist ein starker Anstieg bei T' = T, zu verzeichnen.
Weiter ist zu registrieren, dafl die Korrelationslinge unterhalb der Umwandlung
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deutlich niedriger liegt als oberhalb der Umwandlung. Dieses ist Ausdruck der ho-
hen Fluiditdt nach dem Schmelzvorgang der Membran. Die Dynamik der Mem-
bran ist sehr viel schneller als im gelférmigen Zustand, und die Membran ist so-
mit sehr viel schneller in der Lage, auf Verdnderungen zu reagieren. Da bei 24°C
die Bhattacharjee-Ferrell-Frequenz sehr klein ist, geht auch ¢ = oo. Konkret liegt
die Korrelationsldnge bei der Umwandlungstemperatur in der Groflenordnung von
€~ 2-10°A. Dieser Werteverlauf liegt u.a. an dem als stetig angenommenen Ver-
lauf des Diffusionskoeffizienten, der nach der Theorie von Bhattacharjee und Fer-
rell in der Umwandlung gegen Null gehen soll. Der mittlere Abstand zweier Lipi-
de in der gelférmigen Phase betréigt etwa dge = 3,8A und in der fluiden Phase
dfruia = 4, 5A [53]. Somit liegt die Korrelationsldnge bei 15°C bei etwa ein bis zwei
Molekiillangen und steigt entsprechend bis zur Umwandlungstemperatur stark an.
Weit oberhalb der Umwandlungstemperatur liegt diese Gréfe in etwa konstant bei 35
Molekiillangen. Dieser Werte relsutiert direkt aus dem Diffusionskoeffizienten D 41,,4.
Setzt man Dyiq = Dger so ergeben sich Korrelationslédngen gleicher Gréfenordung
im fluiden und gelférmigen Bereich. Genau bei T' = T, ist die Korrelationsldnge in
jedem Fall derart angewachsen, dafl ein Lipid am anderen Ende eines Vesikels die
Bewegungen eines Lipides am gegeniiberliegenden Punkt spiirt. Der konkrete Zah-
lenwert steigt bei Auswertung der Spektren mittels der Theorie von Bhattacharjee
und Ferrell weit {iber den Umfang der hier betrachteten Vesikel an, da die Theorie fiir
reine dreidimensionale Systeme gemacht ist. In einem dreidimensionalen, kritischen
System ist ein Wert von & /~ 2 - 10°A eine realistische Grofie. Hier jedoch muB statt
dessen angenommen werden, dafl die Molekiile eines Vesikels vollstdndig miteinander
korreliert sind. Ausgehend von der Dimension eines Vesikels mit dem Durchmesser
von ca. 100 nm miiffite unter der Voraussetzung, dafl die Korrelationslinge nicht
langer als ein Vesikelumfang sein darf, der Diffusionskoeffizient bei 24°C bei ca.
D=~6- 10_15¥ liegen. Dieses deutet ebenfalls auf eine sehr verlangsamte Dynamik
des Systems am kritischen Punkt hin.

7.2.7 Die Amplitude des Fluktuationsterms

Eine quantitative Auswertung der Amplitude des Bhattacharjee-Ferrell-Terms nach
den Beziehungen (5.31) - (5.33) scheint nicht sinnvoll, da es sich bei den Lipidsuspen-
sionen nicht um vollstdndig dreidimensionale Fliissigkeiten im herkommlichen Sinn
handelt. Vielmehr bestehen die Suspensionen aus bindren Mischungen von Lipid-
membranen, die kritisches Verhalten zeigen, und Wasser als suspendierendes Medi-
um, welches allerdings in dem hier betrachteten Temperaturbereich vollig unkritisch
ist. Diese Tatsache ist in der Theorie von Bhattacharjee und Ferrell nicht beriick-
sichtigt. Eine naheliegende Aufspaltung der Amplitude in einen Wasseranteil und
einen kritischen Anteil, der durch die Lipide verursacht ist,

Apr = Aw - (1 = Vi) + Apipia- Vs, (7.13)

ist jedoch ebenfalls nur bedingt sinnvoll, denn die sicherlich vorhandene Kopplung
der Wérme bzw. Warmekapazitit der Membran mit dem sie umgebenden Wasser
ist nach wie vor nicht in den Gleichungen beriicksichtigt. Die Kopplung der Wérme
zwischen den beiden beteiligten Medien der binédren Fliissigkeit ist jedoch evident, da
die Wiarmekapazitit als eine grundlegende Grofle der Bhattacharjee-Ferrell-Theorie
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angesehen werden mufl. Auf der anderen Seite kann V. Invanona [67] zeigen, daf§
bei den hier verwendeten Frequenzen (> 200 kHz) kein merklicher Warmeaustausch
zwischen Wasser und Lipidmembran stattfindet.

Durch diese speziellen Eigenschaften der hier behandelten Lipidlosungen ist eben-
falls zu erklaren, dafl die charakteristische Frequenz der Fluktuationen wppr bei
T, gegen Null geht, die Amplitude zwar gro wird jedoch nicht gegen unendlich
geht (Abb. 7.20 und 7.21). Im Gegensatz dazu laufen die Geschwindigkeiten der
kritischen Prozesse, die Fluktuationen in der Membran nach den Vorhersagen der
Bhattacharjee-Ferrell-Theorie ab und folgen auch auflerhalb der Umwandlung der
Skalierungsfunktion (siche Abb. 7.18).

7.2.8 DMPC/DPPC Mischungen

Das Verhalten der Parameter des an die Spektren der DMPC/DPPC Suspensio-
nen angepafiten Bhattacharjee-Ferrell-Prozesses soll im folgenden diskutiert wer-
den. Abb. 7.23 zeigt die normierte Amplitude des Bhattacharjee-Ferrell-Prozesses.
Zum Vergleich ist zusétzlich zu den DMPC/DPPC Mischungen der Verlauf der
DMPC/Wasser Suspension mit eingezeichnet. Auf den ersten Blick fillt die mit
steigendem DPPC-Gehalt jeweils hohere Umwandlungstemperatur der jeweiligen
Mischung auf. Wegen der guten Mischbarkeit von DMPC und DPPC kann dieses
System als ideale bindre Mischung aufgefafit werden. So ist es nicht verwunderlich,
daB sich unter der Voraussetzung der jeweiligen Schmelzpunkte (DMPC bei 24,3°C,
DPPC bei 42°C), die Umwandlungstemperatur proportional zum Mischungsverhélt-
nis verschiebt. Die in etwa gleiche Hohe der Amplituden der verschiedenen Mischun-
gen ist ebenfalls bemerkenswert. Dies deutet auf eine insgesamte Konsistenz mittels
des gesamten Anpafiverfahrens mit einem Bhattacharjee-Ferrell-Prozefl und zwei
Debye-Termen hin und ist somit als sinnvoll anzusehen. Bei genauerer Betrachtung
fallt im weiteren auf, dafl die Umwandlung, je ausgeglichener das Verhéltnis von
DMPC zu DPPC ist, um so breiter wird. Dieses ist vollig analog zu den Ergeb-
nissen, wie sie in der Schallgeschwindigkeitsmessung gewonnen werden (siehe auch
Abb. 3.6).

Abb. 7.24 zeigt die charakteristische Relaxationsrate wgpr der DMPC/DPPC Sus-
pensionen. Analog zur oben diskutierten Amplitude sinkt hier die Frequenz in der
Umwandlung zu sehr kleinen Werten. Auch hier ist die Erhéhung der Umwand-
lungstemperatur mit steigendem DPPC Gehalt zu sehen, und eine Verbreiterung
der Umwandlung bei der ausgeglichenen Mischung ist zu verzeichnen.

Die charakteristische Relaxationsrate wpr der DMPC/DPPC Mischungen ist iiber
weite Temperaturbereiche sehr klein und somit folgt eine hohe Korrelationslange
iiber dem gleichen Temperaturbereich. Besonders ausgepriagt ist dieses bei der
DMPC/DPPC 50:50 Suspension, bei der wgp iiber vier Temperaturen sehr klein
ist.

7.2.9 DMPC/Cholesterin Mischungen

Im Gegensatz zu den DMPC/DPPC Mischungen ist hier keine starke Verdnderung
der Umwandlungstemperatur zu erwarten, sondern die charakteristischen Eigen-
schaften der Umwandlung sollten mit steigendem Cholesteringehalt verschwinden

(sieche auch Abb. 2.7).
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7. MefBergebnisse der Ultraschallspektroskopie

DMPC/Cholesterin 95:05 Relativ zur DMPC/Wasser Suspension scheint auf
den ersten Blick keine Verdnderung im Spektrum eingetreten zu sein. Die Am-
plitude zeigt ein Maximum bei 7. und die Bhattacharjee-Ferrell-Frequenz wird
dghnlich gering wie bei reinem DMPC. Dennoch ist sofort auffillig, dal sowohl
die Amplitude groler als auch die Frequenz geringer als bei DMPC ist. Mou-
ritsen et al. fiihrt Monte-Carlo-Rechnungen an DPPL/Cholesterin Systemen
durch [112]. Demnach ist Cholesterin bei geringer relativer Konzentration (bis
ca. 8 %) weder in der Lage, die kristall-dhnliche Ordnung in der gelférmigen
Phase zu brechen, noch einen hoheren Ordnungsgrad in der fluiden Phase zu
induzieren. Es trégt entgegen der Erwartungen zu einer verstirkten Bildung
der Doménen bei, indem es sich an den Grenzen der Doménen anlagert. Chole-
sterin stabilisiert die Doménen und erhoht somit deren Langlebigkeit. Es muf3
jedoch auch erwahnt werden, daf3 die Fehler der Parameter des Bhattacharjee-
Ferrell-Terms bei T' = T, naturgeméfl sehr hoch sind.

DMPC/Cholesterin 92,5:7,5 Hier ist sowohl die Amplitude als auch die Fre-
quenz in etwa genauso grofl wie bei reinem DMPC. Es scheinen sich dhnliche
Prozesse wie bei der 95:05 Suspension abzuspielen. Jedoch ist die Amplitude
gegeniiber der 95:05 Suspension leicht gesunken.

