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1. Einleitung

Die Entstehung der biologischen Membran war grundlegend fiir die Evolution des Lebens
auf der Erde. Sie fithrte zu der Bildung erster geschlossener Bioreaktoren [77], in denen
auf engstem Raum chemische Reaktionen ablaufen konnten. Im Laufe des vergangenen
Jahrhunderts wurde mit Hilfe der Mikroskopie und kontinuierlich verbesserten biophysi-
kalischen Verfahren die Struktur der biologischen Membran immer besser bekannt.

Das Fluid-Mosaic-Modell von Singer und Nicolson [102], das im Jahr 1972 veroffentlicht
wurde, ist als Meilenstein in der Membranforschung anzusehen. Es war bereits bekannt,
dass die Membran aus einer Doppelschicht aus Phospholipiden geformt wird. Phospholipi-
de besitzen eine hydrophile Kopfgruppe und hydrophobe Alkylketen. Singer und Nicolson
postulieren in ihrem Modell die freie Beweglichkeit der Molekiile in der Membranebene.
Wie in einem Mosaik sind funktionelle Gruppen aus Transmembranproteinen, peripheren
Proteinen und Glycoproteinen in der Membran verteilt, die sich ihrerseits auch frei in der
Membran bewegen konnen. Sie dienen zum Beispiel dem gerichteten Transport von Ionen
oder der interzelluldren Erkennung.

In den vergangenen Jahrzehnten wurden grofle Fortschritte in der Strukturbestimmung
und der Analyse der Stoffwechselvorginge in Membranen erzielt. Bei diesen Untersuchun-
gen wurde das Augenmerk insbesondere auf die Proteine gelegt. Seit einigen Jahren riickt
nun auch das Wechselspiel von Proteinen und Lipiden in das Zentrum des Interesses.

Biologische Membranen bestehen aus bis zu einhundert verschiedenen Lipidtypen. Die
Zusammensetzung der Membran entscheidet iiber die makroskopischen Eigenschaften der
Fluiditat und der ,,Schmelztemperatur®. Lipide mit gleichen physikalischen Eigenschaften
organisieren sich in Doménen, die unter anderem speziellen Proteinen die Einlagerung in
die Membran ermdglichen.

Eine effektive Methode zur Untersuchung von Membranvorgiangen ist die Breitband-
ultraschallabsorptionsspektrometrie, oder kiirzer: Ultraschallspektrometrie. Mit ihr las-
sen sich unter anderem chemische Prozesse detektieren, die mit einer Volumenénderung
einhergehen, wie z. B. Konformationsédnderungen oder die Komplexierung von Molekii-
len. Dabei wird die Kopplung periodischer Druckschwankungen an die Volumenédnderung
des chemischen Prozesses ausgenutzt. Nach dem Prinzip von LeChatelier folgt das Sy-
stem der Druckénderung durch Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts [86]. Aus der
charakteristischen Zeitspanne dieser Antwort, der so genannten Relaxationszeit, kann auf
molekulare Wechselwirkungen im Zusammenhang mit diesem Prozess geschlossen werden.

Das Verfahren ist allerdings sensitiv gegeniiber allen Prozessen, die mit einer Volumenén-
derung einhergehen. Das Gesamtspektrum wird daher durch eine Summe unterschiedlicher
Prozesse beschrieben. Wie im Laufe dieser Arbeit deutlich wird, ist die Interpretation ei-
nes solchen Spektrums bereits fiir einfache Systeme sehr aufwéndig. Die Analyse einer
natiirlichen biologischen Membran mit all ihren unterschiedlichen Komponenten mit Hilfe
der Ultraschallspektrometrie ist zur Zeit nicht eindeutig durchfithrbar.
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2 1. Einleitung

Als Alternative zur Untersuchung der Membraneigenschaften bieten sich hier einfache Mo-
dellmembranen an. Hierbei werden Vesikel — oder Liposome — einer einzigen Lipidsorte be-
trachtet. Eines der meist untersuchten Lipide ist 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycerin-3-Phosphati-
dylcholin (DMPC). In zahlreichen Arbeiten wurde das Verhalten von DMPC-Membranen
[40], cholesterolhaltiger DMPC-Membranen [98] und binérer Lipidmembranen [20, 43, 98]
untersucht.

In dieser Arbeit wird ein erster Schritt zur Kliarung der Kinetik in peptidhaltigen Li-
pidmembranen gemacht. Dabei liegt der Schwerpunkt auf der Untersuchung des dynami-
schen Verhaltens der Doménen. In DMPC-Membranen bilden sich Doménen aus Lipiden
in unterschiedlichen Phasen: den gelférmigen Lipiden mit geordneten Alkylketten und
den fluiden Lipiden, deren Alkylketten ungeordnet vorliegen. Die Doménen sind standi-
gen Fluktuationen unterworfen: Lipide an den Doménengrenzen wechseln kontinuierlich
zwischen dem gelférmigen und fluiden Zustand und fithren somit zu makroskopischen
Fluktuationen der Membrandichte.

Der Ubergang von der gelférmigen Phase in die fluide Phase wird auch als ,,Schmelzen®
der Membran bezeichnet. Das Schmelzen ist ein kooperativer Prozess, der in einem sehr
engen Temperaturbereich stattfindet. In diesem Bereich sind auch die Dichtefluktuationen
besonders stark, so dass der Einfluss von Peptiden hier besonders deutlich zu sehen ist.

Der Einfluss der Dichtefluktuationen in binédren Fliissigkeiten in der Nédhe des kritischen
Entmischungspunktes auf das Ultraschallabsorptionsspektrum wird durch die dynamische
Skalierungstheorie von Bhattacharjee und Ferrell [15, 17] beschrieben, die eine Relaxati-
onszeitverteilung fiir die Fluktuationen herleiten. Halstenberg et al. [42] zeigen, dass diese
Theorie auch auf Membransysteme angewandt werden kann. Aufgrund einer Verlang-
samung aller Prozesse in der Ndhe der Umwandlungstemperatur, dem Critical Slowing
Down, korrespondieren die Relaxationszeiten von DMPC- und DMPC/Cholesterolmem-
branen mit Frequenzen im niederfrequenten Bereich von 100 kHz bis 10 MHz.

Dieser Messbereich wird in der Ultraschallspektrometrie durch das so genannte Resona-
torverfahren abgedeckt. Nahe der Umwandlungstemperatur éndert sich die Ultraschall-
absorption stark bei Variation der Temperatur, daher ist in besonderem Mafle auf die
Temperaturstabilitit wihrend der Messung zu achten. Ein weiterer Aspekt ist der An-
stieg der Absorption zu der Umwandlungstemperatur hin. Der Messaufbau muss in der
Lage sein, iiber einen grofien Absorptionsbereich gut zu funktionieren. Um diesen Anfor-
derungen gerecht zu werden, wurde ein neuer Messplatz erstellt, der durch den Einsatz
zweier kleinvolumiger Resonatoren den gewiinschten Frequenzbereich abdeckt und eine
hohe Temperaturstabilitidt aufweist. Gesteuert wird der Messplatz durch das Programm
NWAControl, das durch einen adaptiven Scan-Algorithmus in der Lage ist, sowohl geringe
Déampfungen fern der Umwandlungstemperatur als auch hohe Dampfungen in der Nihe
der Umwandlung zu registrieren.

Auf der Basis von NWAControl wird auch eine weitere Anwendung des Resonatorverfahrens
ermoglicht: die temperaturabhéngige Velocimetrie [75]. Diese erlaubt zusammen mit der
Densitometrie Aussagen iiber die Kompressibilitdt der Membranen zu machen.

Am Ende dieser Arbeit werden einige neue Erkenntnisse iiber die Wechselwirkungen von
Peptiden und Lipiden in biologischen Membranen stehen, aber es werden auch Probleme
diskutiert, die in kommenden Untersuchungen zu losen sind.



2. Biophysikalische Grundlagen

2.1. Biologische Membranen

Biologische Membranen spielen in der gesamten Biosphére eine entscheidende Rolle. Sie
legen eine Auflengrenze von Zellen fest und regeln den Austausch von Molekiilen iiber diese
Grenze. Sie unterteilen den Innenraum in diskrete Kompartimente, wodurch Prozesse und
Zellbestandteile voneinander getrennt werden.

Membranen sind widerstandsfihig, aber flexibel, gestatten Formveréinderungen und sind
selektiv permeabel fiir geloste Stoffe. Durch die Féahigkeit, Briiche in der Oberflache selbst
wieder verschliefen zu konnen, ermoglichen sie auch die Verschmelzung zweier Membranen
oder die Spaltung eines abgeschlossenen Kompartiments.

Membranen enthalten zudem eine Vielzahl von Proteinen, die auf die Katalyse zahlreicher
molekularer Prozesse spezialisiert sind. Pumpen transportieren z.B. geloste spezifische
Stoffe gegen einen Konzentrationensgradienten durch die Membran; Rezeptoren auf der
Membran nehmen extrazelluldre Signale wahr und setzen sie in molekulare Verédnderungen
in der Zelle um.

Phospholipid-  Fettsdurealkyl- Kohlenhydratteil Cholesterol
képfe (polar) ¢ ketten (unpolar) eines Glycoproteins

AHAYTYY 'u‘)» %
L e N LA RNET

Innenseite

peripheres Protein integrale Proteine peripheres Protein mit
kovalentem Lipidanker

Abbildung 2.1: Das Fluid-Mosaic-Modell nach Singer und Nicolson [102]. Die Abbildung
[77] zeigt die wesentlichen Bestandteile einer biologischen Membran. Zu erkennen ist die Dop-
pelschicht bestehend aus Phospolipiden, in der Lipide und Proteine in der lateralen Ebene frei
diffundieren konnen. Cholesterol ist allerdings nach aktuellem Wissensstand nicht in den Kopf-
gruppen der Lipide eingebettet, wie hier dargestellt, sondern in der Region der hydrophoben
Ketten.

Membranen bestehen nur aus zwei Molekiilschichten (Bilayer) und sind damit sehr diinn.
Man kann sie daher praktisch als zweidimensional annehmen. Intermolekulare Prozesse
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sind an einer zweidimensionalen Oberflache sehr viel wahrscheinlicher als im dreidimensio-
nalen Raum, deshalb ist die Effizienz bestimmter Stoffwechselaktivitdten innerhalb einer
zweidimensionalen Membran stark erhoht [77].

Die Struktur der Membran wird durch das Fluid-Mosaic-Modell von Singer und Nicolson
[102] beschrieben. Wie in Abb. 2.1 dargestellt, wird die Membran durch eine Doppelschicht
aus Phospholipiden (z. B. DMPC) und Steroiden (z. B. Cholesterol) gebildet.

In diese Doppelschicht sind in unregelméfBigen Abstéinden Proteine eingebettet, die durch
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Membranlipiden und hydrophoben Doménen in
den Proteinen festgehalten werden. Die Proteine sind asymmetrisch in der Membran ange-
ordnet, wodurch die Membran , verschiedenseitig” wird. Die Transmembranproteine gehen
durch die gesamte Membran und kénnen durch Komplexierung Kanéle oder Ionenpumpen

bilden.

Die einzelnen Lipide und Proteinuntereinheiten bilden ein so genanntes ,fliissiges Mosa-
ik“, das seine Gestalt standig verdndert. Das Membranmosaik ist fliissig, weil die Lipid-
Lipid-Bindungen und die Lipid-Peptid-Bindungen nicht kovalent sind. Einzelne Lipid- und
Proteinmolekiile konnen sich daher frei in der Membranebene bewegen.

2.2. Lipide

Lipide umfassen eine Vielzahl unterschiedlicher Molekiile, deren Gemeinsamkeit die Un-
l16sbarkeit in Wasser ist. Gerade dies fiithrt bei zahlreichen Glycerophospholipiden zur Aus-
bildung von Membranen. Andere Lipide, wie z.B. die Triacylglyceride dienen der Ener-
giespeicherung [77].

2.2.1. Membranlipide

Membranlipide sind amphipatische Molekiile mit einer polaren hydrophilen Kopfgruppe
und einer unpolaren hydrophoben Kettenregion. Man kann zwischen drei allgemeinen
Typen von Membranlipiden unterscheiden: den Glycerophospholipiden, wie DMPC, das
als Ausgangslipid fiir die verwendeten Modellmembranen dient, ferner den Steroiden, wie
Cholesterin, die stabilisierend in der Membran wirken, und den Sphingolipiden, die an
unterschiedlichen interzelluldren Erkennungsprozessen beteiligt sind [77].