DMPC/Cholesterin 90:10 Die Amplitude ist jetzt relativ zu reinem DMPC ge-
sunken und die Bhattacharjee-Ferrell-Frequenz ist leicht erhoht. Es existiert
nun zuséatzlich zu den Doménen aus fluidem und gelférmigem Lipid eine chole-
sterinreiche Phase, die anscheinend an den Fluktuationen gar nicht oder nur in
geringerem Mafle teilnimmt. Das Cholesterin stabilisiert die Lipide und unter-
bindet so die charakteristische Umwandlung in diesen Bereichen der Membran.
Zusétzlich behindert die Existenz dieser ”liquid-ordered phase” die Fluktua-
tionen der cholesterinarmen Bereiche.

DMPC/Cholesterin 85:15 Der Einflufl der cholesterinreichen Phase ist weiter
gestiegen. Somit ist die Amplitude weiter gesunken und die Bhattacharjee-
Ferrell-Frequenz weiter gestiegen. Immer mehr werden die Fluktuationen be-
hindert und unterbunden. Die Charakteristik der Umwandlung, wie sie ganz

deutlich bei der DMPC/Wasser Suspension zu sehen ist, verschwindet zuse-
hends.

DMPC/Cholesterin 66:33 Im DMPC/Cholesterin Phasendiagramm in Abb. 2.7
wird der zweite eutektische Punkt iiberschritten. Demnach besteht die Mem-
bran vollstédndig aus der cholesterinreichen Phase, die keine oder fast keine
Fluktuationen aufweist. Der Verlauf der Parameter zeigt deutlich, dafl die
Umwandlung und damit die Fluktuationen vollstdndig unterbunden sind. Bei-
spielsweise ist die Amplitude des BF-Terms iiber der Temperatur annidhernd
konstant und auch die Bhattacharjee-Ferrell-Frequenz zeigt kein typisches Ab-
sinken bei T'=T..

Aufgrund des Ansteigens von wgr mit steigendem Cholesteringehalt bei T = T,
sinkt die Korrelationsldnge. Fiir die Umwandlungstemperatur sind in der folgenden
Tabelle die Korrelationsldngen bei T = T, der DMPC/Cholesterin Suspensionen mit
D =~ 1-10"%cm?/s aufgefiihrt.
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Suspension 95:05 92,5:7,5 90:10 | 85:15 | 66:33
§[A] 258000(230000) | 4478(431) | 448(28) | 37(7) | 26(5)

Tabelle 7.8: Korrelationslingen der DMPC/Cholesterin Suspensio-
nen bei T'=1T,

7.2.10 Mogliche Diskrepanzen der Bhattacharjee-Ferrell-Theorie

In Kapitel 7.2.2 kann eindrucksvoll die Giiltigkeit der Bhattacharjee-Ferrell-Theorie
fiir das zeitliche Verhalten der Fluktuationen um 7, gezeigt werden. Zudem muf die
gute Anwendbarkeit der Theorie auf die Ultraschallspektren als zusétzliches Indiz
fiir die Giiltigkeit der Theorie gewertet werden. Dennoch darf nicht aufler Acht
gelassen werden, dafl dieses nur fiir die hier betrachteten Frequenzen oberhalb von
ca. 200 kHz gilt. Durch die spezielle Form der Vesikel, die fiir sich betrachtet ein
endliches, abgeschlossenes System bilden, ist durchaus eine mégliche Abweichung der
Ultraschallabsorption von der Bhattacharjee-Ferrell-Theorie bei tieferen Frequenzen
denkbar. Bhattacharjee bemiiht sich um eine Modifikation der Theorie mit dem Ziel
einer Anpassung an die Lipidsysteme [8]. Bei T~ T, gilt demnach mit w >> 2T'k?,
KR = 671, I'= WBF:

(a)) ~ (l)_ | (7.14)

w
Dieses konnte in Kapitel 7.2.4 fiir DMPC gezeigt werden. Gilt w << 2I'k?, so gilt:

w
I'k*
Da offensichtlich bei den hier gemessenen Frequenzen nur die erste Bedingung erfiillt
werden kann, bleibt die Frage, ob die Theorie auch fiir tiefere Frequenzen anwend-
bar ist, weiter unbeantwortet. Die gute Anwendbarkeit fiir den hier betrachteten
Frequenzbereich ist jedoch festzuhalten.

(@A) ~

(7.15)

7.3 Mogliche molekulare Ursachen der Debye-Terme

Keines der hier vorgestellten Ultraschallspektren kann ausschlielich mittels eines
einzelnen Bhattacharjee-Ferrell-Term beschrieben werden. Bei einigen wenigen wird,
wie z.B. bei DMPC/Cholesterin 85:15 und 66:33 ein und bei allen anderen werden
zwei Debye-Relaxationsterme zusétzlich benétigt. Es zeigt sich, daf die Debye-Terme
sehr wichtig fiir die Beschreibung der Spektren sind. Nur so kann eine in sich kon-
sistente Anpassung bei allen Temperaturen, Mischungsverhéltnissen und Konzen-
trationen erreicht werden. Zudem tragen die Einzelzeitrelaxationen mit einem nicht
unerheblichen Beitrag zur gesamten Ultraschalldimpfung bei. Weiter zeigen Anpaf3-
versuche mittels verschiedener Skalierungsfunktionen, dafl sich weder die Amplitude
noch die Relaxationszeit bei Verwendung einer anderen Skalierungsfunktion dndert
(siehe Kapitel 7.2.1).

Es gilt nun, eine moégliche molekulare Ursache fiir die auftretenden Debye-Prozesse
zu finden. Die fiir die Debye-Terme relevanten Relaxationszeiten liegen im Bereich
von 107%s bis 107%s bzw. 1071% bis 1078s. Aufgrund dieser Einschrinkung kann eine
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Vielzahl von moglichen Relaxationsursachen ausgeschlossen werden. Die transversale
Diffusion, also der "flip-flop” eines Lipides von der einen Membranseite zur anderen
Seite kann als mogliche Ursache verworfen werden, da die Zeiten bei diesem Effekt
in der Groflenordung von Stunden oder Tagen liegen [126]. Die gesamte Membran
ist in der Lage, Wellenbewegungen auszufiihren. Da die dabei relevanten Zeiten bei
einigen Sekunden liegen, kann auch dieser Effekt ausgeschlossen werden [128]. Aufler-
dem kommt ein Austausch von Monomeren als mogliche Ursache nicht in Betracht,
da die kritische Mizellkonzentration (ca. 107! mol/l) bei DMPC-Suspensionen ex-
trem niedrig ist. Die zu erwartenden Zeiten korrespondieren mit Frequenzen weit
unterhalb des hier gemessenen Frequenzbereiches [96].

Eine frither oft diskutierte mogliche Ursache fiir die Debye-Terme ist die Kopfgrup-
penumlagerung der Lipide [48]. Der charakteristische Verlauf der Relaxationszeit
dieses Prozesses iiber der Temperatur ist jedoch in Kap. 4.4 mittels dielektrischer
Spektroskopie sehr genau ermittelt worden (siehe auch Abb. 4.16). Keiner der in
der Ultraschallspektroskopie auftretenden Debye-Terme zeigt einen vergleichbaren
Temperaturgang. Somit kann die Kopfgruppenumlagerung als molekulare Ursache
ausgeschlossen werden. Dennoch besteht die Moglichkeit, daf§ das entsprechend zur
Kopfgruppe vorhandene Hydratwasser im Ultraschallspektrum als Relaxationspro-
ze3 sichtbar ist. Denkbar ist nach erfolgter Umorientierung der Kopfgruppe das
Nachrelaxieren der die Kopfgruppe umgebenden Wassermolekiile, da das fiir die
Hydratisierung bendtigte Wasser sicherlich andere Eigenschaften im Bezug auf die
Viskositéten 7, n, besitzt.

Um zu einer moglichst realistischen Erkldrung der Debye-Terme zu kommen, wer-
den die Mefergebnisse fiir verschiedene Membranzusammensetzungen betrachtet.
Aus den charakteristischen Verldufen von Amplitude und Relaxationszeit soll im
folgenden auf die molekulare Ursache der Debye-Terme geschlossen werden.

7.4 Der tieffrequente Debye-Term

Die an die Spektren angepafite Bhattacharjee-Ferrell-Funktion beschreibt die in der
Umwandlung auftretenden Fluktuationen. Es koexistieren gelférmige und fluide Li-
pide innerhalb von Doménen nebeneinander auf einem Vesikel. Jedoch hat man sich
die Diffusion der Doménen nicht als wirkliche Bewegung eines kompletten Areals
auf der Membran vorzustellen. Vielmehr scheint es so zu sein, dafl man von einer
Diffusion von Zusténden sprechen muf (siehe auch Kapitel 7.2.6).

Unter diesem Aspekt scheint es moglich, dal die laterale Diffusion von einzelnen
Molekiilen innerhalb der Matrix im Ultraschallspektrum gesondert sichtbar ist, so-
fern dieser Prozefl geniigen Reaktionsvolumen aufweist. Aufgrund der selbst in der
fluiden Phase noch relativ hohen Ordnung innerhalb der Membran mu# fiir eine late-
rale Bewegung eines Lipides erst ein geniigend grofles Volumen frei werden. Somit ist
die laterale Diffusion abhéngig von der Dichte in bzw. dem Druck auf die Membran
und koénnte somit zu einer Absorption der Ultraschallwelle beitragen. Die Werte fiir
die Sprungfrequenzen liegen nach Marsh [99] im Bereich von einigen fs, ~ 10"Hz.
Somit scheint dieser Effekt durchaus als mogliche Ursache fiir den tieffrequenten
Debye-Prozel in Betracht zu kommen.
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Abb. 7.27: Normierte Amplitude des tieffrequenten Debye-Terms von
reinem DMPC und den verschiedenen DMPC/DPPC Mischungen
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Abb. 7.28: Relaxationszeit des tieffrequenten Debye-Terms von rei-
nem DMPC und den verschiedenen DMPC/DPPC Mischungen
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7.4 Der tieffrequente Debye-Term

7.4.1 Die Viskositdt nach Eyring

Nach Eyring [27] sind in einer Fliissigkeit die einzelnen Molekiile im Rahmen der
thermischen Bewegungen relativ dicht gepackt. Durch plotzliche thermische Stofle,
kann diese Ordnung fiir die Entstehung eines ” Loches”, eines " freien Gitterplatzes”,
aufgebrochen werden. Dieser frei gewordene Raum kann nun von ein angrenzendes
Molekiil eingenommen werden. Anschlieend schlie3t sich das iibriggebliebene Loch
durch die thermische Dynamik der Fliissigkeit. Dabei ist es nicht zwingend, dafl in
ein entstandenes Loch auch ein neues Molekiil hineingerét. Das gleiche Molekiil kann
durchaus erneut seinen alten Platz einnehmen.

Letztendlich ist es moglich, iiber die maxwellsche Wahrscheinlichkeitsverteilung und
mittels Annahme einer virtuell angelegten Scherspannung einen Zusammenhang zwi-
schen Viskositdat und Sprungfrequenz der Molekiile herzustellen:

KT

n= v, av=1L, L7 . (7.16)

ay
Dabei ist L3 der Abstand der Molekiile und L, ein Maf fiir die angelegte Scher-
spannung. Uberlicherweise haben L, und L3 nicht genau die gleiche Gréfie. Nur bei
kugelférmigen oder kubischen Molekiilgeometrien kann L, = L3 gesetzt werden.
Die Verbindung zu dem Meflergebnissen der Ultraschallspektroskopie besteht darin,
daB die Sprungfrequenz v mit der Relaxationszeit bzw. der Relaxationsfrequenz des
tieffrequenten Debye-Terms in Ubereinstimmung zu bringen ist.
Fithrt man an Stelle der angelegten Scherspannung, die Anzahl der vorhandenen
Locher pro Mol Ny und deren Volumen vy ein, so ist noch eine Modifikation von
Gleichung (7.16) moglich. Mit der Wahrscheinlichkeit Nyvgy/Nwy fiir einen Sprung
in ein vorhandenes Loch, wobei N die Anzahl der Molekiile und vy das Volumen
eines Molekiils ist, ergibt sich folgende Beziehung:

_RT
n NHUH

n T (7.17)

7.4.2 Diffusionskoeffizienten

Die bekannten Diffusionskoeffizienten von einzelnen Lipiden in Membranen liegen
alle im Bereich von Dy ~ 1-107'"%m?/s in der gelférmigen Phase bis Dypiq ~
1-10"%cm?/s in der fluiden Phase [132] [90] [95] [116] [19] [143] [144] [145] [146]
[1]. Mittels der Einstein-Stokes-Beziehung kann aus den errechneten Viskositdten
ein Diffusionskoeffizient ermittelt werden. Die Viskositédten sind in Tabelle 7.11 zu
finden.

kT
6mnr

D =

(7.18)

Durch Verwendung des mittleren lateralen Netzebenenabstandes der Lipide von
Ly ~ 4,2 A[127] und L, ~ L3, konnen mit Gleichung (7.16) und (7.18) unter
Benutzung der Relaxationszeiten des tieffrequenten Debye-Terms Diffusionskoeffi-
zienten ausgerechnet werden. Sie sind fiir die reine DMPC Suspension und die
DMPC/Cholesterin Suspensionen in Abb. 7.31 dargestellt. Es fillt sofort ins Auge,
dafl die GroBlenordnung der hier errechneten Werte von reinem DMPC mit denen
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von P. Schwille et al. [132] [90] durch FRAP-Experimente direkt ermittelten Wer-
te iibereinstimmen. Unterhalb der Umwandlungstemperatur liegen die Werte bei
D =~ 1-107"%m?/s bis 1-10~?c¢m?/s withrend sie oberhalb der Umwandlung stark
ansteigen und bei Werten um D =~ 3 - 1078¢m?/s liegen. In der Umwandlung sin-
ken die Diffusionskoeffizienten leicht ab, was durch das kritische Verhalten bedingt
scheint. Die Existenz von Doménen verschiedenen Typs, also gelférmige und fluide
Phasen, scheint die Diffusion der einzelnen Lipide zu behindern. Anscheinend ist es
einem Molekiil nicht so einfach mdoglich von der Phase eines Typs in die Phase des
anderen Type zu diffundieren. Dieses resultiert schliefflich in einem geringeren Diffu-
sionskoeffizienten in der Umwandlung. Abb. 7.32 zeigt die errechneten Diffusions-
koeffizienten der DMPC/DPPC Suspensionen. Auch hier ist ein starkes Ansteigen
oberhalb der jeweiligen Umwandlungstemperatur zu beobachten. Die Berechnung
der Diffusionskoeffizienten mittels der alternativen Gleichung (7.17) gelingt ebenfalls
und fithrt fiir Werte von Ny = 0.05 bis 0.4 zum gleichen Ergebnis. Bei P. Schwille et
al. [132] [90] werden auch Diffusionskoeffizienten von Membranen ermittelt, welche
Cholesterin enthalten. Es zeigt sich dort, dafl der Diffusionskoeffizient mit steigenden
Cholesteringehalt von D =~ 5-1078¢m? /s bis auf D ~ 3-10~%m? /s bei einem 50 pro-
zentigem Cholesteringehalt absinkt. In Abb. 7.31 ist dieses ansatzweise zu sehen. Mit
steigendem Cholesteringehalt verschwindet das Absinken des Diffusionskoeffizienten
in der Umwandlung. Die DMPC/Cholesterin 85:15 Suspension zeigt nur noch einen
fast konstanten Verlauf iiber der Temperatur. Leider ergeben die Berechnungen zur
DMPC/Cholesterin 66:33 Suspension um eine Grofienordnung zu hohe Werte fir
D. Die Ursache dafiir liegt einerseits in der starken Streuung der Punkte der ent-
sprechenden Ultraschallspektren und der damit verbundenen Unsicherheit bei den
Anpaflirechnungen, andererseits ist die Verwendung der oben genannten Abstdnde
moglicherweise unzuléssig, da in solch einer Lipidmischung sicherlich Molekiile ver-
schiedener Eigenschaften und Groflen miteinander interagieren. Es kann bei diesen
Mischungsverhéltnissen nicht mehr von einer homogenen Phase gesprochen werden,
die jedoch fiir die Berechnung mittels der obigen Beziehungen vorausgesetzt werden
muf. Zudem ist bekannt, dafl eine cholesterinreiche Phase existiert, in der Choleste-
rinmolekiile recht fest an die Lipide gebunden sind und eventuell ein Cholesterin-
Lipid-Paar als ein einziges Molekiil betrachtet werden muf.

Diffusionskoeffizienten bei 7},

Abb. 7.31 zeigt eindeutig, dafl der aus den Relaxationszeiten berechnete Diffusi-
onskoeffizent bei T}, gegeniiber der reinen Gel-Phase bzw. fluiden Phase leicht ab-
gesenkt ist. Dieses ist zunéchst eine direkte Folge aus dem Temperaturverlauf der
Relaxationszeiten (sieche Abb. 7.28), die ihrerseits bei T, ein Maximum aufweisen.
Moglicherweise hat der besondere Zustand der Membran in der Néhe von 7T, Ein-
fluB auf die Diffusionsvorgénge der einzelnen Lipide. In der Umwandlung bilden sich
Doménen aus fluiden und gelférmigen Lipiden verschiedener Gréflen. Es existieren
dabei sowohl sehr grofle Doménen als auch sehr kleine, wihrend die Doménengrofie
weitab von T, zunehmend abnimmt. Somit erreicht neben der reinen Anzahl der
Doménen auch die Anzahl der Schnittstellen zwischen den beiden Doménentypen bei
der Umwandlungstemperatur ein Maximum. Es ist nun denkbar, dafl die Diffusion
der einzelnen Lipide iiber eine solche Phasengrenze im Vergleich zur Diffusion inner-
halb einer relativ grofen Doméne oder im reinen fluiden Bereich erheblich schwerer
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erfolgt. Ein Lipid, dafl eine solche Phasengrenze iiberquert, gelangt in eine Doméne
des anderen Typs, was fiir das Lipid energetisch sehr ungiinstig ist. Ein gelférmiges
Lipid, welches sich in einer fluiden Doméne wiederfindet, miifite sich nicht nur in
eine vollig andere Umgebung in Bezug auf den Zustand der Alkylketten einfinden,
es miifite auch eine erhebliche Hydrathiille mitziehen, da das gelférmige Lipid ei-
ne groBere Linge aufweist als die fluiden Lipide. Alle diese Uberlegungen machen
eine solche Uberquerung einer Phasengrenze extrem unwahrscheinlich. Es ist wahr-
scheinlicher, dafl das Lipid bei der Diffusion in eine andere Doméne den Zustand
wechselt.

7.4.3 Die Amplitude

In Abb. 7.27 und Abb. 7.30 sind die normierten Amplituden des tieffrequenten
Debye-Terms dargestellt. Uber Gleichung (5.10) ist die gemessene Amplitude u.a.
mit dem Reaktionsvolumen verkniipft. Es ist seit langem bekannt, dafl die Permea-
bilitdt der Membran fiir Wasser bei T, ein Maximum aufweist [127] [128] [126].
Moglicherweise ist das fiir den tieffrequenten Debye-Term gefundene Maximum bei
T,, ein Hinweis fiir das mogliche Vorhandensein einer solchen Permeabilitit. Bei
der Umwandungstemperatur existiert demzufolge ein Maximum ein Lochern geméafl
Eyrings Diffusionsmodells [27]. Diese Locher hétten zusétzlich eine maximale Le-
bensdauer, was letztendlich in einer maximalen Permeabilitdt resultieren konnte.
Jedoch mufl gesagt werden, daf diese Uberlegungen an dieser Stelle rein spekulativ
sind.

7.4.4 Diffusion nach Cohen und Thunball

Detaillierte Untersuchungen der lokalen Diffusion an Modellmembranen aus Lipiden
verschiedener Kettenlénge zeigen [127]:

e Die Diffusionskoeffizienten in Modellmembranen aus Diacylphosphatidylcho-
linen sind im wesentlichen unabhéngig von der Kettenldnge der beteiligten
Lipide und allein eine Funktion der Temperatur.

e Im fluiden Zustand liegt der Diffusionskoeffizient bei etwa D ~ 5 - 1078 bis
1-1077 em?/s und im gelfsrmigen Zustand bei etwa D ~ 2 - 107 em? /s bis
5-1071 em?/s [127] [90].

e Die Temperaturabhéngigkeit gehorcht im fluiden Zustand einem exponentiel-
lem Gesetz.