In natiirlichen biologischen Membranen kommen bis zu einhundert verschiedene Lipidty-
pen vor. Um Aussagen iiber die physikalischen Eigenschaften treffen zu koénnen, ist eine
Reduktion der Lipidanzahl erforderlich. In dieser Arbeit wird eine Modellmembran mit
einem einzigen Lipidtyp betrachtet.

2.2.2. DMPC

Fiir die Untersuchungen wird ein Modellsystem basierend auf dem Glycerophospholipid
1,2-Dimyristoyl-sn-Glycerin-3-Phosphatidylcholin, kurz DMPC, verwendet.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung von 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycerin-3-Phosphati-
dylcholin. Links ist die molekulare Struktur von DMPC als Ball-and-Stick-Modell dargestellt. Die
errechnete Molekiiloberfliche ist als gelbliche Ténung hinzugefiigt worden [11, 38]. Es kann eine
Teilung in eine polare hydrophile Kopfgruppenregion und eine unpolare hydrophobe Kettenregion
angenommen werden. Die Kettenregion besteht bei DMPC aus zwei , die an
den C1- und C2-Atomen des Glycerins gebunden sind. In der rechten Hailfte der Grafik ist die
Strukturformel der Kopfgruppenregion dargestellt, die aus einem Glycerin, der Phosphatgruppe
und einem Alkoholrest, dem Cholin besteht [13].

DMPC ist ein typisches Membranlipid, das in zahlreichen biologischen Membranen zu
finden ist. In Glycerophospholipiden sind zwei Fettséduren iiber eine Esterbriicke mit dem
C1- und dem C2-Atom des Glycerins verkniipft, wie in Abb. 2.2 dargestellt. Am C3-Atom
ist ein polarer Alkohol iiber eine Phosphodiesterverbindung gebunden. Alle Glycerophos-
pholipide tragen bei pH 7 eine negative Ladung an der Phosphatgruppe. Der Kopfgrup-
penalkohol kann bei einem pH-Wert um 7 ebenfalls eine oder mehrere Ladungen tragen

7).

DMPC tragt als Fettsdurereste am C1- und C2-Atom des Glycerins jeweils eine Myri-
stinsédure, bestehend aus einer geséttigten Kohlenwasserstoftkette mit 14 C-Atomen. Als
Alkoholrest ist eine Cholingruppe mit dem Phosphat verestert.

Fiir Untersuchungen mit Hilfe der Ultraschallspektrometrie im Bereich des Phaseniiber-
gangs von Membranen, wie im néchsten Abschnitt beschrieben, sind aus technischen Griin-
den Ubergangstemperaturen von 7' = 5—50 °C wiinschenswert. Die Ubergangstemperatur
von DMPC betrigt T, = 24,0°C [37].

Lost man Lipide in Wasser, aggregieren sie spontan in verschiedenen Konfigurationen, wie
Mizellen, Vesikeln oder in der hexagonal kubischen Konfiguration. Die Aggregation héngt
insbesondere von den geometrischen Eigenschaften des Lipids, d.h. dem Verhéltnis der
GroBe von Kopf- und Kettenregion ab.

DMPC bildet in wéssriger Umgebung multilamellare Vesikel aus, die aus einer Vielzahl
von Lipiddoppelschichten bestehen. Die laterale Ordnung der Lipide in den Lipidschichten
héngt entscheidend von der Temperatur ab. Fiir DMPC kann man im Temperaturbereich
zwischen 5 °C und 50 °C drei verschiedene Phasen unterscheiden, deren geometrische An-
ordnung in Abb. 2.3 dargestellt ist.
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Abbildung 2.3: Phasendiagramm von DMPC. Auf der linken Seite dieser Abbildung ist die
geometrische Anordnung der DMPC-Phasen dargestellt. In der Pg-Phase nimmt die Membrano-
berflache eine wellenférmige Gestalt an, die man als Ripple-Phase bezeichnet. Die hexagonale An-
ordnung der Lg-Gelphase bleibt hierbei erhalten. In der fluiden L,/-Phase geht die laterale Ord-
nung verloren. Die rechte Grafik zeigt ein Phasendiagramm von DMPC/Wasser-Suspensionen.
Die untersuchten Proben weisen einen Wassergehalt >99% auf. Die entsprechenden Phasen sind
am rechten Rand des Diagramms zu finden [60].

Der Ubergang von der gelformigen Phase (Lg ) in die Ripple-Phase (Pg) wird als Vorum-
wandlung (pre-transition) bezeichnet und ist bei T}, =~ 14°C zu finden. Die spezifische
Dichte- und Volumenénderung ist bei diesem Ubergang mit den zur Verfiigung stehenden
spektroskopischen Methoden nicht nachweisbar. Der Vorgang kann jedoch mit anderen
Methoden wie der Kalorimetrie untersucht werden [50].

Sowohl Gelphase als auch Ripple-Phase zeigen eine hohe laterale Ordnung. Aus diesem
Grunde werden diese Phasen héufig auch als Gelphase zusammengefasst. Mit zunehmen-
der Temperatur verschwindet die laterale Ordnung und die Lipide gehen in die fliissig-
kristalline oder fluide Phase (L) iiber. Die Hauptumwandlung (main transition) liegt
fir DMPC bei Ty, = 24,0°C [37]. Bei dieser Temperatur liegen Molekiile in gelférmigem
und fluidem Zustand in gleichen Teilen in der Membran vor. Aufgrund der Volumen-
anderung wihrend dieses Ubergangs ist es mdoglich, den Phaseniibergang mit Hilfe der
Ultraschallspektrometrie zu untersuchen, wie in Abschnitt 3 beschrieben wird.

2.2.3. Der Phaseniibergang

Phaseniiberginge lassen sich durch die Einfiihrung eines Ordnungsparameters ¢ charak-
terisieren. Aufgrund der Dichteinderung beim Ubergang von der gelférmigen in die fluide
Phase in DMPC-Membranen ist es sinnvoll, die Dichte als Ordnungsparameter anzuneh-
men. Anhand der Stetigkeit des Ordnungsparameters kénnen Phaseniibergéinge erster und
zweiter Ordnung unterschieden werden. Bei einem Phaseniibergang erster Ordnung &ndert
sich der Ordnungsparameter sprunghaft am Phaseniibergang. Phaseniibergénge zweiter
Ordnung sind durch einen stetigen Verlauf des Ordnungsparameters gekennzeichnet.

Verschiedene kalorimetrische Messungen und Monte-Carlo-Simulationen zeigen, dass es
sich bei der Hauptumwandlung in Lipiden um einen Phaseniibergang zweiter Ordnung
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handelt [47, 48, 62].

Die charakteristischen Eigenschaften des Phaseniibergangs 2. Ordnung kénnen zusam-
mengefasst werden [88, 104]:

e Es wird keine latente Umwandlungswérme fiir den Phaseniibergang benotigt.
e Es tritt keine Koexistenz beider Phasen wiahrend des Phaseniibergangs auf.
e Die Entropie S(7,p) und das Volumen V(7T p) sind am Umwandlungspunkt stetig.

e Die isobare Wérmekapazitit C,, sowie die isothermen und isobaren Kompressibili-
téten kr und K, zeigen am Phaseniibergang ein unstetiges Verhalten.

Wahrend eines Phaseniibergangs zweiter Ordnung treten starke Fluktuationen der Ord-
nungsparameter in der Ndhe der Umwandlungstemperatur auf. Dieses Verhalten unter-
scheidet sich grundlegend von dem Verhalten weit entfernt vom Phaseniibergang und wird
als kritisches Verhalten bezeichnet.

Die Ginzburg-Landau-Theorie [88] gibt eine phanomenologische Erkldrung fiir dieses Ver-
halten. Das Verschwinden des Ordnungsparameters ¢ am Phaseniibergangsgangs fiihrt zu
der Annahme, dass die freie Energie F in der Néhe des Phaseniibergangs um ¢ = 0 wie
folgt entwickelt werden kann:

F=Fot [ {aad + 0t + (V0F) (2.1)
mit
Fo : freie Energie fiir ¢ =0
ag, s, a4, g - Entwicklungskoeffizienten.

Die Definitionen eines Ordnungsparameter ¢ = pge1 — pg Und ¢ = pg — pger sind dqui-
valent, so dass in GI.(2.1) aufgrund der Symmetrie der Hauptumwandlung nur gerade
Potenzen von ¢ auftreten. Betrachtet man den Phaseniibergang in Abhéngigkeit von der
Temperatur, so erhdlt man

T -1
1c

, (2.2)

CLQN‘

wobei T, die kritische Temperatur bzw. Ubergangstemperatur ist.

Fiir einen Phaseniibergang zweiter Ordnung lassen sich mit Hilfe dieser Proportionalitét
weiterhin die folgenden Eigenschaften angeben:

e Die Korrelationslinge ¢ divergiert nach einem Potenzgesetz der Form
&~ |(T—T,)/T.|”” mit dem kritischen Exponent der Korrelationslinge 7. In der
Néhe der kritischen Temperatur wird das System daher mangels einer ausgezeich-
neten Léangenskala skaleninvariant.
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Alle thermodynamischen Ordnungsparameter folgen der Skaleninvarianz ebenfalls
einem Potenzgesetz in der Form ¢ ~ (T — T,)/T.|” nahe der kritischen Temperatur.

Die Dynamik des Systems wird fiir 7' — T¢. sehr langsam. Dieser Effekt wird als
C'ritical Slowing Down bezeichnet. Die dynamische Erweiterung der Landau-Theorie
liefert unter Vernachléssigung der nichtlinearen Anteile [55]

OF

Ohp(z,t) = I’V2% ~ 2La;, V2é(z,t). (2.3)
Durch eine Fourier-Transformation ergibt sich die Losung dieser Gleichung
p(x,t) ~e /T mit T = ! (2.4)
’ QFGQ/BQ ’

wobei

as : Entwicklungskoeffizient
I' : kinetischer Exponent
0 : Wellenzahl.

Die Losung dieser Gleichung zeigt, dass die charakteristische Zeitskala 7 fiir as — 0,
d. h. fiir Temperaturen in der Ndhe des kritischen Punktes divergiert. Die Dynamik
des Systems wird dadurch dramatisch verlangsamt.

Die isobare Warmekapazitit C, und die isotherme Kompressibilitét s divergieren
an der kritischen Temperatur ebenfalls nach einem Potenzgesetz. Das Verhalten ldsst
sich anhand des Dissipations-Fluktuationsgesetzes bestimmen [49]:

c, - (d<H>> _ (H) — (H) (2.5)

dT RT?
1 [(d(V V) —(V)?
o (1) 0
Vy\dp Jo (V) -RT
mit
Cp, K : isobare Warmekapazitét und isotherme Kompressibilitét
H,V : Exzessenthalpie und Volumen
p, T : Druck und absolute Temperatur
R : universelle Gaskonstante.

2.3. Das Peptid Alamethicin

Proteine sind die hdufigsten und vielféaltigsten Makromolekiile in lebenden Zellen. Sie be-
stehen aus Ketten, die aus bis zu zwanzig verschiedenen Aminosduren gebildet werden
und {iiber kovalente Bindungen verkniipft sind. Thre Diversitét ist durch die Reihenfolge
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der Aminosduren (Primdrstruktur) gewéahrleistet. Kleine Proteine, deren Molekularge-
wicht unter 10* Dalton liegt, werden im Allgemeinen als Peptide bezeichnet. Proteine und
Peptide konnen iiber Wasserstoftbriickenbindungen Sekundérstrukturen wie die a-Helix
oder die (- Fualtblattstruktur ausbilden. Durch weitere Molekiilfaltung und Komplexierung
konnen groflere Struktureinheiten, die Tertidr- und Quartdrstrukturen, entstehen.

Die Aminoséuren werden anhand ihrer Seitenketten in fiinf Hauptklassen eingeteilt: (a)
unpolar und aliphatisch, (b) aromatisch (gewohnlich unpolar), (c¢) polar, aber ungeladen,
(d) negativ geladen und (e) positiv geladen. Innerhalb jeder Klasse gibt es Abstufungen
in der Polaritéat, GroBe und Form der Seitenketten [77].