D = Dy - exp (-%) (7.19)

Cohen und Thunball entwickeln nun ein Modell [19], welches die Diffusion in einer
Modellmembran beschreibt. Dabei wird ausgehend vom freien Locher Modell (siche
Kap. (7.4.1)) ein Ausdruck hergeleitet, der die Temperaturabhéngigkeit der Diffusion
bei vielen Systemen gut beschreiben kann. Der elementare Prozef ist die Schaffung
freien Volumens v in der Lipidschicht durch laterale Dichteschwankungen. Ein Li-
pid, welches an ein so entstehendes Loch grenzt, kann nun von seinem alten Platz in
die Liicke springen, falls dessen Volumen eine kritische Grofle v, iiberschreitet. Die
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7.4 Der tieffrequente Debye-Term

Riickkehr in die alte Position wird durch das Nachriicken anderer Membranlipide
verhindert. Die hier auftretende Sprungfrequenz wird im wesentlichen durch zwei
Faktoren bestimmt:

e Durch die mittlere Zeit, die die Schaffung der Liicke mit dem Volumen v; in
Anspruch nimmt.

e Durch die gaskinetische Geschwindigkeit u des betrachteten Teilchens in sei-
nem Losungsmittelkifig.

Die Ubertragung des freien Volumenmodells auf zweidimensionale Systeme ergibt
schlieflich:

ok
D—g-a-u~exp< 7@) : (7.20)
ay
mit
ar = aan(T —1Ty) . (7.21)

Dabei ist g ein geometrischer Faktor mit g ~ 1, a der Durchmesser eines Gitter-
platzes, a; die kritische freie Fliache, die fiir einen erfolgreichen Diffusionssprung
notig ist, u die kinetische Gasgeschwindigkeit (u = /2kT'/m), m die Masse des Mo-
lekiils und 7 ein Faktor zwischen 0,5 und 1. Er wird eingefiihrt, um dem Uberlapp
von freiem Volumina Rechnung zu tragen. Die Temperaturabhéingigkeit der Diffu-
sion ist hauptséchlich eine Folge der lateralen Ausdehnung der Membran. Die freie
Molekiilfliche ist gegeben durch ay = aa,,(T" — 1)), wobei a,, die Fliche bei der
Schmelztemperatur und « der laterale, thermische Ausdehnungskoeffizient ist. Mit
T} ist hier nicht die Hauptumwandlungstemperatur sondern vielmehr die Tempera-
tur, bei der kein freies Volumen fiir ein Lipid zur Verfiigung steht, gemeint.
Gleichung (7.20) beschreibt den Temperaturgang der Diffusion im fluiden Zustand
recht gut. Die exponentielle Natur von Gleichung (7.20) fiihrt jedoch bei einem
Absinken unterhalb von T}, zu sehr kleinen Werten nahe Null. Um den gelférmigen
Bereich nicht aussparen zu miissen, wird Gleichung (7.20) um einen konstanten
Beitrag erweitert:

D =Dy+g-a-u-exp : (7.22)
ag
Leider kann dieses Modell zunéchst nicht direkt auf die hier gefundenen Meflergeb-
nisse angewendet werden, da in dieser Form keine Identifikation mit einem Ultra-
schallrelaxationsprozefl iiber die Relaxationszeit moglich ist.

Anwendung des freien Volumenmodells

Um nun eine Beziehung zwischen den hier ermittelten Diffusionskoeffizienten und
dem freien Volumenmodell von Cohen und Thunball herzustellen, wird im folgenden
versucht, den Verlauf der Werte von DMPC mittels Gleichung (7.20) zu beschreiben.
Mit dem lateralen Ausdehnungskoeffizienten o ~ 0.003 [53], dem Durchmesser eines
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| g | yar/awm | Ty [°C] | Do [em?/s] |

0,00061(79) | 0,047(54) | 22,6(38) | 2,2(13) - 107
0,3 0,59(10) | 6,8(45) | 1,8(17)-10~°
1 0,77(14) | 3,6(52) | 1,8(17) - 10~
0,3 0,638) | 48(33) | 5.10°

Tabelle 7.9: Ergebnisse der Anpassungen an alle Punkte der DM-
PC/Wasser Suspension

Lipides von a = 4A und der Molekiilmasse von DMPC (677.9 g/mol), kann die Funk-
tion (7.20) an die ermittelten Werte von DMPC angepafit werden. Die Ergebnisse
dieser Rechnungen finden sich in Tabelle 7.9.

Eine Anpassung mit vollig freien Parametern liefert allerdings keine sinnvollen Werte
fir g. Halt man jedoch g=1 [127] oder g=0.3 [144] fest, so ergeben sich fir ya/a,
Werte, wie sie auch in der Literatur bekannt sind [143]. Fiir g=1 ist die Funktion
(7.20) in Abb. 7.31 als durchgezogenen Kurve dargestellt.

Das hier beschriebene Modell von Cohen und Thunball ist eigentlich "nur” fiir den
fluiden Bereich erdacht, und die Einfachheit des Modells (7.20) 1a8t sofort erkennen,
dafl das hier beobachtete Absinken des Diffusionskoeffizienten bei T,, im Modell
nicht berticksichtigt wird. Aufgrund dessen sollen hier zusétzlich die Ergebnisse aus
den Anpassungen von (7.20) nur an die Punkte oberhalb von T, (7,, > 25°C)
aufgefithrt werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7.10 dargestellt.

| & | a/am | T [°C] | Dy [em?/s] |
0,001(4) [ 0,07(22) | 21(13) 0

1 0,9(2) | -1,3(7.2) 0

0,3 | 0,69(15) | 2,5(6.2) 0

Tabelle 7.10: Ergebnisse der Anpassungen an alle Punkte oberhalb
von T},

7.4.5 AbschluBbemerkung

Die Verwendung der Modelle von Eyring und Einstein-Stokes zur Berechnung der
Diffusionsvorgénge in Lipidmembranen ist an dieser Stelle sicherlich problematisch,
da hinter den hier verdendeten Beziehungen Theorien dreidimensionaler Diffusions-
vorginge stecken. Es ist jedoch eine Anwendung durch die pseudodreidimensionalitét
der Lipidvesikel denkbar.

Abschlielend ist zu sagen, dafl es schon recht erstaunlich ist, da} man durch die
relativ einfache Berechnung iiber die Modelle von Eyring [27] und Einstein-Stokes
Diffusionskoeffizienten erhélt, deren qualitativer Verlauf sinnvoll erscheint, und zu-
dem die Werte in der richtigen Groflenordnung liegen. Dieser Sachverhalt kann somit
als ein starkes Argument fiir die Identifikation des tieffrequenten Debye-Terms mit
einem Diffusionsprozefl angesehen werden.
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7.5 Der hochfrequente Debye-Term

Aus fritheren Arbeiten [18] [4] [3] ist bekannt, daf§ Fliissikeiten, die Molekiile enthal-
ten, welche Kohlenwasserstoffen, wie z.B. Alkohole, Alkane und Alkene, besitzen,
eine relativ hochfrequente Einzelzeitrelaxation aufweisen, die auf die sogenannte
Kinkenbildung zuriickzufiihren ist. Die Bildung einer Kinke (Abb. 7.33) fiihrt zu ei-
nem leicht hoheren Raumbedarf des Molekiils und damit zu einer Dichteverdanderung
(ca. 25-50 A? [150]). Damit ist dieser Effekt sensitiv fiir die Ultraschallspektroskopie
und kann entsprechend detektiert werden. Die auftretenden Konformationsdnderun-
gen bilden sich durch eine Drehung einer C-C-Bindung um 120°. Es entsteht eine
gauche-Konformation, die jedoch aus sterischen Griinden energetisch sehr ungiinstig
ist. Folglich bildet sich eine weitere gauche-Konformation des sich anschlieBenden
C-Atoms, so dafl eine Situation entsteht, wie in Abb. 7.33 dargestellt. Die so ent-
standene gauche-trans-gauche-(g-t-g)-Kinke fithrt zu einer Verkiirzung der gesam-
ten Kohlenwasserstoffkette um 1,27 A[12] und wegen des hoheren Raumbedarfes der
Kinke zu einer lateralen Flachenvergroflerung der Membran.

Aus den Messungen zur Kaloriemetrie und Schall-

geschwindigkeit ist bekannt, daf§ die Lipidkon-

formationen der Membran im Bereich der Um-

wandlungstemperatur durch hohe Kooperativitét

gekennzeichnet sind. Dieses zeigt auch der Ver- g~

lauf der aus der Bhattacharjee-Ferrell-Theorie g*
errechneten Korrelationslédnge (sieche Abb. 7.22).

Eine kooperative Bildung der Kinken innerhalb

des Kohlenwasserstoffbereiches der Membran ist

denkbar. Die Bildung einer Kinke beansprucht Al ans .g*tg~Kinke
mehr Raum und somit konnte die Moglichkeit

bestehen, dafl durch diesen hoheren Raumbedarf Abb. 7.33: All-trans und g-t-g-
benachbarte Lipide ebenfalls zur Bildung einer Konformation, g7 und g~ bedeu-
Kinke angeregt werden. Unter der Annahme ei- ten Drehung in mathematisch
ner zur Umwandlungstemperatur langsam stei- Eosmver baw. negativer Rich-
genden Korrelation benachbarter Molekiilkonfi- e

gurationen sinkt die entsprechende Relaxationszeit der Kinkenbildung. Diese Uber-
legungen fithren schliellich zu dem Ergebnis, je gréfler und langlebiger die Doménen
auf der Membran sind, desto langsamer und kooperativer ist auch die Kinkenbil-
dung. Dieses Verhalten entspricht jedoch erneut dem Dichte-Fluktuations-Modell
von Bhattacharjee und Ferrell. Daher sollte dieser Beitrag zur Ultraschalldimpfung
in den schon angepafiten Bhattacharjee-Ferrell-Termen enthalten sein. Die Anpas-
sungsrechnungen von Kapitel 7.2.1 sprechen allerdings gegen diese Argumentation.
Nun besteht im weiteren die Moglichkeit, dafl die durch die Kinkenbildung verursach-
ten Dichtefluktuationen zu einem zusétzlichen kritischen Beitrag mit einer zu den
durch den Schmelzprozef3 verursachten Dichtefluktuationen verschiedenen Zeitska-
lierungen fiithren. Versuche, die Ultraschallspektren mittels zweier unterschiedlicher
Bhattacharjee-Ferrell-Terme zu beschreiben, scheitern jedoch. Dieses ist auch nicht
weiter verwunderlich, da man weit oberhalb der Umwandlung keinen kritischen Bei-
trag mehr erwartet, wohl aber den Beitrag der Kinkenbildung, der allerdings nicht
mehr durch die Fluktuationen geprégt ist, sondern eindeutig durch eine Einzel-
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zeitrelaxation beschrieben werden muf}, wie er bei den Messungen der Alkohole und
Alkane gefunden wird.

Das Auftreten der Fluktuationen wihrend der Phasenumwandlung ist durch den
zusitzlichen Hydratationsenergiebeitrag (= 310 cal/mol bei DPPC [54]) verursacht.
Fluide Lipide sind kiirzer als gelférmige Molekiile. Der Unterschied in der Dicke der
gesamten Membran betréigt etwa 9 A[l 26]. Durch diesen Langenunterschied entsteht
bei einem Molekiil ein gewisser Angriffspunkt an den Kohlenwasserstoftketten, der
mit dem Wasser wechselwirkt. Da die Kohlenwasserstoffketten jedoch sehr hydro-
phobe Eigenschaften haben, sind sie bestrebt, sich nicht dem Wasser auszusetzen,
was schliellich zur Bildung der Doménen fiihrt. Die Bildung einer Kinke fiihrt zu
ciner Verkiirzung des Molekiils von ca. 1,27 A[12]. Somit hat man sich den fluiden
Bereich der Membran als eine Ansammlung von Lipiden vorzustellen, bei denen
vermehrt Kinken vorhanden sind. Man kann einen erheblich schnelleren Ablauf von
Zerfall und Neubildung der Kinken im fluiden Bereich der Membran als im gelférmi-
gen Zustand annehmen. In einem Lipid mit 16 C-Atomen Kettenldnge entstehen
und zerfallen oberhalb von 7' = T, ca. 1-2 Kinken [12] [126].

Im folgenden soll nun versucht werden, den hochfrequenten Debye-Term der Kin-
kenbildung der Kohlenwasserstoffketten zuzuordnen und mittels der im weiteren
dargestellten Theorien zu sinnvollen und konsistenten Ergebnissen zu kommen.

7.5.1 Dynamisches Verhalten der Rotationsisomerie

Die charakteristische Frequenz einer Drehung um eine einzelne C-C-Bindung liegt
bei ca. 10'? Hz [119] und damit weit oberhalb des hier zugénglichen Frequenzberei-
ches. Nach Cochran et al. [18] kann jedoch das kooperative Verhalten dieser Koh-
lenwasserstoftfketten zu wesentlich langsameren Relaxationszeiten fithren. Es liegt
nahe, den moglichen Effekt der Kinkenbildung in den Kohlenwasserstoffketten der
Lipide mit Messungen von Alkanen, Alkenen und Alkoholen zu vergleichen [4] [3]. In
der Polymerphysik haben sich zwei Modelle zur Beschreibung der Rotationsisomerie
etabliert, die von verschiedenen Ansétzen ausgehen.

e Die Polymerketten werden als lineare Kette beschrieben, deren Konformations-
dnderung entropisch bedingt ist (mittels einer Entropie-Feder), die durch die
Viskositédt des Losungsmittels geddampft wird. Dieses Modell wird von Rouse
[124], Bueche und Zimm eingefiithrt (RB-Modell).

e Die langkettigen Molekiile werden als lineare Ketten von gedampften Torsions-
oszillatoren betrachtet, deren Konformationséinderung durch innere Behinde-
rungen der Rotationen geddmpft werden [141] (DTO-Modell).

RB-Modell

Das RB-Modell beschreibt die Dynamik einer isolierten Polymerkette durch die Be-
wegung von gekoppelten, harmonischen Oszillatoren. Das Molekiil wird in eine be-
stimmte Anzahl von Segmenten aufgeteilt, die innerhalb ihrer Grenzen einer gauf3-
schen Statistik gehorchen. Jedes Teilstiick verhélt sich wie ein elastisches Gummi
(entropische Felder), und das gesamte Molekiil setzt sich somit aus einer entsprechen-
den Anzahl von Federn zusammen. Die Anordnung in durch die hydrodynamischen
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7.5 Der hochfrequente Debye-Term

Wechselwirkungen mit dem Umgebungsmedium geddmpft. Es ergibt sich folgende
Gleichung, die einen Bezug zwischen Viskositdt und maximaler Relaxationszeit her-
stellt:

3
o0
max — B . 7.23
! kT - sin(m/(22,)) (7.23)

Dabei ist o der gemittelte Abstand zwischen den Enden einer gaulschen Unterein-
heit. Liegt nur eine Einheit vor, so ist o =~ 2nm bei DMPC. z, ist die Anzahl der
gauflschen Untereinheiten.

Fiir die in Gleichung (7.23) auftretende Viskositét gibt es nun zwei Interpretations-
ansétze. Zum einen ist es moglich, daf§ die einzelnen Molekiile die makroskopische
Viskositédt sehen, wie sie iiber den Diffusionskoeffizienten mittels Einstein-Stokes
berechnet werden kann. Zum anderen kann es sein, dafl die Molekiile "nur” eine in-
trinsische Viskositdt sehen, die nur durch die Wechselwirkungen der Kohlenstoffket-
ten untereinander verursacht wird. Mittels der Relaxationszeiten des hochfrequenten
Debye-Terms wird nun die Viskositét aus Gleichung (7.23) berechnet und in Tabelle
7.11 mit den Viskositéten aus Gleichung (7.18) fiir die DMPC Suspension verglichen.
Dabei wird die Existenz sowohl einer gaufischen Untereinheit angenommen als auch
vier Einheiten. Es zeigt sich, dafl sich die Werte z.T. erheblich unterscheiden. Insge-
samt ist jedoch keinerlei Ubereinstimmung mit den zuvor berechneten Viskositéten
zu erzielen.

Einstein-Stokes | RB-Modell z;, =1 | RB-Modell z, = 4
TCl|  nlkg/m - ] nlkg/m - s] nlkg/m - s]
15 1,13(8) 0,00029(2) 0,0027(2)
18 1,72(19) 0,00018(4) 0,0017(4)
20 0,84(10) 0,00023(2) 0,00219(16)
22 6,4(63) 0,012(12) 0,11(11)
23.5 6,03(66) 0,007508(12) 0,070(12)
24 7,77(46) 0,0076(3) 0,0720(24)
24,5 8,1(21) 0,0082(3) 0,0771(31)
25 3,85(69) 0,0069(5) 0,0643(50)
26 3,8(19) 0,0061(7) 0,0567(65)
27 0,62(4) 0,000270(1) 0,0025(13)
28 0,25(1) 0,000058(2) 0,0006(2)
30 0,21(2) 0,000520(2) 0,0005(2)
32 0,11(1) 0,000418(9) 0,00039(8)

Tabelle 7.11: Vergleich der Viskositdten des RB-Modells mit den
Viskositdten aus Gleichung (7.18)

Die eklatanten Differenzen bei der Viskositét, die unrealistisch kleinen Werte und
die Tatsache, dafl auch bei [4] dieses Modell zu keinem sinnvollen Ergebnis fiihr-
te, lassen den Schlufl zu, dafi das RB-Modell eine unzureichende Beschreibung der
Relaxationszeiten liefert.
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DTO-Modell

Dieses Modell beschreibt die Dynamik der einzelnen Kohlenwasserstoffkette als Uber-
lagerung der Moden einer linearen Anordnung gekoppelter Torsionsoszillatoren:

1 AG/RT n
maxr — . - € y 2t = — . 7.24
e = - sin? (1) (22,)) T (7.24)

Dabei ist v, die Rotationsfrequenz einer einzelnen C-C-Bindung, AG die molare
Aktivierungsenergie und z; das Verhiltnis aus Kettenlange n und der Anzahl m
von Kettengliedern eines Torsionsoszillators. Nach Pitzer [119] gelten fiir Propan
die Werte AG =14.2 kJ/mol und v; = 8.49 - 10"?Hz. Es ist zuniichst nicht ein-
deutig klar, wie viele Kettenglieder einen Torsionsoszillator bilden. Fiir DMPC ist
n=14 sicherlich sinnvoll. Im folgenden wird v; als konstant vorausgesetzt und aus
den Relaxationszeiten des hochfrequenten Debye-Terms wird die Aktivierungsener-
gie ermittelt. Dabei wird fiir m Werte von 1 bis 3 eingesetzt. Bei m=3 ergeben sich
sinnvolle Werte, die im Einklang mit Literaturdaten stehen [4] [3] [141] [119].

T[°C] | AG [kJ/mol] n-Alkan AG [kJ/mol]
15 17,8(2) n-Hexadekan 14,9(1)
18 16,8(6) n-Pentadekan 14,9(2)
20 17,6(2) n-Tetradekan 14,5(1)
22 27,3(65) n-Dodekan 14,1(2)

23,5 26,3(4) n-Eikosan 15,3(4)
24 26,39(8) 7-Tetradekan 14,3(5)

245 | 26,6(1) 1-Hexanol 15,9(2)
25 26,2(2) 1-Oktanol 15,2(6)
26 25,9(3) 1-Dekanol 14,5(6)
27 18,3(15) 1-Dodekanol 13,9(3)
28 14,5(11)

30 14,3(9)
32 13,8(5)

Tabelle 7.12: Vergleich der fiir m=3 und DMPC errechneten Aktivie-
rungsenergien mit den bekannten Aktivierungsenergien fiir n-Alkane
[4] 3]

Der direkte Vergleich der Werte von fluidem DMPC (Werte fiir T> 27°C) mit den
n-Alkanen zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung. Auch scheinen die leicht erhéhten
Werte fiir AG bei niedrigen Temperaturen, bei denen die Membran gelférmig ist,
sinnvoll.