Diese Eigenschaften der Aminoséduren haben einen grofien Einfluss auf die Faltung und die
Funktion der Proteine. In wéssriger Umgebung kann z. B. der hydrophobe Effekt zu einer
Faltung der Peptidkette fithren, wenn es fiir das Protein energetisch giinstigere Konfor-
mationen gibt, in der unpolare Aminoséduren vom Wasser abgeschirmt sind. Ein &hnliches
Verhalten kann man bei dem Peptid Alamethicin finden. Allerdings ist das Molekiil zu
klein, um eine effektive Abschirmung durch Faltung zu erreichen. Es bettet sich stattdes-
sen in die hydrophoben Kettenregionen einer Membrandoppelschicht ein.

(a) van der Waals-Modell, Ball- and-Stick-Modell
Seitenansicht mit Sekundéarstruktur und
Wasserstoffbriickenbindungen

(b) Seitenansicht

(c) Ansicht von oben

(d) Elektrostatisches §
Potenzial

Abbildung 2.4: Darstellung der Struktur von Alamethicin. In (a) ist das Modell von Alame-
thicin anhand der kristallographischen Daten von Fox und Richards [11, 35] dargestellt. In (b)
und (c) wird die helikale Struktur betont. Fiir (d) wurde zusatzlich das elektrostatische Potenzial
berechnet [38]. Man erkennt den polaren Charakter an den Endgruppen.

Alamethicin, das aus dem Pilz Trichoderma viride gewonnen wird, besteht aus zwanzig
Aminosduren [27]. Es bildet bevorzugt eine helikale Struktur aus. Wie Abb.2.4 zeigt,
besitzt das Molekiil grofitenteils einen hydrophoben unpolaren Charakter, lediglich die
Aminosduren an C- und N-Terminus weisen einen polaren Charakter auf. Die Grofle des
Molekiils, die etwa der Dicke einer Lipiddoppelschicht entspricht, und die Ladungsvertei-
lung im Molekiil erlauben die Einbettung in die Membran. Dabei lagern sich die Endgrup-
pen des Alamethicins in die polaren Kopfgruppen der Lipide ein, wihrend der hydrophobe
Bereich zwischen den Lipidalkylketten eingebettet wird. Der Mechanismus, der zur Inte-
gration von Alamethicin fiihrt, wird an spaterer Stelle mit Hilfe der Messdaten ausfiihrlich
diskutiert.
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Porenbildung durch a-helikale Peptide

Alamethicin gehort zu der Gruppe der a-helikalen Peptiden, die eine breite antimikrobiale
Wirkung durch die Lysis, also die Zerstorung, von Membranen zeigen [12, 28, 110]. Die
Lysis wird durch die Bildung von Poren hervorgerufen [57]. Obwohl die Bildung von Poren
schon seit iiber dreiffig Jahren bekannt ist [5], ist die Physik dieses Prozesses noch nicht
vollsténdig verstanden.

Die Bildung von Poren in Lipidmembranen ist immer mit dem Aufbau einer Spannung ver-
bunden. Die Energie, die zur Bildung nétig ist, hdngt insbesondere von der mechanischen
Membranspannung und der Energie ab, die zur Ausbildung des Porenrandes notwendig
ist [57, 112]. Die Porenbildung ist ein statistischer Effekt und findet héufig an Nukleati-
onsdefekten statt.

Bevor es zur Ausbildung von Poren kommt, werden die a-helikalen Peptide in der Kopf-
gruppenregion der Lipidmembran adsorbiert [29, 46, 112]. Molekulardynamik(MD)-Simu-
lationen zeigen, dass sich die a-Helix des Alamethicin in der Ndhe der Kopfgruppen von
1,2-Dioleoyl-sn-Glycerin-3-Phosphatidylcholin (DOPC) stabilisiert [108].

Abbildung 2.5: Adsorption von Alamethicin auf der Membranoberflache. (1) Veranschau-
lichung der Adsorption von Alamethicin auf einer DMPC-Membran [11, 38]. Berechnung der
Position der Aminosauren mittels MD-Simulation: (2a) in freiem Wasser, (2b) im Hydratwasser
der Lipidmembran [108].

Die Simulationen zeigen, dass Alamethicin Bindungen zu den polaren Kopfgruppen der
Lipide ausbildet, was zu einer Stabilisierung fiihrt [112]. Ein groBer Beitrag zur Stabili-
sierung kann auch der Hydrathiille der Membran zugeschrieben werden. In der Hiille ist
die Diffusion der Wassermolekiile gegeniiber dem freien (bulk) Wasser deutlich verringert
(Dnya = 0,2 - Dpyi). Es treten auch gerichtete Verbindungen zwischen Wasser und Lipid
auf. Die Stabilisierung des Alamethicins wird daher wahrscheinlich zusétzlich durch zwei
Faktoren begiinstigt [108]:

e Die Ausbildung von Wasser/Lipid-Bindungen ist gegeniiber Wasser /Alamethicin-
Bindungen energetisch giinstiger.

e Die Entfaltung des Peptids wird verlangsamt, weil die Diffusion des Wassers herab-
gesetzt ist.
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Die Anlagerung an der Oberflache fithrt zu einer lateralen Verschiebung der Lipide und
damit zu einer lokalen Deformation der Membran [46, 51]. Es kann gezeigt werden, dass
diese lokalen Deformationen, die einen Durchmesser von ungefahr 40 A besitzen, die Ad-
sorption an der Oberflache begrenzen. Ab einem kritischen Peptid /Lipid-Verhéltnis {iber-
lappen sich die lokalen Deformationen der einzelnen Peptide. Eine weitere Adsorption ist
energetisch ungiinstig, so dass von nun an die Peptide in die Membran integriert werden
oder eine Translokation auf die andere Seite der Membran stattfindet [57]. Die kritische
Konzentration variiert iiber einen weiten Bereich und ist abhéngig von Lipid- und Peptid-
typ. Untersuchungen hierzu wurden an z.B. an Alamethicin/DPhPC (1,2-Diphytanoyl-
sn-Glycerin-3-Phosphatidylcholin, [58]) und Melittin/DOPC-Membranen bei 30 °C in der
Gelphase durchgefiihrt [29]. Die Deformationen begiinstigen das Schmelzen der Membran
und fiithren so zu einer lokalen Verringerung der Membrandicke um ungefihr 5%. Einer
Theorie zufolge ist die Deformationsenergie die treibende Kraft der Peptidintegration [46].

100

B [+ @
o =3 <]
T T

Prozentsatz des
integrierten Alamethicins / [%]

N
o
T

& "“ 1 1 1 1
1/150 1/80  1/47 1/30 1/23 1/20 115
Peptid/Lipid-Verhaltnis

Abbildung 2.6: Anteil des integrierten Alamethicins. Die Grafik zeigt den Anteil inte-
grierter Alamethicin-Molekiile in einer DPhPC-Membran in Abhéngigkeit der Peptid/Lipid-
Konzentration. Bis zu einer Konzentration von 1/47, entsprechend 2mol% werden die Peptide
lediglich auf der Oberflache adsorbiert. Bei 5 mol% sind bereits fast alle Molekiile in die Membran
integriert [46].

Alamethicin bildet bei der Integration Poren aus 6 - 11 Peptidmolekiilen [37, 44, 45]. Wih-
rend Alamethicin Poren nach dem Barrel-Stave-Modell ausbildet, kénnen die Poren eines
anderen gut untersuchten Peptids, des Melittins, durch das toroidale Modell beschrieben
werden. Beide Modelle sind in Abb. 2.7 dargestellt.

Barrel-Stave-Modell Toroidales Modell

Abbildung 2.7: Modelle zur Organisation von Poren. «a-helikale Peptide bilden unterschiedli-
che Poren aus. Wahrend Alamethicin Barrel-Stave-Poren ausbildet, die durch das Peptid begrenzt
werden, wird bei vielen anderen Peptiden die Membran in diesem Bereich derart gekriimmt, dass
die Pore durch Lipide begrenzt wird [109].
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3. Grundlagen der
Ultraschallabsorptionsspektrometrie

Die Ultraschallabsorptionsspektrometrie erlaubt, schnelle molekulare Prozesse in einem
fluiden Medium nachzuweisen. Grundlage dieses Verfahrens ist die Bestimmung des fre-
quenzabhingigen Absorptionskoeffizienten «(w), der in der exponentiellen Abklingfunkti-
on einer ebenen, harmonischen Schallwelle zum Ausdruck kommt [83]:

px,t) = poe“te ™ mit v = a + i, (3.1)
wobei

po : Schalldruckamplitude zur Zeit t = 0 am Ursprungsort x = 0
w = 27 f : Kreisfrequenz der Druckwelle

~ : komplexer Ausbreitungskoeffizient

« : Absorptionskoeffient
8 = 2w /X : Wellenzahl § mit der Wellenlédnge .

3.1. Die klassische Dampfung

Die klassische Dampfung kann im Rahmen der Kontinuumsmechanik berechnet werden.
Die Rechnung baut dabei auf der Kontinuitéatsgleichung

0 -
mit der Dichteverteilung p(Z,¢) und dem Geschwindigkeitsfeld #(Z,t) und der Navier-
Stokes-Gleichung in der Komponentendarstellung

(pui) + 9;(puiuy) = —=0ip + Ojoi; 4, =1,2,3 (3.3)

mit dem Spannungstensor o;; auf. Fiir einfache Fliissigkeiten kann diese Gleichung ver-
einfacht werden und in der Vektornotation angegeben werden als

U > 4 o
mit
p(@,t) : Druckfeld

s, Ny - Scher- und Volumenviskositét.

13
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Die Viskositéten treten als Elemente des Spannungstensors aus Gl. (3.3) auf, der sich aus
der Uberlegung ergibt, dass sich eine propagierende Welle durch eine Uberlagerung einer
Scherung und einer Kompression darstellen ldsst [10].

Der Dampfungsexponent a(w) ergibt sich aus der Losung der Gln. (3.2) und (3.3) zu

) w? (4 N
a\w) ==\ 357 v
2c3p gk
272 (4 9
= = =2 | 37 v |
a(f) =P (377 +77) f
Die Schallgeschwindigkeit cg ist dabei iiber die Newton-Laplace-Gleichung unter der Ver-

nachlédssigung der Warmeleitfahigkeit mit der adiabatischen Kompressibilitiat rg
verkniipft:

Cs = \/,{Tp (3.6)

Die Wéarmeleitung liefert einen weiteren Beitrag zur Hintergrundddmpfung, der allerdings
haufig vernachlassigt werden kann.

(3.5)

Die Hintergrunddémpfung, oder klassische Ddmpfung genannt, zeigt eine Proportionalitét

an~ fP= (%) = const. (3.7)

Die daher naheliegende (a/ f?)-Darstellung der Spektren ermoglicht es, zusiitzliche Ab-
sorptionsbeitriige (a/ f?)ex, auch als Erzessdimpfung (a\)ex bezeichnet, leicht vom kon-
stanten Hintergrund zu unterscheiden:

(7). (3). (), 59

Héufig wird die Dampfung als dimensionslose Absorption entlang einer Wellenldnge
(o)) dargestellt. In der Ultraschallspektrometrie werden haufig die klassische Dampfung
(aA)g und Exzessbeitrige hochfrequenter Relaxationsprozesse (o) die oberhalb des

gemessenen Spektrums liegen und nicht ndher charakterisiert werden konnen, durch den
so genannten B-Wert ausgedriickt

(N + (AN = B- f (3.9)
= (aN)ges = (@\)ex + B - f. (3.10)

3.2. Einzelzeitrelaxation

Der Gleichgewichtszustand eines geschlossenen thermodynamischen Systems héngt von
seinen Zustandsgrofien, wie Temperatur, Druck und Konzentrationen ab. Lauft im ge-
schlossenen System eine chemische Reaktion

AfB=AB  oder A ::f AY, (3.11)
b

kb
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mit den Reaktionsraten k¢ und ki, ab, dann lédsst sich das Reaktionsgleichgewicht durch
Variation der d&ufleren Parameter verschieben. Im folgenden sei A = A" eine Konformati-
onsidnderung, wobei fiir die Volumina gelte Vi > Vij«. Erhoht man den &ufleren Druck auf
das System, so wird das Gleichgewicht nach dem Prinzip von LeChatelier [86] zu Gunsten
der Bildung von A* verlagert. Bei instantanen Druckdnderungen, wie in Drucksprungex-
perimenten, bendtigt das System eine Relaxationszeit 7 mit

T =k kT (3.12)

um in den neuen Gleichgewichtszustand zu relaxieren. Die dazugehorige Konzentrations-
anderung lasst sich durch ein Exponentialgesetz in der Form
dCA 1
R T (ea — Cax 3.13
o —(ca —car) (3.13)
beschreiben, wobei ¢, die Konzentration des Eduktes ist und ca+ die Konzentration des
Produktes im neuen Gleichgewicht darstellt.

Instantane Druckdnderungen sind in realen Experimenten nur bis zu einer Auflésung von
Zeiten 7 > 1 us durchfithrbar. Eine Druckénderung benoétigt eine endliche Zeit, die eine
Auflésungsgrenze fiir schnelle Prozesse darstellt.

Um schnellere molekulare Prozesse untersuchen zu koénnen, kann ein zeitlich verédnder-
liches harmonisches Druckfeld angelegt werden. In diesem Fall ist eine Dissipation der
eingestrahlten Energie zu beobachten. Bei nicht verschwindendem Reaktionsvolumen so-
wie einer Phasenverschiebung zwischen der zeitlich verdnderlichen Druckwelle p(t) und
zeitlich variierender Volumenénderung V'(¢) erhélt man einen nichtverschwindenden dis-
sipativen Beitrag

27 Jw
g / p(t) dV (1), (3.14)

Das Maximum dieser Funktion liegt bei wr = 1, wobei 7 die Relaxationszeit des chemi-
schen Prozesses bezeichnet. Fiir wr < 1 kann das System entsprechend der Druckénde-
rung in den bevorzugten Zustand ohne nennenswerte Phasenverschiebung relaxieren; fiir
wT > 1 ist es dem System nicht mehr moglich, wéhrend einer Druckperiode zu relaxieren.

Im Absorptionsspektrum erhéilt man aufgrund dieser Dissipation einen Beitrag zur Ex-
zessddmpfung in der Form [105]

2 2
_ o N e s e
a(W)ex = QRTG (AV ,OCPAH> T+ (@) G = (315" [ca,) (3.15)

mit
ap : thermischer Ausdehnungskoeffizient
(), : Warmekapazitét bei konstantem Druck
AH : molare Reaktionsenthalpie
AV : molares Reaktionsvolumen

v;, cq, - Stochiometriefaktoren und Konzentrationen der

an der Gleichgewichtsreaktion beteiligten Molekiile A;.
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Die Form des Terms ldsst sich aus Gl. (3.13) unter Annahme einer periodischen Konzentra-
tionsschwankung herleiten; sie entspricht der Laplace-Transformierten des exponentiellen
Abfalls.

In der (aX)-Darstellung erhélt man fiir Gl. (3.15) einen Debye-Spektralterm

wT
(Oé)\)ex :ADW (316)
mit
mc3p ap ’
p

Die Amplitude Ap beschreibt die Kopplung zwischen Schallwelle und chemischer Reaktion
und erlaubt Riickschliisse auf Reaktionsvoluminen und Reaktionsenthalpie.

3.3. Die Theorie von Bhattacharjee und Ferrell

Wie bereits in Abschnitt 2.2.3 beschrieben, treten bei einem Phaseniibergang zweiter
Ordnung kritische Fluktuationen von thermodynamischen Ordnungsparametern in der
Néhe der kritischen Temperatur 7T, auf.

Die Wiarmekapazitiat C,, lasst sich durch ein Potenzgesetz der Form

75[0

T-T, i
. Gy =0,11 (3.18)

1e

Gy~ |

mit dem kritischen Exponenten der Warmekapazitiat &g darstellen. Im Falle der Wéarme-
kapazitit ist dieses Verhalten auf den Anstieg der Fluktuation der Enthalpie H geméfl
Gl. (2.5) zuriickzufiihren [49].

Einhergehend mit dem Anwachsen der Fluktuationen am kritischen Punkt kann der An-
stieg der Korrelationslinge ¢ der Fluktuationen und die Vergroflerung der charakteristi-
schen Abklingzeit 7 nach einem Potenzgesetz

-

-1
y T _FO

—zoU

T -1,
T

T -1,

£ =6 -

(3.19)

mit

I'y : Relaxationsratenamplitude
v = 3,05 : kritischer Exponent der Korrelationsldnge

2o = 0,63 : Dynamikexponent.

beschrieben werden. Eine Vergroflerung der Abklingzeit 7 fithrt zu einer Verlangsamung
aller Prozesse, die an das kritische Verhalten gekoppelt sind, dem ,, Critical Slowing Down®.
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Dieser Aspekt wurde bereits in Gl. (2.4) aus der Ganzburg-Lindau-Theorie [55, 88] herge-
leitet.

Die Ordnungsparameterfluktuationen haben einen Einfluss auf die Ultraschallabsorption.
Fluktuationen der Dichte — damit auch des Volumens — koppeln an die Druckschwankun-
gen einer einfallenden Schallwelle an. Die daraus resultierende Dissipation liefert einen
Beitrag zur Exzessddmpfung.

In [33] geben Bhattacharjee und Ferrell eine Herleitung der dynamischen Skalierungstheo-
rie zur Beschreibung des Beitrages von kritischen Fluktuationen zur Ultraschallabsorption
an. Diese Uberlegungen sollen hier kurz skizziert werden.

Bhattacharjee und Ferrell gehen von der Laplaceschen Annahme [74] aus, dass die schnelle
Kompression und Dilatation einer Schallwelle zu einer nicht vernachlassigbaren lokalen
Temperaturdanderung fiihrt.

Nach [14] und [52] fithrt dieses zu einem komplexwertigen additiven Term in der Schall-
geschwindigkeit

Co

cs(w, T) = cs(w = 07T) + Cs’lm

(3.20)

mit der frequenzabhéngigen komplexwertigen Warmekapazitét Cp(w,T’) und den Kon-
stanten c;; und Cy. Der Imaginérteil dieses Ausdrucks entspricht dem Absorptionskoefi-
zient .

Bhattacharjee und Ferrell teilen die Warmekapazitét in einen nichtkritischen Hintergrund-
anteil C7 und einen kritischen Teil C'(w) auf, so dass

Cp(w)=C1 4+ C(w) mit C(w) ~C(w=0)(1+ iwr), (3.21)
wobei 7 die mittlere Reaktionszeit der Fluktuationen darstellt. Es wird gezeigt, dass

C(w=0)~t % (3.22)
mit der reduzierten Temperatur

T-"1T,
p

- ' (3.23)

und dem in GI. (3.18) eingefiihrten kritischen Exponenten der Warmekapazitét dq ist. Die
Relaxation der kritischen Fluktuationen [32, 66] wird durch Diffusion mit der Diffusions-
konstanten

p— tel (3.24)

67nsE’

bewirkt, wobei

kg : Boltzmann-Konstante
7s : Scherviskositét

¢ : Korrelationslange.
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Damit ergibt sich die charakteristische Relaxationsrate

2D . T—-"1T.
F(t) - ? - FO tZOV - FO T

20U

(3.25)

mit
I'y : Relaxationsratenamplitude

2o : Dynamikexponent

v : kritischer Exponent der Korrelationslénge.

Durch Ersetzen der Temperaturabhéngigkeit in Gl. (3.22) durch die charakteristische Re-
laxationsrate aus Gl. (3.25) erhélt man

Clw=0)~t% = O, w=0) ~ %/ 2 _ 057 (3.26)
2oV
Die Frequenzabhéngigkeit von C' an der kritischen Temperatur mit I' = 0 l&sst sich aus
der Modenkopplungstheorie gewinnen:
—iw

C(I' =0,w) = <—> e (3.27)

a

mit der Konstanten a. Damit ergibt sich fiir den Ddmpfungsexponenten o nach GI. (3.21)

und GI. (3.27)

_ w
a~wlmCy(w)™ ! ~ —mImC(O,w)
o QT w? <g>1+5¢0/205
= 2z00a (Re Cp)? \w
= (af )% ~ 150 (3.28)
Mit GL. (3.26) folgt
(/) ~ 7157 (@M ~ [0 (3.29)

Die Ultraschallabsorption (a/ f?)ex in der Nihe des kritischen Punktes verhiilt sich nahezu
proportional zur Frequenz der Schallwelle. In der (a\)ec-Darstellung liefert der kritische
Anteil daher einen nahezu konstanten Beitrag im gesamten Frequenzbereich.

Bislang wurde noch nicht die Temperaturabhéingigkeit der Absorption betrachtet. Die
temperatur- und frequenzabhéngige Form wird gegeben durch

(aN)E = A(T)F(Q)  mit A(T) = A(T) - /207, (3.30)

Ccr
ex
mit
A(T) : temperaturabhingige Amplitude
Qo, 20, V : kritische Exponenten
F() : Skalierungsfunktion

I' : Relaxationsrate der kritischen Fluktuationen

Q2 = w/I" : reduzierte Frequenz.
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Bhattacharjee und Ferrell geben fiir verschiedene Phaseniibergénge jeweils leicht unter-
schiedliche Skalierungsfunktionen mit dhnlichen Spektralformen an.

Die Skalierungsfunktion gibt das Verhéltnis der Zusatzabsorption an der kritischen Tem-
peratur zu einer Temperatur in dessen Nédhe an

(@N)e(T)
F(Q) = —2%—=, (3.31)
(aA)&(Te)
wenn A(T) in der Nahe von T, nur schwach von T" abhéngt. Es gilt
) ) T -1
tll)rgo F(Q) =0, E%F(Q) =1, t= ' 7| (3.32)

Als empirische Skalierungsfunktion fiir die kritischen Fluktuationen am Lipid-Phasen-
iibergang von der gelférmigen Phase in die fluide Phase wird die Funktion

F(Q) = é ((1 +0%) " cos (@) = 1) (3.33)

angenommen [42]. Diese Funktion wurde von Bhattacharjee und Ferrell urspriinglich fiir
den Phaseniibergang in Fliissigkristallen auf Basis der Mean-Field-Theorie [17] berechnet.
Gl. (3.33) gibt lediglich eine N#éherung fiir die Losung der zu Grunde liegenden Gleichungen
an, die im Allgemeinen nicht geschlossen gelost werden kénnen.

Mit GI. (3.28) und Gl. (3.30) folgt fiir die Exzessddmpfung durch die kritischen Fluktua-

tionen
A(T)F () ~ f=00/2 (3.34)
Mit der Einfithrung der kritischen Amplitude Agp folgt

(aN)E = Agp(T) F(Q) f00/=07, (3.35)

cr
ex

Diese Absorption kann ebenfalls durch physikalische Groflen beschrieben werden

128 (AC) [ Q0 00/%7 202
(Oé)\)g( _ zou( ) 1/2 . ﬂffao/zou’ (336)
2T, 2m C?
Es wird ein Kopplungsparameter eingefiihrt mit
dl. Ta
g = p.C| (— — —p> 3.37
p dp pCp ( )

mit
pe - Dichte an der kritischen Temperatur

ap : thermischer Expansionskoeffizient.

AC' entspricht dem kritischen Anteil der Warmekapazitit C(w = 0) in Gl (3.21) und
Gl (3.22).
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4. Messverfahren der
Ultraschallabsorptionsspektrometrie

Die Ultraschallabsorptionsspektrometrie ist ein geeignetes Verfahren, um die Kinetik
schneller molekularer Prozesse zu untersuchen. Im vorhergehenden Kapitel wurden die
Einfliisse auf das Absorptionsspektrum von FEinzelzeitrelaxationen und kritischen Fluk-
tuationen am Phaseniibergang beschrieben. Fiir Lipidsysteme findet man die Relaxati-
onszeiten dieser Beitrdge im Bereich von einigen Millisekunden bis in den Nanosekun-
denbereich. Es werden daher im Rahmen dieser Arbeit Spektren im Frequenzbereich von
100 kHz bis hin zu 2 GHz aufgenommen. Die Uberlegungen des vorherigen Kapitels zeigen,
dass einzelne Prozesse messbare Beitriage iiber mehrere Frequenzdekaden liefern. Um diese
Prozesse separieren und charakterisieren zu koénnen, ist die Aufnahme eines kompletten
Spektrums in den meisten Féllen unerlésslich.

In diesem Kapitel werden die spektroskopischen Messverfahren vorgestellt, die im Rahmen
dieser Arbeit Verwendung finden: Das Resonatorverfahren, aus dem auch die Schallge-
schwindigkeitsmessung hervorgeht, und das Schwingungspulstransmissionsverfahren. Be-
gonnen werden soll aber zuvor mit einer kurzen Zusammenfassung iiber die Eigenschaften
piezoelektrischer Wandler, die bei dem hier benutzten Verfahren als Sende- und Emp-
fangseinheiten verwendet werden.