Zunéchst ist es unverstidndlich, daf die Werte um 7;, (= 24°C) etwa doppelt so
hoch wie im fluiden Bereich liegen. Diese hohen Werte kénnen moglicherweise durch
die grolen Wechselwirkungsreichweiten erkléirt werden. Die Membran erfahrt durch
das kritische Verhalten und die damit verbundenen Fluktuationen groBe Anderun-
gen makroskopischer Groflien wie Kompressibilitdt oder Viskositit, was sich in ei-
ner relativ hohen Aktivierungsenergie niederschlagen kénnte. Stellt man sich anders
herum auf den Standpunkt, die Aktivierungsenergie AG auch um 7,, auf ca. 15
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bis 16 kJ/mol festzusetzen, zu miissen zwangslaufig die Parameter m und v; ver-
schieden von den oben angegebenen Werten sein. L&t man m=3 bestehen, so folgt
fiir v, = 8.5 - 10" Hz. Setzt man m=2 und erhoht somit die Anzahl der Torsions-
oszillatoren und damit auch die moglichen Kinken, so erhélt man als realistischen
Wert v, = 2.5 - 10! Hz. In jedem Fall ergibt sich ein Absinken der Rotationszeit
vy einer einzelnen C-C-Bindung. Dieses kann durchaus im Zusammenhang mit dem
Absinken der gemssesenen Relaxationsfrequenz des Debye-Terms gesehen werden.
Da sich die Parameter in Gleichung (7.24) fiir die anderen Lipidmischungen nicht
wesentlich dndern, ergeben sich im Rahmen der Fehler die gleichen Aktivierungs-
energien wie sie explizit fiir DMPC in Tabelle 7.12 aufgefiihrt sind. Es ist jedoch
auBerst auffillig, dafl sich bei den Suspensionen DMPC/Cholesterin 85:15 und 66:33
kein hochfrequenter Debye-Proze3 ausmachen 148t. Dieses deutet sich schon beim
Vergleich der Relaxationsamplitude von DMPC/Cholesterin 90:10 mit denen der
Suspensionen mit geringerem Cholesterinanteil an. In der gelférmigen Phase ist die
Amplitude gegeniiber der 95:05 Mischung stark gefallen und die Relaxationszeit ist
relativ kurz. So scheint es wahrscheinlich, dafl entweder der Prozefl bei den Mischun-
gen 85:15 und 66:33 zu schwach ausgeprégt ist, als dal er noch erfaflit werden kann,
oder auflerhalb des Mefifrequenzbereiches liegt. Cholesterin bindet, wie bereits mehr-
fach erwahnt, durch eine Wasserstoftbriickenbindung an ein Membranlipid. Da aber
die Bildung von Kinken zusétzliches Volumen benétigt, Cholesterin jedoch keine
Kinken bilden kann und zudem recht dicht an die Kohlenwasserstoffketten bindet
(siche auch Abb. 4.22), behindert das Cholesterin die Bildung von Kinken oder
unterbindet sie woméglich vollstindig. Diese Vorstellung ist im Einklang mit dem
Bild einer fluiden Membran, bei der sich die fluiden Lipide durch eine vermehrte
Kinkenbildung auszeichnen [127]. Unter Zugabe von Cholesterin verschwindet zu-
sehends die charakteristische Umwandlung einer Lipidmembran von gelférmig zu
fluid, da die Lipide keine Kinken mehr ausbilden kénnen. Im Ultraschallspektrum
auflert sich dieses im Verschwinden des hochfrequenten Debye-Term oberhalb von
15% Cholesteringehalt der Membran.

7.5.2 Vergleich der Amplitude

Um neben den Relaxationszeiten auch die Amplitude des hochfrequenten Debye-
Terms vergleichen zu kénnen, werden zum Vergleich Meflergebnisse an Alkoholen
betrachtet. Im Gegensatz zu n-Alkanen zeichnen sich Alkohole, die ebenfalls den
Prozel der Kinkenbildung aufweisen, durch eine stéarkere Wechselwirkung unterein-
ander aufgrund der zusétzlichen Hydroxyl-Gruppe aus und entsprechen somit eher
den Vorgéngen innerhalb der Lipidmembran. Bei Behrends [4] werden Ultraschall-
spektren diverser Alkohole behandelt und sollen nun im folgenden mit den hier
gemessenen Spektren verglichen werden.

Im Gegensatz zu den Lipidsuspensionen, die immer in wafiriger Losung vorliegen,
wurden die Messungen an den Alkoholen an den reinen Substanzen getétigt. Deshalb
muf} zundchst die Amplitude auf die Anzahl der Molekiile pro Volumeneinheit nor-
miert werden. Uber die Molmasse und die spezifische Dichte kann bei den Alkoholen
die Molekiilanzahl pro Volumen bestimmt werden. Bei den Lipidsuspensionen reicht
die Molmasse und das eingewogene Gewicht aus, um die Anzahl der Molekiile pro
Volumen zu bestimmen. Zusétzlich mufl die Tatsache beachtet werden, dafl die Lipi-
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de iiberlicherweise zwei kinkenbildende Kohlenstoffketten besitzen ky=2, wihrend
die Alkohole iiberlicherweise aus einer Kohlenstoffkette bestehen.

Bez. M, [g/mol] | p [kg/m?] A A/c [ml/mol|
-Hexanol 102,18 | 818,009) | 0,110(10) | 13,7(12)
1-Oktanol 130,23 824,0(9) | 0,073(50) 11,5(79)
1-Dekanol 158,29 | 820,0(9) | 0,114(16) |  21,8(31)

1-Dodekanol 186,33 | 834,0(8) | 0,193(18) |  43,1(40)
3-Hexanol 102,18 | 8144(8) | 0,009(5) |  12,4(6)
2-Methy-1-Pentanol 102,18 817,3(8) | 0,108(16) 13,5(20)
9-Ethyl-1-Hexanol 130,23 | 828,0(8) | 0,159(41) |  25,0(64)
3,7-Dimethyl-1-Octanol | 158,20 | 826,0(3) | 0,245(9) |  46,9(17)

Tabelle 7.13: Amplituden und normierte Amplituden der Alkohole
und methylierten Alkohole [4]

T O] | 5 ol [ T [C | iz [ol]
15 41(3) 25 | 102(9)
18 | 74(15) 26 71(8)
20 33(2) 27 20(8)
22 | 14(50) 28 | 72(45)

235 | 49(9) 30 | 121(38)
240 | 117(4) 32 | 128(47)
245 | 159(7)

Tabelle 7.14: Auf die Anzahl der Molekiile und Kohlenwasserstoff-
ketten pro Molekiil kx=2 normierte Amplituden der DMPC/Wasser
Suspension.

Der Vergleich von Tabelle 7.13 und 7.14 zeigt deutlich, dafl sich die normierten
Amplituden gut entsprechen. Je ldnger die Kohlenwasserstoffkette bei den unver-
zweigten Alkoholen ist, desto grofler wird auch die Amplitude. Das Ansteigen der
Amplitude der DMPC/Wasser Suspension in der Nidhe der Umwandlung ist ebenfalls
auffillig. Insgesamt kann die relativ gute Ubereinstimmung der Amplituden als ein
weiteres Indiz fiir die Identifikation des hochfrequenten Debye-Terms mit der Kin-
kenbildung betrachtet werden. Bemerkt sein noch, dafl die Amplituden der n-Alkane
alle etwa eine Groflenordnung unter den in Tabelle 7.14 aufgefithrten Amplituden
liegen. Offensichtlich spielt die Assoziation bzw. die Kooperativitat der Molekiile
untereinander eine entscheidende Rolle fiir die Kinkenbildung.

7.5.3 Anzahl der Kinken pro Alkylkette

Um eine quantitative Analyse der Relaxationsamplitude A der hochfrequenten Ein-
zelzeitrelaxation (Gleichung (5.10)) zu geben, mufl wenigstens einer der Parameter
AV, AH oder I' bekannt sein. Bei H. Trauble et al. [142] wird die Volumenzu-
nahme bei reinem Paraffin mit etwa 2% bis 6% angegeben. Bei Behrends [4] wird
das Reaktionsvolumen, welches durch den Ubergang von der all-trans zur cis-Form
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zusétzlich bendtigt wird, fiir die Bildung einer Kinke iiber die molaren Volumina
der CHy-Gruppen berechnet und mit AV = 1,8 cm?® /mol angegeben. Der Gamma-
Faktor aus Gleichung (5.11) kann nun mit der Anzahl der cis-trans-Uberginge in
Verbindung gebracht werden:

1 1 1

== 7.25

r C1 Co ( )
Die Gesamtkonzentration der vorhandenen C-C-Bindungen cg, ist iiber die Kon-
zentration der Lipde in der Suspension ¢jq mit der Anzahl der Lénge der Kohlen-
stoffketten N verkniipft . Dabei mufl beachtet werden, dafl jedes Lipid zwei Ketten
besitzt:

Cges = 2- NC * Clipid - (726)

Nun 148t sich das im Relaxationsprozefl auftretende Reaktionssvolumen aus klei-
neren Teilvolumina zusammensetzen, die jeweils die Ursache einer Kinkenbildung
sind. Damit ist das resultierende Reaktionsvolumen zunéichst durch AV = k- AV}
gegeben, wobei k die Anzahl der Kinken pro Kohlenstoffkette ist. Der Anteil der
Molekiile mit cis-Bindungen ist entsprechend gegeben durch n - ¢jpq. Weiter ist die
Gesamtanzahl der kinkenbildenden C-C-Bindungen pro Molekiil & = n/Ng. Setzt
man nun den Gamma-Faktor I" proportional zur Volumenkonzentration cjp,q mit
I' = ¢ - clipia, ergibt sich fiir die hier eingefiihrte Proportionalitétskonstante ¢:

(- ()

Beachtet man weiterhin, dafl der thermische Ausdehnungskoeffizient A, nicht nega-
tiv werden darf, so konen im folgenden mittels numerischer Kalkulation die gefragten
Groflen in Gleichung (5.10) ermittelt werden. Dabei wird fortwahrend AH, AV und
¢ variiert und das Ergebnis fiir die Amplitude mit der real gemessenen Amplitude im
Rahmen der Fehler verglichen. Der Einflul der moglichen Reaktionsenthalpie AH
auf die Wéarmekapazitit C), ist dabei vernachléssigbar klein, so daf§ die Randbeding-
ung C) o > 0 nicht zum Tragen kommt. Zudem wird fiir die Berechnungen voraus-
gesetzt, dafl die Dispersion der Schallgeschwindigkeit ¢, ebenfalls vernachlassigbar
klein ist, so dafl ¢; oo = c50 gesetzt werden kann. Mit der Warmekapazitiat C,=4182
mOJl_ = und dem thermischen Ausdehnungskoeffizienten A,,=0,00055 % lassen sich
nun die entsprechenden Groflen bestimmen. Leider konnen im Rahmen der Fehler
der gemessenen Amplituden die entscheidenen Griéflen wie Reaktionsenthalpie und
Reaktionsvolumen nicht eindeutig bestimmet werden. Im Rahmen von Gleichung
(5.10) ergibt sich nur eine Losungsmenge mit theoretisch unendlich vielen Losungen.
Allerdings ist die Losungsmenge durch die dufleren Parameter derart eingeschrankt,
daf} sich als abschlieBendes Ergebnis ein minimal mogliches Reaktionsvolumen ange-
ben 148t, welches in Tabelle 7.15 fiir die DMPC/Wasser Suspension fiir die verschie-
denen Temperaturen aufgefiihrt ist. Auf diese minimal moégliche Amplitude wird im
weiteren nédher eingegangen.