4.1. Der piezoelektrische Wandler

Fiir die Erzeugung von hochfrequenten Schallwellen werden piezoelektrische Wandler ein-
gesetzt. Die Elementarzellen piezoelektrischer Kristalle wie Quarz (SiOs) und Lithiumnio-
bat (LiNbO3) weisen eine polare Achse auf. Die Atome sind zwar rotationssymmetrisch
angeordnet, jedoch sind die Achsenrichtungen nicht gleichwertig, wie die vereinfachte Ein-
heitszelle in Abb. 4.1 (b) zeigt. Durch diese Polaritét reagiert der Kristall sensitiv auf die
Richtung duflerer elektrischer Felder. Entsprechend der Feldrichtung reagiert der Kristall
im Innern mit einer Deformation, die ein Gegenfeld geméif3

o (4.1)
T

erzeugt, wobei ¢ der piezoelektrische Koeffizient und Az/z die relative Langenénderung
ist [36].
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Abbildung 4.1: Der piezoelektrische Effekt. (a) Darstellung der dreidimensionalen Elementar-
zelle eines Quarzkristalls; (b) verdeutlicht die Symmetrie des Kristalls. (c) veranschaulicht den
longitudinalen Piezoeffekt. (d) zeigt, dass bei Anlegen eines duBeren Potenzials nur ungerade
Oberschwingungen angeregt werden kdnnen.

Schneidet man einen Quarzwandlerkristall in kristallographischer z-Richtung, wie in
Abb. 4.1 (c¢) dargestellt, so kann der Kristall als Dickenschwinger eingesetzt werden.

Bei Anlegen eines elektrischen Wechselfeldes wird nach Gl. (4.1) der Kristall zu Léngen-
anderungen entlang der Polarisationsachse und damit zur Abstrahlung von Schallwellen
angeregt. Dieser Prozess ist reversibel, d.h. eine Deformation des Kristalls durch einfal-
lende Schallwellen fiihrt zur Ausbildung eines elektrischen Feldes. Ein piezoelektrischer
Kristall kann daher auch als Empfangswandler fiir Schallwellen eingesetzt werden. Die
Effizienz der Konversion von mechanischer in elektrische Energie (und umgekehrt) liegt
bei etwa 1%.

Die Resonanzfrequenzen werden gegeben durch

Fam = (2m + 1);’;, ¥m € N (4.2)

mit

fwm : m-te Oberschwingung der Dickenresonanz des Wandlers
Cs,w : Ochallgeschwindigkeit im piezoelektrischen Kristall
dy, : Dicke des Kristalls.

Es kénnen nur Oberschwingungen (2n + 1)-ter Ordnung angeregt werden, wie Abb. 4.1
zeigt. Neben den Dickenresonanzen treten Scherresonanzen und deren Oberschwingungen
auf. Nach [7] ldsst die Grundresonanz der Scherschwingung angeben als

vsv,O - 07 G- fw70' (43)

Um ein homogenes elektrisches Feld zu erzeugen, werden die Wandlervorder- und -riick-
seite mit einer Goldschicht bedampft. Die Kontaktierung der Vorderseite, die dem Messvo-
lumen zugewandt ist, erfolgt vielfach an den Wandlerrdndern {iber Leitsilber und einen
federnden Metallring um den Wandler. Die Riickseite wird zentral von einem Metallstift
oder einer Bronzefeder kontaktiert.
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4.2. Das Resonatorverfahren

Fiir den Frequenzbereich unterhalb von 20 MHz wird das Resonatorverfahren zur Bestim-
mung des Absorptionskoeffizienten angewandt. Es stellt im Rahmen dieser Arbeit das
meistgenutzte Verfahren dar. Aus diesem Grunde sollen im folgenden Kapitel die theore-
tischen und messtechnischen Grundlagen ausfiihrlich beschrieben werden.

4.2.1. Der ideale Resonator

N Zellberandung

einfallende Welle

reflektierte VWelle,
Reflexionsfaktor 0 <r» <1

Sende-
wandler

Empfangs-
wandler

»|
»l

Wandlerabstand L

Abbildung 4.2: Wellenausbreitung im Resonator. In der Abbildung ist die schematische
Wellenausbreitung in einem Resonator dargestellt.

Fiir die theoretischen Uberlegungen sei angenommen, dass die Schallenergie vollsténdig in
das Probenvolumen abgestrahlt wird. Die Wandler des idealen Resonator besitzen daher
eine planare Geometrie bei unendlicher lateraler Ausdehnung, so dass keine Beugung an
den Réndern auftreten kann, und einen schallharten Abschluss an der Wandlerriickseite
bei infinitesimaler Wandlerdicke.

Energiedissipation kann unter diesen Voraussetzungen nur im Probenvolumen stattfin-
den. Das Volumen wird durch die Sende- und Empfangswandler begrenzt, die sich im
Abstand L voneinander befinden. Die im Folgenden verwendeten Groflen sind in Abb. 4.2
schematisiert.
Fiir die Schalldruckamplitude am Empfangswandler erhélt man bei kontinuierlicher An-
regung am Empfangswandler durch Uberlagerung von ein- und auslaufenden Wellen

Do = pse—'yLeiwt + psre—’yLeiwt

+ psr2€—3’yLezwt + pSTSG—B’yLezwt 4.

[e.e]

= po(1 +r)e 7t Z (rPe )"

n=0
ef'yL 6iwt

= po(1+7) (4.4)

1 —r2e 2L
mit
w = 2nf : Kreisfrequenz der Schallwelle
Ds, Pe : Schalldruckamplitude an Sende- und Empfangswandler

v = a+ i : Komplexer Absorptionskoeffizient mit
a: Dampfungsexponent und 3 = ¢g/w: Wellenzahl.



24 4. Messverfahren der Ultraschallabsorptionsspektrometrie

Nimmt man weiterhin eine schallharte Reflexion an den Grenzflichen zwischen Fliissigkeit
und Wandler mit |r| = 1 an, so folgt
ef'yLeiwt
Pe =Dps(1+ T)m;
e—yL ez’wt 1
1
*sinhy L’

el — gL

Damit folgt fiir eine Ubertragungsfunktion T'(f):

De 1
T(f)=—~ .
(/) ps  sinh~yL

(4.5)

Der Betrag der Funktion lédsst sich durch Zerlegung in Real- und Imaginéirteil mit
sinh?(yL) = sinh?(aL) 4 sin?(3L) gewinnen:

1
\/sinh*(aL) + sin(5L) ‘

()]~ (4.6)

Aus der Periodizitét der Sinusfunktion sin(nm) = 0,Vn € Ny, lassen sich die dquidistanten
Maxima der Funktion ableiten:

21 fr,
sin(fL) =0 = ﬁLz(Wf>L:n-7T
Gs (4.7)
= fn= &
2L
Fiir (L) < 1 kann die Form der Kurve fiir kleine 6 f = f — f,, in der Ndhe der Resonanzen
durch eine Taylor-Entwicklung gewonnen werden. Bei Messungen an wissrigen Losungen

ist dieses im Allgemeinen erfiillt. Es gilt:

sinh(al) = aL
sin(fL) = sin (ML) = sin (@L)

Cs Cs
210 f

Cs

L.

~
~

Die resultierende Kurve

1

\/(aL)2 + (%L)2

hat die Form einer Lorentzfunktion.

T (fn) ~

(4.8)
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In einem Frequenzabstand 0 f = Af,,/2 von f, erhdlt man einen Abfall der Leistung auf
die Hélfte, entsprechend einer Reduktion der Schalldruckamplitude um den Faktor 1/+/2.
Man erhélt iiber die Gleichung

‘T(fn + (Af/2))' B @LF . 1
(/)

o (2

eine Verbindung zwischen der Halbwertsbreite Af,, der n-ten Resonanz und dem Damp-
fungskoeffizienten a. Es ist

Afn
Jn

a(fn):cfAfn baw.  (aN)(f,) = m—n (4.9)

4.2.2. Der reale Resonator
Apparative Verluste

Zur Beschreibung der Resonatoreigenschaften wird die Giite @) eingefiihrt. Sie gibt das
Verhiiltnis aus reversibel im Schallfeld gespeicherter Energie E, und der dissipierten Ener-
gie F4 an:
E,
= 2T —. 4.10
Q=27 (4.10)
Experimentell lasst sich die Giite einer Resonanz als Quotient aus Mittenfrequenz und
Halbwertsbreite bestimmen:

_ (4.11)

Af

Neben der Fliissigkeitsddmpfung treten im realen Resonator weitere apparative Verluste
auf, die zu einer Erhchung der Halbwertsbreite und zu einer Reduktion der Giite () fithren.
Es gilt bei nicht zu geringen Qg und Qapp

ges = Qn' + Qs (4.12)
wobei

Qges : Giite des Gesamtsystems
(1 : Beitrag der Fliissigkeitsverluste zur Giite

Qapp : Beitrag der apparativen Verluste zur Giite.

Nach Labhardt und Schwarz [72, 73| kann der apparative Beitrag durch Beugungs- und
Wandlerverluste beschrieben werden. Die Beugungsverluste werden fiir biplanare Resona-
toren angegeben durch

%:”. (%)3 . fig (4.13)

(a)‘)beug =
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wobei R der Radius des Resonators ist und [, die spezifische Eingangsimpedanz der
Zellberandung ist. Fiir o < 3 wird (3, angegeben durch

_wpa 1L Za cacpa

g, =wel Zn_ 4.14
B Zy  Zy  Csp-Pb (4.14)

mit

w = 27 f : Kreisfrequenz der Schallwelle
[ : Wellenzahl
P, po - Dichte von Fliissigkeit und Zellberandung
Zq, 2y, Impedanz von Fliissigkeit und Zellberandung
Csf, Cs,p - Ochallgeschwindigkeit in Fliissigkeit und Zellberandung.

Gl. (4.13) zeigt, dass die Dampfung (a)peug ~ 1/f? zu kleiner werdenden Frequenzen
ansteigt. Die Beugungseffekte treten daher besonders stark bei niedrigen Frequenzen in
Erscheinung.

Die Verluste, die durch den Wandler hervorgerufen werden, lassen sich im Allgemeinen
nicht geschlossen durch Gleichungen angeben. Es handelt sich hierbei unter anderem um
Abstrahlung der Schallenergie in den Auflenraum des Resonators. Dieser Effekt tritt in
der Néhe der Scher- und Dickenresonanz des Wandlerkristalls auf.

Um die Beitrdge aus Beugungs- und Wandlerverlusten bestimmen zu kénnen, wird vor je-
der Messung an der zu untersuchenden Fliissigkeit eine Messung mit einer Referenz durch-
gefiihrt, deren physikalische Eigenschaften bekannt sind. Referenzlésung und Messsub-
stanz sollten nach Gl. (4.13) in Schallgeschwindigkeit, Dichte iibereinstimmen, um ver-
gleichbare Bedingungen fiir die Messung der Beugungsverluste zu gewéhrleisten. Es gilt

-1 _ -1 -1 -1 _ -1 -1
ges Qﬂ + Qapp und ges,ref Qﬂ,ref + Qapp
mit
Qges; Qges ref - Gesamtgiite von Substanz- und Referenzmessung

Qy L Qq ief : Dampfungsbeitrag von Messsubstanz und Referenz

Q;plp : Dampfungsbeitrag von apparativen Verlusten.

Wird Qg 1ef als bekannt aus der Theorie vorausgesetzt, so folgt

Qle = gels - gez,ref + QHjef‘ (415)

Die Verluste durch Fliissigkeitsddmpfung lassen sich durch diese Beziehung von der Ge-
samtddmpfung trennen. Weichen die Dampfungen von Referenzlésung und Messsubstanz
stark voneinander ab, so ist eine Korrektur der Messwerte nach Kononenko [68] vorzuneh-
men. Jedoch wurden alle Messungen an wéssrigen Losungen durchgefiihrt, so dass Dichte
pa und Schallgeschwindigkeit ¢, g nur geringe Abweichungen aufwiesen:

PA R PA ref und Cs i R Pl ref-
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4.2.3. Einfluss der Wandlereigenschaften
Frequenzabhidngigkeit der Resonanzeigenschaften

In der Theorie des idealen Resonators wird die Wandlerdicke infinitesimal sowie der
Fliissigkeit /Wandler-Ubergang als schallhart angenommen. Im realen Fall besitzen aber
die Wandler eine endliche Dicke. Aufgrund eines Reflexionsfaktors |r| < 1, kann ein Teil
der Schallwelle in den Wandler eindringen, wodurch die Laufstrecke der Welle verlan-
gert wird. In der Mitte zweier Dickenresonanzen des Quarzes bekommt man eine \/4-
Transformation, die zu einer schallharten Reflexion |r| = 1 an der Grenzfliche von Wandler
zu Fliissigkeit fithrt. Labhardt [72] fithrt einen Korrekturfaktor ein, der die Verlédngerung
der Wegstrecke beschreibt, und damit zu einer Anderung des Resonanzabstandes fiihrt:

Csfl (gr% - 1)(1 - gi—l) - 4gngn71
5 neN 4.16
fo = Jnor = g Arecos ( (92 +1)(gp_y +1) "e (4.16)

mit

PaCs A

gn =
PwCy tan (WJ{—Z)

und

fn : Mittenfrequenz der n-ten Resonanz
L : Zelllange
Csfl, Cs,w © Schallgeschwindigkeit in Fliissigkeit und Wandler
pa, Pw - Dichte der Fliissigkeit und des Wandlers

fw : Resonanzfrequenz des Wandlers.

Wie aus Abb. 4.3 deutlich wird, besitzt der Resonator eine frequenzabhéngige Sensitivitit
gegeniiber den Amplituden der Zellresonanzen. Bei hohen Dampfungen, die zu breiten
Resonanzen fiihren, ist daher eine Anpassung der Frequenzabhéngigkeit der Amplituden
notig. Nach [30] kann die Einhiillende der Amplitude gegeben werden durch

Em,O : e_Bf

1+ (d-tan (5 (54 + 1>)>2

E.(f) besitzt wiederum die Form einer Lorentzkurve. Dabei wird die Amplitude gegeben
durch E,, o, die Halbwertsbreite durch den Parameter d und die Mittenfrequenz durch
die m-te Quarzresonanz f, ,,. Der Term e~5/ beriicksichtigt zusiitzlich Anteile, die durch
elektrisches Ubersprechen hervorgerufen werden.

En(f) = (4.17)

Radialmoden

Aufgrund der endlichen Wandlerradien kann sich das Schallfeld im Wandler neben der
Hauptmode auch in verschiedenen Radialmoden ausbreiten. Labhardt [72] gibt fiir die
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Abbildung 4.3: Spektrum des 8-MHz-Resonators in der Ndhe der ersten Hauptresonanz.
Es ist eine deutliche Abhingigkeit der Amplitude von der Frequenz zu erkennen. Die Einhiillende
der Kurve wird durch Gl. (4.17) gegeben.

Lage der m-ten Radialmode f}* relativ zur Hauptmode f,, im biplanaren Resonator die
folgende Gleichung an:

=t = (%)2 (m(Qm;n b - 1) , (4.18)

wobei R der Radius der Wandler ist. Der Abstand der Nebenmoden verringert sich mit
zunehmender Resonanzfrequenz f,. Das heifit, die Form der Resonanz der Hauptmode
wird mit wachsender Frequenz zunehmend von Nebenmoden beeinflusst. Diese Storungen
werden jedoch bei der abschlieBenden Auswertung, die in Abschnitt 4.2.6 beschrieben
wird, beriicksichtigt.

Wandlergeometrie

Von entscheidender Bedeutung fiir das Resonanzspektrum ist die Geometrie des Wandlers.
Man unterscheidet im Allgemeinen drei Arten von Wandleranordnungen und Resonator-
typen: biplanare Resonatoren, bikonkave Resonatoren und planar-konkave Resonatoren.

Der biplanare Resonator, d. h. ein Resonator, dessen Wandlerstirnflichen planar sind,
ist bereits in den bisherigen Uberlegungen behandelt worden. Der Nachteil dieser An-
ordnung besteht darin, dass der Resonator sehr empfindlich gegeniiber Verkippungen ist.
Befinden sich die Wandleroberflichen nicht genau parallel zueinander, dann wird ein Teil
der Schallenergie in den Auflenraum reflektiert, so dass dieser Effekt als apparative Zu-
satzddmpfung zu einer Verbreiterung der Resonanzen fiihrt.

Auch ist im Falle der biplanaren Anordnung mit Beugungseffekten an den Réndern zu
rechnen, da das Schallfeld — im Idealfall — gleichermafien im Zentrum der Wandlerober-
fliche, sowie an den Réndern einfallt.

Der bikonkave Resonator reduziert Beugungseffekte. Die Idee hinter dem Einsatz eines
bikonkaven Resonators ist die Fokussierung des Schallfeldes. Schallwellen, die auf einen
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biplanarer Resonator biplanarer Resonator, bikonkaver Resonator
dejustiert

Abbildung 4.4: Skizzierung der Wandlerverluste. Im biplanaren Resonator werden
Rand,strahlen” an den Wandlerrandern bei tiefen Frequenzen in den AuBenraum gebeugt und
tragen so zu einer Zusatzabsorption bei. Bei einer Dejustierung der Wandler werden auch zentrale
Strahlen zunehmend in den AuBenraum reflektiert. Der bikonkave Resonator hingegen fokussiert
das Schallfeld, so dass Beugungsverluste und Verluste durch Wandlerdejustierung reduziert wer-
den.

konkaven Wandler fallen, werden immer in Richtung des eingeschlossenen Messvolumens
reflektiert. Dadurch wird sowohl die Beugung an den Réndern reduziert, sowie eine groflere
Toleranz bei der Wandlerjustierung erreicht.

Die konkave Geometrie begiinstigt die Ausbreitung von Radialmoden, so dass man fiir
jede Zellresonanz ein ausgepragtes Modenspektrum erhélt. Im Gegensatz zum biplanaren
Resonator ist die Lage dieser Moden jedoch unabhéngig von der Resonanzfrequenz. Nach
[7] wird der Abstand gegeben durch

L
fm—f, = miL arccos (1 - E) . (4.19)

™

k beschreibt hier den Kriimmungsradius der Wandler, der im Normalfall in der Groflen-
ordnung von Metern liegt.

Der planar-konkave Resonator vereinigt die Eigenschaften des biplanaren und des
bikonkaven Resonators. Auf der einen Seite zeigt er wenig Beugungverluste und eine gute
Toleranz gegeniiber Dejustierung, auf der anderen Seite ist sein Resonanzspektrum we-
niger ausgepréigt als beim bikonkaven Resonator. Fiir die Lage der Radialmoden kann
angegeben werden [7]:

™

L
i — fn= miL arccos ( 1- E) : (4.20)

4.2.4. Aufbau des Messplatzes

Abb. 4.5 zeigt den schematischen Aufbau eines Resonator-Messplatzes. Bei diesem Auf-
bau wird ein Netzwerkanalysator (2) zur Signalerzeugung und -analyse verwendet. Der
Netzwerkanalysator, NWA, erzeugt ein kontinuierliches Signal Us, das iiber einen 3dB-
Signalteiler (3) in ein Referenzsignal Ug und ein Messsignal Uy aufgeteilt wird. Das Refe-
renzsignal wird wieder in den NWA zuriickgefiihrt. Das Messsignal regt den Sendewandler
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Abbildung 4.5: Blockschaltbild fiir einen Resonatormessplatz. Die durchgehende Linie
symbolisiert den Weg des Messsignals, gepunktete Linien reprisentieren Mess- und Steuer-
leitungen. (1) Steuerrechner; (2) Netzwerkanalysator mit (2a) Generator; (2b) Zweikanal-
Uberlagerungsempfinger und (2c) Frequenzzihler; (3) 3dB-Signalteiler; (4) Resonator mit (4a)
Sende- und (4b)-Empfangswandler; (5) regelbarer Verstarker; (6) duBere Thermostatierhiille; (7)
Digitalthermometer mit externem Pt100-Messfiihler; (8) Wasserbad zur Thermostatierung.

(4a) zu Schwingungen an, die in das Messvolumen abgestrahlt werden. Der Quarzemp-
fanger (4b) wandelt anschlieflend die Schallwelle wieder in ein elektrisches Signal um, das
iiber einen regelbaren Verstérker (5) zuriick an den Netzwerkanalysator gegeben wird. Im
NWA wird der Quotient Uy;/Ug gebildet, um die Ubertragungsfunktion des Resonators
bestimmen zu kénnen. Uber einen Steuerrechner (1) kénnen die Messbereichsgrenzen und
andere Parameter an den NWA gesendet werden, die fiir das Ausmessen der Resonanzen
notwendig sind. Nach der Messung werden frequenzabhéingige Amplituden- und Phasen-
informationen an den Rechner gesendet und gespeichert. Ein temperierbares Wasserbad
(8), das an die Thermostatierkanile des Resonators und an eine isolierende Hiille um den
Resonator herum angeschlossen ist, dient zum Einstellen der Messtemperatur. Mit Hilfe
eines Digitalthermometers (7), das in Kontakt mit dem Messvolumen angebracht ist, wird
regelméfig die Temperatur kontrolliert.

4.2.5. Die verwendeten Resonatoren
Der 1-MHz-Reflektor-Resonator

Bei der Wahl des tieffrequenten Resonators muss neben anderen Parametern auch das
Messvolumen aufgrund des hohen Preises fiir die zu untersuchenden Lipid/Peptid-Mem-
branen beachtet werden. Fiir diese Messungen wird ein neuartiger 1-MHz-Reflektor-Re-
sonator nach Polacek [92, 93] verwendet, der ein Zellvolumen V' =~ 30ml aufweist. Fir
bewéhrte Resonatoren in diesem Messbereich wie dem planar-konkaven 1-MHz-Resonator
nach Telgmann [106, 107] wird eine wesentlich groflere Probenmenge benétigt, so dass
diese nicht verwendet werden kénnen.
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Abbildung 4.6: Querschnittszeichnung des Reflektorresonators. (1) Reflektoren; (2) Wand-
lerfassung; (3) O-Ringe; (4) Thermostatierkanile; (5) Befiillkanal; (6) Beliftungskanal; (7)
Grundplatte; (8) Wandler; (9) Verfahreinheit [92].

Im Gegensatz zu herkbmmlichen Resonatoren, deren Messvolumen durch die Schallwand-
ler abgeschlossen wird, wird die Zelle beim Reflektor-Resonator durch zwei konkave Ra-
sierspiegel (Radius R = 60 mm, Kriimmungsradius £ = 1m, Dicke d = 2mm) begrenzt.
Der grofle Vorteil der Spiegel liegt darin, dass sie mit einer ausreichenden Prézision ge-
fertigt werden, und sich gegeniiber zahlreichen Materialien inert verhalten. Die Spiegel
werden so in den Resonator eingesetzt, dass sie frei schwingen kénnen, aber dennoch orts-
fest eingespannt sind. Auf der Senderseite wird das Schallsignal zentral iiber den direkten
Kontakt des Piezowandlers an den Spiegel gekoppelt, um eine gute Signaliibertragung zu
gewihrleisten. Auf der Empfangerseite sind Reflektor und Wandler mechanisch voneinan-
der getrennt, um zusétzliche Reflektorschwingungen von den zu messenden Resonanzen zu
trennen. Eine Querschnittszeichnung des Reflektor-Resonators ist in Abb. 4.6 dargestellt
(92, 93].

Mit dem Reflektor-Resonator sind Messungen zwischen 100 kHz und 1 MHz méglich. Er
weist in diesem Bereich eine sehr hohe Giite auf; die daraus resultierenden geringen Halb-
wertsbreiten fiir schwach dampfende Substanzen wie Wasser machten eine Weiterent-
wicklung des Messverfahrens nétig, um die Resonanzen mit geniigend hoher Auflésung
aufzunehmen. Der weiterentwickelte adaptive Scan-Algorithmus wird in Abschnitt 4.2.8
beschrieben.