Da es wahrscheinlicher scheint, daf3 die Reaktionsenthalpien wesentlich kleiner sind
als die Aktivierungsenthalpien (siehe Tabelle 7.12), kann der mogliche Losungsbe-
reich fiir die Rekationsvolumina jedoch weiter eingeschriankt werden. Er liegt dann
dicht am minimal méglichen Reaktionsvolumen (siehe Abb. 7.38). Dennoch muf}
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Abb. 7.38: Aus Gleichung (5.10) berechnete Lésungmenge fiir Reak-
tionsenthalpie und Reaktionsvolumen der DMPC/Wasser Suspension
bei 15°C

an dieser Stelle auf die prinzipielle Vielfalt der Losungen in Abb. 7.38 hingewiesen
werden.

T [°C] | AVjes [em®/mol] || T [°C| | AVjes [cm?/mol]

15 10,76(36) 25 17.1(8)

18 14,5(15) 26 14,15(75)

20 9,7(3) 27 7.4(17)

22 6,2(17) 28 13,8(35)
23,5 11,8(12) 30 18,3(30)

24 18,25(25) 32 18,8(35)
24,5 21,2(4)

Tabelle 7.15: Numerisch berechnete Reaktionsvolumina der DM-
PC/Wasser Suspensionen.

Man beachte, daf die in Tabelle 7.15 angegebenen Werte auf ein Lipidmolekiil bezo-
gen sind. Die sich ergebenden Reaktionsenthalpien entsprechend in etwa denen der
Alkohole bei Behrends [4].

Bei Behrends [4] wird ein Vergleich zwischen den n-Alkanen und den wesentlich
mehr assoziierenden Alkoholen diskutiert. Die Berechnungen der Reaktionsamplitu-
den fiir die n-Alkane zeigtn die sténdige Bildung von ca. 2 bis 3 Kinken, je nach
Anzahl der rotationsfahigen C-C-Bindungen. Wéhrend im Rahmen des schon oben
diskutierten DTO-Modells die Relaxationszeiten der n-Alkane und Alkohole sehr
gut iibereinstimmen, zeigen die Alkohole im Gegensatz zu den n-Alkanen eine sehr
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viel grofiere Relaxationsamplitude. Durch das Vorhandensein einer (OH)-Gruppe bei
den Alkoholen, was zur Assoziation dieser Molekiile fiihrt, verhalten sich auch die
Alkylketten anders, als es die Ergebnisse der n-Alkane vermuten lassen. Diese As-
soziation fithrt zusammenfassend zu einem zusétzlichen Reaktionsvolumen 0Vz,sqt»
welches die erhohten Relaxationsamplituden erkldren kann. Behrends [4] gibt dieses
mit 0Vzusat-=4 bis 6 [ml/mol] an.

Die in dieser Arbeit betrachteten Lipide zeigen ebenfalls einen hohen Grad der Asso-
ziation bzw. Kooperativitit. So ist anzunehmen, dafl &hnlich wie bei den Alkoholen
auch hier ein zusétzliches Reaktionsvolumen mit einbezogen werden mufl. Folglich
gilt:

AVyes =2+ (k- Vo + 0Vzusatz) - (7.28)

Mit 0Vzysat- &= 5 [ml/mol] und §Vp=1,8 [ml/mol] kann so die Anzahl der Kinken
pro Alkylkette errechnet werden. Abb. 7.39 zeigt den Verlauf des Parameters k aus
Gleichung (7.28) der DMPC/Wasser Suspension iiber der Temperatur. Der teilwei-
se recht hohen Fehler in der Bestimmung der Amplitude des Debye-Terms fiihrt
bei einigen Temperaturen zu recht kleinen Volumina (bei 22 °C und 27 °C). Dar-
aus folgt fiir den Parameter k£ bei diesen Temperaturen ein negativer Wert, was
jedoch naturgeméaf nicht moglich ist. Aufgrund dessen wird der Parameter k& bei
diesen Temperaturen sehr klein, jedoch gréfler Null gesetzt. In Abb. 7.39 ist bemer-
kenswert, dafl unterhalb der Umwandlungstemperatur die Anzahl der Kinken pro
Alkylkette um einen Wert von etwa 0,5 schwankt, der allerdings oberhalb der Um-
wandlung bei 2 bis 3 liegt. Dieser Werteverlauf entspricht genau den Werten aus der
Literatur: Sackmann [127] gibt ebenfalls fiir den fluiden Zustand der Membran eine
Kinkenbildung von ca. 2 pro Alkylkette an. Dieses bestétigt den Schmelzvorgang der
Membran, der vor allem durch die Bildung von Kinken und die schnelle Rotation der
C-C-Bindungen beschrieben wird. In Abb. 7.39 ist ebenfalls zu sehen, dafl genau in
der Umwandlung das hier berechnete k relativ grof§ ist. Hochstwahrscheinlich ist aber
auch das zusétzliche Reaktionsvolumen 6V,4:. in der Umwandlung bedingt durch
die hohen Wechselwirkungsreichweiten erhoht, wird aber bei den Berechnungen als
konstant iiber der Temperatur angenommen.

Abb. 7.40 zeigt den Parameter k als Funktion der Cholesterinkonzentration in der
Membran in der fluiden Phase. Es ist ein deutliches Absinken der Kinkenanzahl
pro Alkylkette mit steigendem Cholesteringehalt zu sehen. Dieses scheint die oben
diskutierte Annahme zu bestétigen, dal das Cholesterinmolekiil relativ stark iiber
eine Wasserstoffbriickenbindung an das DMPC Lipid bindet und durch seine ho-
he Steifigkeit die schnellen Rotationsisomerien und Kinkenbildungen unterbindet.
Uber ca. 10 % Cholesteringehalt in der Membran bildet sich eine cholesterinrei-
che Phase, die einen relativ festen Cholesteringehalt besitzt. Diese Phase vermin-
dert zum einen die iiblichen Fluktuationen der reinen Lipidphase, und zum anderen
beeinflult das Cholesterin die cholesterinreiche Phase. Cholesterin besteht im Ge-
gensatz zu den hier behandelten Lipiden hauptséchlich aus fiinf Kohlenstoffringen.
Diese weisen naturgeméf keine Rotationsisomerie wie die Alkylketten der Lipide
auf. Durch diese Unfdhigkeit der Kinkenbildung unterbindet das Cholesterin die
Kooperativitdt bzw. Wechselwirkung im Bezug auf die Kinkenbildung zwischen den
Lipidmolekiilen. Zusétzlich wird die Kinkenbildung der Lipide selbst grofitenteils
unterbunden, da durch die Anwesenheit des Cholesterins kein entsprechend freies

165



7. Mefergebnisse der Ultraschallspektroskopie

166

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

T T T T T T

ok fur T<T,, I -

Ok fur T~T

ok fur T>T

m 0
Q i

[ 1 1 I 1 1 1 1 1 1]

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
T [°C]

Abb. 7.39: Mit Gleichung (7.28) berechnete Anzahl der Kinken &
pro Alkylkette der DMPC/Wasser Suspension

= T T T T T T H
1 | | | | | | T

0 2 6 8 10 12 14 16

Abb. 7.40: Mit Gleichung (7.28) berechnete Anzahl der Kinken k
pro Alkylkette der DMPC/Cholesterin Suspensionen allerdings nur in

der fluiden Phase

Anteil an Cholesterin [%]




7.6 Der B-Wert

Volumen zur Verfiigung steht. So ist schon bei den Spektren der DMPC/Cholesterin
85:15 Suspension kein hochfrequenter Debye-Term mehr in den Spektren enthalten.

7.6 Der B-Wert

46 - —reines Wasser
ODMPC 2 mg/ml
ODMPC 10 mg/ml

44

40 |
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B [107"%s]
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Abb. 7.41: Vergleich der B-Werte aus dem Spektren der
DMPC/Wasser Suspensionen mit unterschiedlicher Konzentration

Alle Relaxationsprozesse, die sich oberhalb des mefbaren Frequenzbereiches an-
schlieffen, werden in den Ampafirechnungen in dem B-Wert zusammengefafit (siche
Kap. 5). Aufgrund des hohen Wasseranteils in den hier betrachteten Suspensionen
ist ein dhnlicher Werteverlauf wie bei reinem Wasser zu erwarten. Abb. 7.41 zeigt
den Verlauf der B-Wertes von Wasser iiber der Temperatur im Vergleich zu den
DMPC/Wasser Suspensionen. Da diese jedoch in unterschiedlicher Konzentration
gemessen wurden, ergeben sich hier zwei unterschiedliche Kurven. Aufgrund des
héheren Volumenanteils von DMPC bei den Suspensionen mit 10 -4 liegen die B-
Werte entsprechend hoher als bei den Suspensionen mit 2 4. Die hochfrequenten
Anteile in den Spektren von Alkanen, Alkenen und Alkoholen liegen bei etwa 100 ps
(bei 25 °C), so daf die Tendenz zu hoheren B-Werten bei steigendem Lipidgehalt
qualatitativ zu erkléren ist.
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8 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Lipidmembranen im Hinblick auf ihr Phasenverhalten und
die beim Phaseniibergang auftretenden Fluktuationen untersucht. Desweiteren stan-
den Relaxationsphdnomene und deren molekulare Ursachen im Vordergrund. Dabei
wurden verschiedenste Membranzusammensetzungen untersucht, um einzelne mole-
kulare Vorgénge moglichst sicher identifizieren zu kénnen.

Mittels Kalorimetrie und Schallgeschwindigkeitsmessung konnten Schmelzvorgéinge
und Phaseniibergénge in den jeweiligen Membranen nachgewiesen werden. DMPC/-
DPPC Membranen erwiesen sich als ideale bindre Mischung und zeigten aufgrund
dessen eine charakteristische Umwandlungstemperatur in Abhéngigkeit ihrer Zu-
sammensetzung. Gleiches gilt fiir DLPC/DMPC Membranen, die sich im Tempe-
raturbereich unterhalb der DMPC/DPPC Mischungen anschliefen. Jedoch mischen
sich DLPC/DPPC Membranen nicht mehr ideal. Sie zeigen zwei mehr oder wenig
ausgeprigte Umwandlungstemperaturen in Abhéngigkeit ihrer Zusammensetzung.
In DLPC/DPPC Membranen bilden sich entmischte Bereiche, die nur aus Lipiden
einer Sorte bestehen und ihren individuellen Schmelzpunkt besitzen. Ahnlich ver-
halten sich auch DMPC/DMG Membranen. Jedoch bildet sich hier bei Konzentra-
tionen iiber ca. 25 % DMG relativ schnell eine DMG-reiche Phase mit ihrer eigenen
Umwandlungstemperatur. So zeigt auch die DMPC/DMG 75:25 Suspension zwei
ausgeprigte Schmelzpunkte. Mischt man DMPC mit Cholesterin, so zeigt sich eine
charakteristische Verbreiterung des Phasenumwandlunggeschehens. Cholesterin bin-
det iiber eine Wasserstoffbriickenbindung an ein DMPC Molekiil und unterbindet so
die Kooperativitit zwischen den Lipiden. Zusétzlich bildet sich ab ca. 7% Anteil eine
cholesterinreiche Phase, die weitestgehends nicht an den Fluktuationen teilnimmt
und somit auch die Fluktuationen in der nicht cholesterinreichen Phase unterbindet.
Mit Hilfe der Theorie von T. Heimburg konnten die beobachteten Schmelzvorgénge
auf Fluktuationen der Enthalpie und Dichte zuriickgefiihrt werden. In der Umwand-
lung bilden sich Doménen aus gelférmigen und fluiden Lipiden, die nebeneinander
koexistieren und stédndig ihre Grofle und Form verdndern. Zusétzlich konnten die
aufgenommenen Wirmekapazitétskurven mit den Schallgeschwindigkeitskurven in
Verbindung gebracht werden. Die gute Ubereinstimmung der aus der Theorie berech-
neten Kurven mit den gemesssenen Kurven 13t auf die Korrektheit der Annahmen
in dem theoretischen Modell schliefen. Die Membran scheint bei den verwendeten
Frequenzen um 2 MHz adiabatisch vom umgebenden Wasser entkoppelt zu sein, so
daB die bei Kompression entstehende Wéarme in der Membran zu verbleiben scheint.
Untersuchungsgegenstand in der dielektrischen Spektroskopie waren die molekularen
Vorginge an der Grenzfliche zwischen Membran und Wasser. Speziell wurden die
Relaxationsvorgéange der zwitterionischen Kopfgruppen ausgemessen. Diese konnten
zweifelsfrei im Frequenzbereich um 80 MHz nachgewiesen werden und es zeigte sich,
daf} die Schmelzvorgéinge in den Membranen Auswirkungen auf die Bewegungen der
Kopfgruppen haben. Mittels der Theorie von R. Pottel war es moglich, die gemesse-
nen Spektren mit den entscheidenden Groflen Orientierungskorrelationsfaktor und
Beweglichkeit der Kopfgruppen in Verbindung zu bringen. Membranen aus reinem
DMPC zeigen einen sprunghaften Anstieg der Beweglichkeit der Kopfgruppen ober-
halb von T.. Dieses war analog bei der DMPC/DPPC Mischung zu beobachten.
In der Ndhe der Umwandlungstemperatur liegt eine leicht erhohte Korrelation der
Kopfgruppen untereinander vor. Auch die DMPC/DMG Suspension paft in dieses
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Bild. Diese Mischung zeigt zudem, wie aus den kalorimetrischen Messungen zu er-
warten, zwei Maxima des Korrelationsfaktors. Dennoch bleibt festzuhalten, daf3 das
Auftreten von Doménen und Fluktuationen nur einen relativ geringen Einflul auf
die Kopfgruppenbewegung zu haben scheint. Die Beimischung von Cholesterin in
DMPC Membranen brachte keine merkliche Veréinderung in der Beweglichkeit der
Kopfgruppen. Es zeigte sich ein Abnehmen der Orientierungskorrelation mit stei-
gendem Cholesteringehalt. Cholesterin bindet iiber eine Wasserstoftfbriickenbindung
an das Glyceringeriist eines DMPC-Molekiils und kann so keinen merklichen Einflufl
auf die Beweglichkeit der Kopfgruppe ausiiben. Dennoch wird die Wechselwirkung
zwischen den Kopfgruppen niedriger, da durch die zusétzlichen Cholesterinmolekiile
in der Membran auch die Absténde zwischen den DMPC Molekiilen zunehmen.

Die Ultraschallspektroskopie diente einerseits dazu, die Natur der Fluktuationen
zu erforschen, andererseits konnten zusétzliche molekulare Vorgéinge in den Mem-
branen beobachtet werden. Insgesamt wurden 26 Spektren von 300 kHz bis 2 GHz
aufgenommen und aus anderen Arbeiten zusétzlich 21 Spektren einer eingehenden
Untersuchung unterzogen.

Es zeigte sich, dafl die Theorie von Bhattacharjee und Ferrell den kritischen Beitrag
gut beschreiben konnte. Der kritische Beitrag zur Ultraschallddmpfung konnte mit
den Zustandsfluktuationen der Lipide im Bezug auf Dichte und Enthalpie erklért
werden. Jedoch liegen den Fluktuationen dabei keine Molekiilbewegungen zugrunde,
sondern es handelt sich bei der Diffusion um eine Zustandsdiffusion. Die Spektren
der reinen DMPC Suspension und der DMPC/DPPC Suspensionen zeigten in der
Néhe der Umwandlung ein charakteristisches Absinken der charakteristischen Re-
laxationsrate wgr und damit eine Verlangsamung der Dynamik. Wahrend wgp bei
T, gegen Null strebt, steigt die Amplitude Agpr gegen ein endliches Maximum. Der
Verlauf von wgp iiber der Temperatur kann mittels eines Potenzgesetzes mit den
entsprechenden kritischen Exponenten beschrieben werden. Die Korrelationsldngen
liegen unter Verwendung von Dy ~ 3 10_11% und D g = 7+ 10_9% unterhalb
von T, im Bereich von ein bis zwei Molekiillingen und steigen oberhalb von T,
auf ca. 35 Molekiillingen an. Bei T,,, strebt die Korrelationsldnge gegen unendlich.
Die DMPC/Cholesterin Suspensionen zeigen ein Absinken der Korrelationslénge
mit steigendem Cholesteringehalt. Dieses steht im Einklang mit den Ergebnissen
aus den Warmekapazitéits- und Schallgeschwindigkeitsmessungen. Zum ersten Mal
konnte ein kritisches System von beiden Seiten zu 7}, hin betrachtet werden. Die
Messung der Skalierungsfunktion sowohl oberhalb, als auch unterhalb der kritischen
Temperatur zeigt dies eindrucksvoll. Aus dem Temperaturverlauf von wgr konnte
der kritische Exponent zv auf 1.73(13) fur 7' < T,,, und 1.92(38) fiir T > T,,, fest-
gesetzt werden. Die gute Ubereinstimmung mit dem theoretischen Wert zr=1.93
deutet ebenfalls auf die Anwendbarkeit des Modells von Bhattacharjee und Ferrell
auf die Lipidsuspensionen hin — zumindest fiir das zeitliche Verhalten der Fluktua-
tionen. Die Tatsache, dafl einerseits die charakteristische Relaxationsrate wppr bei
T, gegen Null strebt und sich der Verlauf dieser Grofle iiber der Temperatur sehr
gut mit den Potenzgesetzen beschreiben 1ét, andererseits die Amplitude Agp gegen
ein endliches Maximum bei 7,,, strebt, mufl als Hinweis auf die Endlichkeit bzw. die
Besonderheit der bindren Fliissigkeit aus Lipid und Wasser gedeutet werden.

Zusétzlich zu dem kritischen Anteil lagen bei fast allen Spektren zwei zusétz-
liche Einzelzeitrelaxationen vor. Eine Aufinahme bilden nur die Spektren der
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DMPC/Cholesterin 85:15 und 66:33 Suspensionen.

Der tieffrequente Debye-Term konnte mittels des freien Volumenmodells iiber das
Modell von Eyring und Einstein-Stokes der realen Massediffusion zugeschrieben
werden. Die ermittelten Diffusionskoeffizienten liegen bei der reinen DMPC Sus-
pension unterhalb von T, bei Dy &~ 1-107"%m?/s und oberhalb von T, bei
D iyia = 1-1078¢m?/s . In der Nihe der Umwandlungstemperatur zeigt der Verlauf
der Diffusionskoeffizienten ein leichtes Absinken bedingt durch die Verlangsamung
der Relaxationszeit des Prozesses. Offensichtlich scheint die Bildung von Doménen
und damit die Bildung von Phasengrenzen zwischen den Doménen, die Diffusion
der einzelnen Lipide zu behindern. Der Verlauf des Diffusionskoeffizienten iiber der
Temperatur konnte mit Hilfe des Modells von Cohen und Thunball verifiziert werden
und entspricht einem exponentiellen Gesetz.

Der hochfrequente Debye-Term konnte mit der Rotationsisomerie der Alkylketten
der Lipide identifiziert werden. Die Lipidmolekiile fithren in der fluiden Phase — im
Gegensatz zur relativ starren gel-férmigen Phase — schnelle Rotationsbewegungen
um die C-C Bindungen aus und bilden dabei Kinken, was zusétzliches Volumen
benotigt. Mittels des DTO-Modells gelang ein Vergleich der Aktivierungsenergien
von DMPC AG = 16 kJ/mol mit den Werte von n-Alkanen und Alkoholen, bei denen
ebenfalls Kinkenbildung vorliegt. Der Vergleich der Amplitude des hochfrequenten
Debye-Terms und die sehr gute Ubereinstimmung der entsprechenden Amplituden
deutet auf die Ahnlichkeit der Vorginge in den Membranen mit den Relaxationspro-
zessen in assoziierenden Alkoholen hin. Schliellich gelang mit Hilfe von numerischer
Berechnung die Bestimmung des mimimal moglichen Reaktionsvolumens pro Alkyl-
kette. Unter Einbeziehung der speziellen Eigenschaften der assoziierenden Alkohole,
die durch die (OH)-Gruppe einen zusétzlichen Beitrag zum Reaktionsvolumen auf-
weisen, und einer analogen Ubertragung dieser Eingenschaften konnte die Anzahl
der Kinken pro Alkylkette in Abhéngigkeit von der Temperatur ermittelt werden,
die unterhalb von T, bei k =~ 0,5 und oberhalb k£ ~ 2 liegt.
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8. Zusammenfassung
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pie an wdfrigen Phospholipidsuspensionen
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