Der 8-MHz-Resonator

Ein Anschluss an den Messbereich des Reflektor-Resonators wird durch den 8-MHz-
Resonator mit vorgespannten Wandlerplatten nach Polacek [92] erreicht. Dieser Resonator
deckt einen Frequenzbereich von 300 kHz bis 24 MHz ab. Die piezoelektrischen Wandler
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werden unter mechanischer Spannung in die Halterung eingesetzt, so dass sie eine kon-
kave Form erhalten. Messungen zeigen, dass durch die Konkavitdt der Wandler in einem
Frequenzbereich von 2 MHz bis 5 MHz die Giite des Resonators ansteigt [92]. Bei einen
biplanaren Resonator wird bei hohen Frequenzen der Abstand der Radialmoden nach
Gl. (4.18) immer geringer, weshalb sich die verschiedenen Moden nicht mehr auflésen las-
sen. Der bikonkave 8-MHz-Resonator kann zu héheren Frequenzen noch benutzt werden,
da die Auflésung des dquidistanten Modenspektrums nach Gl. (4.19) insbesondere durch
den Anstieg der Hintergrunddédmpfung begrenzt wird.
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Abbildung 4.7: Querschnitt durch einen planar-konkaven Resonator. (1) Messvolumen;
(2) planarer Wandler; (3) konkaver Wandler; (4) Einklebung mit elektrischer Kontaktierung zur
Fliissigkeitsseite; (5) Quarzhalterung (V2A-Stahl); (6) riickwartige Kontaktierung; (7) Zellbe-
randung; (8),(22),(23) Thermostatierkanale; (9) Einfiill- und (10) Beliiftungskanale; (11) Dich-
tungsringe; (12) Grundplatte; (13) Montageplatte der Senderseite; (14) verkippbarer Rahmen zur
Paralleljustierung mittels (15) Kugelgelenk, (16) Feintriebschraube und (17) Druckfeder; (18)
Montageplatte der Empfangerseite; (19) Kugelfiihrung; (20) Abstandsstiick zur Zelllingenfixie-
rung; (21) Befestigungsschraube; (24) Schutzwiande fiir die Temperaturabstimmung.

In Abb. 4.7 ist ein Querschnitt durch einen planar-konkaven Resonator dargestellt. Der

8-MHz-Resonator mit vorgespannten Wandlerplatten besitzt einen nahezu identischen
Aufbau.
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4.2.6. Ablauf der Messung

Fiir die Bestimmung des Dampfungsexponenten aus der Halbwertsbreite miissen nach
Gl. (4.9) die Schallgeschwindigkeit in der Fliissigkeit und nach Gl. (4.15) die apparativen
Verluste bekannt sein. Zur Bestimmung der Schallgeschwindigkeit aus Gl. (4.16) wird die
Zelllinge L benotigt. Die Zelllinge wird, ebenso wie die apparativen Verluste, durch eine
Referenzmessung bestimmt. Gl. (4.16) liefert in diesem Fall bei bekannter Schallgeschwin-
digkeit die Zellldnge. Vor jeder Substanzmessung muss eine Referenzmessung durchgefiihrt
werden, da die Zelllinge und die apparativen Eigenschaften empfindlich gegeniiber dufle-
ren Einfliissen sind.

Vor dem Befiillen des Resonators sind Messsubstanz und Resonator auf die Temperatur
vorzuthermostatieren. Die Substanz wird langsam von unten in das Messvolumen iiber
den Befiillkanal eingebracht. Dabei ist darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen im
Messvolumen bilden. Die Befiillung ist abgeschlossen, wenn die Substanz an der Oberseite
aus dem Entliiftungskanal austritt.

Luftblasen im Messvolumen verféilschen die Messung des Absorptionskoeffizienten, da an
der Grenzfliche Luft/Substanz die Schallwellen aus dem Messvolumen gestreut werden
kénnen. Durch die Mehrfachreflexion innerhalb des Resonators ist dieser Effekt die Haupt-
ursache fiir fehlerhafte Messungen.

Ist die Substanz blasenfrei eingebracht, so wird der Resonator weiterhin bis zur end-
giiltigen Messtemperatur thermostatiert. Fiir die letzten 1/10 Grad empfiehlt sich die
Verfolgung® (Driftmessung, siehe Abb.B.3) einer schmalen Resonanz. Die Resonanzlage
ist nach Gl. (4.7) von der Schallgeschwindigkeit und der Zelllinge abhéngig. Da sich beide
Parameter mit der Temperatur &ndern, ist eine Verlagerung der Resonanz zu beobach-
ten. Die Messung kann beginnen, wenn die Lage der Resonanz stabilisiert ist, und die
Temperatur von der Endtemperatur um AT < 0,02 K abweicht.

Die Messung der Resonanzen erfolgt mit einem Steuerprogramm, das Amplitude und Pha-
se der Resonanz mit einer hohen Auflésung aufnimmt und speichert. An die Daten wird
eine Lorentzkurve nach Gl. (4.8) angepasst, deren Mittenfrequenz und Halbwertsbreite se-
parat gespeichert werden. Ein modernes Programm, das diese Aufgaben iibernimmt, wird
in Abschnitt 4.2.8 vorgestellt.

Eine genauere Anpassung der Messdaten wird nach der Messung vorgenommen. Dazu
werden die Resonanzen manuell unter Berticksichtigung der Wandlergeometrie mit bis zu
fiinf Nebenmoden und einem Term fiir das elektrische Ubersprechen nach

T(f) = (i A + Uelei¢el> e’ (4.21)

= sinh ~y; L
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mit

fj : Resonanzfrequenz der j-ten Nebenmode

v; = a; + 15, : komplexe Ausbreitungskonstante
¢ : globale Phase
L : Zelllange

Uel, @o1 : Amplitude und Phase des elektrischen Ubersprechens

unter Verwendung des Marquardt-Algorithmus [94] angepasst.

4.2.7. Der Messplatz zur Messung der erweiterten
Spektralfunktion S*

Ein zentraler Punkt dieser Arbeit ist die Messung der empirischen Skalierungsfunktion
nach Bhattacharjee und Ferrell, die in Abschnitt 3.3 beschrieben wird. Der ., Critical Slo-
wing Down nach Gl. (3.19) sagt eine Verlangsamung der kritischen Fluktuationen voraus,
so dass diese im Wesentlichen einen Beitrag im niederfrequenten Bereich des Ultraschallab-
sorptionsspektrum liefern. Sind keine weiteren Beitriige durch z. B. Einzelzeitrelaxationen
zu erwarten, so geniigt es, die Skalierungsfunktion anhand von Absorptionsmessungen in
einem sehr eng gewédhlten Messbereich zu bestimmen, fiir ,einfache” kritische Systeme
wie in [9] kann die Skalierungsfunktion unter Verwendung eines Resonators im Frequenz-
bereich zwischen 0,1 MHz und 1,5 MHz bestimmt werden.

Im Falle der Lipidlésungen sind die kritischen Fluktuationen von zusétzlichen Einzel-
zeitrelaxationen tiberlagert [98, 100]. Um die einzelnen Beitrige trennen zu konnen, sind
spektroskopische Untersuchungen in einem groBeren Messbereich nétig. In [100] wird die
erweiterte Spektralfunktion

Ap(wTo)

S#(w) = S(w) + m

(4.22)
mit

S(w) : Spektralfunktion

Ag, 10 : Amplitude und Relaxationszeit des zusétzlichen Relaxationsterms

eingefiihrt, die die empirische Skalierungsfunktion um einen Debye-Spektralterm einer
Einzelzeitrelaxation erweitert, die nur in der Nahe der kritischen Temperatur auftritt.

Der neue Messplatz zur Messung der erweiterten Spektralfunktion, dargestellt in
Abb. 4.8, bietet die Moglichkeit, einen Frequenzbereich von 0,1 MHz bis 24 MHz abzu-
decken. Die grundlegende Idee hinter dem Aufbau ist, zwei Resonatoren (4, 5) gleichzeitig
zu thermostatieren, um Fehler durch unterschiedliche Temperierungen auszuschliefen. Be-
sonders in der Nahe der kritischen Temperatur dndert sich die Absorption sehr stark mit
der Temperatur, so dass bereits kleine Temperaturunterschiede zwischen den Resonatoren
zu einem Versatz im Gesamtspektrum fithren.
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Abbildung 4.8: Blockschaltbild des neuen Messplatzes. Die durchgehende Linie symboli-
siert den Weg des Messsignals, gepunktete Linien reprasentieren Mess- und Steuerleitungen, die
gestrichelten Linien optionale Komponenten. (1) Steuerrechner; (2) Netzwerkanalysator Hewlett-
Packard 8751A mit (2a) Generator, (2b) Zweikanal-Uberlagerungsempfinger und (2c) Frequenz-
zéhler; (3) Signalteiler; (4) 1-MHz-Reflektor-Resonator mit (4a) Sende- und (4b) Empfangswand-
ler; (5) 8-MHz-Resonator mit (5a) Sende- und (5b)-Empfangswandler; (6) optionaler Koaxial-
Schalter; (7) regelbarer Verstarker mit paralleler Schnittstelle; (8) duBere Thermostatierhiille;
(9) Digitalthermometer mit externem Pt100-Messfiihler und RS232-Schnittstelle; (10) Lauda
E200-Thermostat mit RS232-Schnittstelle.

Die verwendeten Resonatoren wurden bereits im vorhergehenden Abschnitt beschrieben.
Sie sind an einen Thermostaten (Lauda E200) angeschlossen, dessen Temperatur iiber
eine serielle Schnittstelle (RS232) durch einen Rechner (1) gesetzt werden kann. Das Was-
ser des Thermostaten durchstromt zuerst die Thermostatierkanéle des 1-MHz-Resonator
(Abb.4.6 (4)) und anschlieflend die des 8-MHz-Resonators (Abb.4.7 (8, 22, 23)). Die
Messaufbauten sind zusétzlich von einer thermostatierbaren Isolierhiille (Abb.4.8 (8))
umgeben, die fiir eine bessere Temperaturstabilitdt notig ist.

Das elektrische Signal wird von einem Netzwerkanalysator (NWA) des Typs Hewlett
Packard HP 8751A erzeugt (Abb. 4.8 (2)) und anschliefend iiber einen Signalteiler (3) auf
den Sendewandler eines Resonators (4, 5) gegeben. Die Umschaltung zwischen den Re-
sonatoren erfolgt manuell, kann jedoch optional auch iiber Koaxialrelais (6) automatisch
mit dem Steuerrechner (1) erfolgen. Das Signal des Empfangswandlers wird iiber einen
regelbaren Verstérker (7) so verstérkt, dass die relative Signalamplitude Uy /Uy zwischen
-25dB und -55dB liegt. Fiir hohere Amplituden wird die Signaliibertragung nichtline-
ar, die auszumessende Resonanz wird gestaucht, unterhalb -55dB wird der Einfluss des
Grundrauschens zu grof.

Das Auslesen und die Auswertung der Daten erfolgt mit dem Programm NWAControl,
das Gegenstand des folgenden Abschnitts sein soll. Neben den Resonanzdaten wird zu-
sitzlich die aktuelle Temperatur eingelesen, um bei spateren Auswertungen Fehler durch
Temperaturschwankungen abschétzen zu konnen.
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4.2.8. Das Programm NWAControl

Die Bestimmung der Skalierungsfunktion setzt einen hohen Anspruch an Messgenauigkeit
und Reproduzierbarkeit voraus. Dieses bedeutet zum einen, dass man eine ,,Kontrollin-
stanz® benotigt, die duflere Parameter wie die Temperatur T iiberwacht, zum anderen
muss gewéhrleistet sein, dass sehr schmale Resonanzen mit Halbwertsbreiten Af, von
wenigen Hertz, sowie sehr breite Resonanzen mit Halbwertsbreiten von einigen Kilohertz
aufgenommen werden kénnen. Erstere treten bei der Referenzmessung mit Wasser im 1-
MHz-Resonator auf, letztere sind vor allem fiir Frequenzen f > 10 MHz in der Nahe der
kritischen Temperatur fiir Lipidlosungen zu finden. Damit verkniipft ist ein grofler Dyna-
mikbereich des Resonatorausgangsignals von ungefahr 80 dB, der an den Messbereich des
Netzwerkanalysators angepasst werden muss.

All diese Aufgaben werden von dem Programm ,,NWAControl“ iibernommen, das mittler-
weile erfolgreich an allen Resonatormessplétzen eingesetzt wird.

Ansteuerung der Messinstrumente

An den Messplatzen werden sowohl kommerzielle Messinstrumente, als auch Geréte aus
der Elektronikwerkstatt des III. Physikalischen Institutes (DPI) verwendet. Als Netz-
werkanalysatoren werden der Hewlett Packard Network Analyzer 8751A und der Hewlett
Packard Network & Spectrum Analyzer 4951A verwendet, die iiber eine serielle IEEE-
Schnittstellenkarte angesteuert werden. Die verwendeten IEEE-Schnittstellenkarten sind
die interne PCI-Karte Keithley IEEE-488 und die externe IEEE-Schnittstelle Agilent
82357A, die an den USB-Ausgang des Rechners angeschlossen wird.

Da sich sowohl die Befehlssiatze der NWAs, als auch die der Schnittstellenkarten unterein-
ander deutlich unterschieden, ist fiir die Geréte ein einheitlicher Befehlssatz in NWAControl
implementiert worden, iiber den eine Ansteuerung méglich ist. Uber diese Programmier-
schnittstelle ist es leicht moglich, auch andere Analysatoren und IEEE-Karten mit NWA-
Control anzusteuern. Man spricht bei diesem Verfahren auch von der ,,Kapselung® von
Programmteilen.

Ebenfalls gekapselt sind die Ansteuerung von Digitalthermometer, Thermostat und Ver-
starker. Das Thermometer mit thermisch stabilisierter Elektronik, das aus der Elektro-
nikwerkstatt des DPI stammt, und der Thermostat Lauda E200 werden an den seriellen
Schnittstellen des Computers betrieben.

Der regelbare Verstéarker aus der Elektronikwerkstatt besitzt neben den Verstérkerstufen
10, 20, 30, 40 dB auch die Moglichkeit, das Signal um 20 dB zu dampfen. Dieses ist mitunter
in der Nihe der Quarzresonanz notwendig, wo der Resonator nach Gl. (4.17) eine hohe
Sensitivitit besitzt. Der Verstérker wird iiber die parallele Schnittstelle angesteuert.

Alle Geriite, fiir die ein gekapselter Befehlssatz besteht, sind an den Messplétzen beliebig
austauschbar. Die aktuelle Konfiguration wird aus einer Textdatei, die auf der Festplatte
des Rechners liegt, eingelesen.
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Der adaptive Scan-Algorithmus

Um die Zellresonanzen einzulesen (zu ,scannen‘), wird zuerst ein breitbandiges Spektrum
des Resonators aufgenommen, anhand dessen die zu scannenden Resonanzen ausgewéhlt
werden. Dabei wird der Experimentator durch das Programm unterstiitzt, indem der
Rechner bei Kenntnis des Resonanzabstandes f,, — f,_1 die nichste Resonanz im Aus-
wahlbereich zentriert. Die Auswahl der Hauptmode wird somit beim Auftreten mehre-
rer Nebenmoden erleichtert. Die Resonanzen werden per Mausklick ausgewéhlt. Je nach
scheinbarem Einfluss der Nebenmoden kann der Anwender zusétzlich mehrere Nebenmo-
den zum Scannen auswéhlen. Dieses ist insbesondere hilfreich bei stark dédmpfenden Sub-
stanzen. Bildschirmfotos von NWAControl sind im Anhang zu finden. Nach Auswahl der
Resonanzen werden die selektierten Frequenzbereiche an den adaptiven Scan-Algorithmus
iibergeben.

Der adaptive Scan-Algorithmus ist das Herzstiick von NWAControl. Er regelt die Anpas-
sung der Scanbereichsbreite (Span), der Signalverstirkung und der Bandbreite der Zwi-
schenfrequenz. Wihrend die Bedeutung von Span und Signalverstéarkung sofort zugéanglich
ist, bedarf es bei der Bandbreite der Zwischenfrequenz einer kurzen Erklarung.

In einem NWA wird das Eingangssignal, das sich iiber einen grofien Frequenzbereich er-
streckt mittels eines durchstimmbaren lokalen Oszillators (LO) in mehreren Stufen auf eine
feste Zwischenfrequenz A fir gemischt. Der Mischungsprozess ist nichtlinear, es entstehen
mehrere Seitenbénder hoherer Ordnung. Die entstehenden Zwischenfrequenzen werden
mit einem Gauffilter der Breite A fip (IFBW?) gefaltet. Das Ergebnis dieser Faltung wird
als Amplitudeninformation ausgegeben. Je schmaler der Gauffilter ist, desto besser kann
das urspriingliche Signal aufgelost werden. Die Verringerung von A fip fithrt aber zu einer
Erhohung der Scan-Dauer [1]

! (4.23)

Tscan ™~ 7x 7 - .
(Afir)?

Um einen schnellen Ablauf der Messung zu gewéhrleisten, wird die IFBW an die Breite
der Resonanz angepasst. Empirisch ergibt sich eine Abschétzung fiir die Zwischenfrequenz

Afip < C-Af  mit (= g (4.24)

Der adaptive Scan-Algorithmus iiberpriift zuerst, ob in dem zuvor manuell ausgewéhlten
Frequenzbereich (Span) eine Resonanz gefunden werden kann. Ist dieses nicht der Fall,
so wird die Breite des Spans verdoppelt und die Resonanz erneut gesucht. Durch Tem-
peraturdnderung kann es vorkommen, dass bei schmalen Frequenzbereichen die Resonanz
aus dem ausgewdhlten Bereich heraus wandert. Durch die sukzessive Vergroflerung des
Spans werden die Resonanzen wieder gefunden. Die Suche ist beendet, wenn eine Reso-
nanz gefunden wurde, oder der Span grofler als der Abstand der Zellresonanzen ist, denn
in dem letzten Fall muss theoretisch eine Resonanz vorliegen. Tritt dies nicht ein, so liegt
ein technisches oder physikalisches Problem vor.

1Je nachdem, ob fiir die Realisierung dieses Filters ein (1) analoger oder (2) digitaler Filter eingesetzt
wird, spricht man von (1) Interfrequency Bandwidth oder (2) Resolution Bandwidth [1]. Es wird im
Folgenden nur der Begriff IFBW verwendet.
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Abbildung 4.9: Einfluss der IFBW auf die Form der Resonanzkurve. Die Resonanz besitzt
eine Halbwertsbreite von Af ~ 8 Hz. Man erkennt deutlich den Einfluss eines schnellen Scannes
mit hohen Werten fiir die IFBW. Fiir schmalere Resonanzen wird die Form der Kurve zunehmend
unsymmetrisch fiir groBe IFBW.

Das Finden einer Resonanz bedeutet in diesem Zusammenhang, dass eine Amplituden-
spitze innerhalb des Frequenzbereiches durch eine Lorentzkurve nach Gl. (4.8) beschrieben
werden kann. Die Anpassung der Daten erfolgt mit dem Marquardt-Algorithmus [94], der
als Losung Amplitude Ar,,, Mittenfrequenz fi,, und Halbwertsbreite A fi,, der Resonanz
liefert. Der Erfolg einer Anpassung héngt entscheidend von den Startparametern ab. Um
diese zu bestimmen, werden drei Kriterien iiberpriift:

1. Gibt es Spitzen (iiber mehrere Datenpunkte), die einen 3dB-Abfall aufweisen? Falls
ja, dann werden die maximale Amplitude, die dazugehorige (Mitten)frequenz und
die Breite der Spitze am 3dB-Abfall als Startparameter verwendet. Wenn nicht,
dann

2. werden ausgeprégte Spitzen gesucht, die sich iiber mehrere Datenpunkte erstrecken.
Falls solche Spitzen existieren, dann werden wiederum deren maximale Amplituden
und die dazugehorige Frequenzen iibernommen. Als Halbwertsbreite wird 1% des
vorgegebenen Messbereiches angenommen.

3. Sollte diese Suche auch kein Ergebnis bringen, dann wird das Maximum und dessen
Frequenz, sowie 1% des Messbereiches als Startparameter angenommen. Dieser Fall
dient lediglich als ,Rettungsanker® fiir den Algorithmus.

Scheitert der Marquardt-Algorithmus mit diesen Startparametern, so werden die freien
Parameter abwechselnd festgehalten. Durch die verschiedenen Methoden die Parameter zu
bestimmen, wird fiir nahezu jede Resonanz eine gute Anpassung der Hauptmode gefunden.
Probleme treten bei sehr schwachen Resonanzen auf, die trotz Verstarkung eine maximale
Amplitude von weniger als -65 dB aufweisen, und bei hochfrequenten Resonanzen, deren
Nebenmaxima nicht mehr sauber getrennt werden koénnen.
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n : Zahler fiir die verschiedenen Scan-Durchgénge
Nmax : Maximale Anzahl von Scan-Durchgédngen
{sn} : Frequenzbereich (Span) des n-ten Scan-Durchgangs
S(f,w) : ,Hilfsnotation* zur Erzeugung eines Frequenzbereiches
[f —w, f+ w]
|sp| : Breite des n-ten Spans
o : Faktor zur Anpassung der Span-Breite

A(f),o(f) : Amplitude und Phase bei der Frequenz f
Atvors fror, Dfror @ Amplitude, Mittenfrequenz und Halbwertsbreite der
Lorentzkurve
Afir : Halbwertsbreite der Zwischenfrequenz (IFBW)
Afipmin : kleinste einstellbare IFBW
¢ : Bandbreitenfaktor zur Anpassung der IFBW

Abbildung 4.10: Ablaufdiagramm des adaptiven Scan-Algorithmus. Zu Beginn wird der
Scan vorbereitet, indem gepriift wird, ob in dem vorgegebenen Suchbereich eine Resonanz vorhan-
den ist: wenn nicht, wird der Suchbereich erweitert. Im ndchsten Programmteil wird schrittweise
in den Resonanzbereich ,,gezoomt”. Dazu wird kontinuierlich die Halbwertsbreite der Resonanz
anhand der Amplitudeninformation bestimmt und der Frequenzbereich (Span) und die Zwi-
schenfrequenz angepasst. AbschlieBend wird in dem zuletzt eingestellten Frequenzbereich sowohl
Amplitude, als auch Phase aufgenommen. Ebenfalls aufgenommen werden auch Amplituden-
und Phaseninformation des zuvor manuell ausgewahlten Frequenzbereiches.
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Wird eine Resonanz nach diesem Verfahren gefunden, so wird in die Resonanz ,, gezoomt*.
Die Anpassung der Daten mittels einer Lorentzkurve ist nur giiltig fiir kleine Abweichun-
gen von der Mittenfrequenz. Dabei werden nach jedem Scan die Daten mit einer Lor-
entzkurve angepasst, und der Frequenzbereich als Vielfaches der Halbwertsbreite o - A f1o;
ausgewdhlt (Siehe auch Abb. B.2). Diese Iteration ist beendet, wenn sich die Halbwerts-
breite um weniger als 10% verringert; d. h. wenn

AfLor,n
AfLor,n—l
oder wenn eine maximale Anzahl von Scans erreicht wurde (n = np,y), oder die IFBW ih-

ren kleinsten einstellbaren Wert (A fip = A fir min) erreicht hat, der von dem verwendeten
Netzwerkanalysator abhéngt.

<1,1, (4.25)

Nachdem {iber diesen Algorithmus der bestmogliche Frequenzbereich und die optimale
IFBW ausgewéhlt ist, wird abschlieBend die Amplitude A(f) und die Phase ¢(f) in diesem
Frequenzintervall gemessen. Zusétzlich wird noch die Amplituden- und Phaseninformati-
on des manuell gewédhlten Spans ermittelt. Dieses ist hilfreich, und oft auch notwendig,
wenn die Hauptamplitude durch mehrere Nebenmoden beeinflusst wird, oder wenn der
Suchalgorithmus scheitert (siche Abb. B.2).

Probleme mit dem Algorithmus wurden in den Messungen im Rahmen dieser Arbeit nur
bei Frequenzen des 1-MHz-Resonators unterhalb 250 kHz fiir starke Dampfungen festge-
stellt. Der Algorithmus zoomt in diesem Falle gelegentlich in zufillige Amplitudenspitzen
des Rauschens hinein. Bei hohen Frequenzen des 8-MHz-Resonators tritt in der Néhe
der Scherresonanz des Quarzwandlers das Phanomen auf, dass die erste Nebenmode eine
hohere Amplitude besitzt als die Hauptmode. Hier kann der Suchalgorithmus ggf. die Ne-
benresonanz auswéhlen. Durch die zusédtzliche Messung des zuvor manuell ausgewéhlten
Messbereiches kénnen aber auch solche Resonanzen noch ausgewertet werden.

Die Messdauer des Algorithmus héngt stark von der IFBW bzw. der Resonanzbreite ab.
Der Netzwerkanalysator HPS8751A benétigt fiir eine Messung mit Afip = 20Hz eine
Zeit von ungefahr 80s, wobei der letzte Scan, der Amplituden- und Phaseninformation
enthélt, ungefdhr 20s andauert. Bei der Messung mit Afijp = 2Hz benétigt der Scan
von Amplitude und Phase schon schon iiber 120 s. Die Gesamtmessdauer des Algorithmus
belduft sich auf iiber 200s.

Die meisten der Parameter fiir den adaptiven Scan-Algorithmus kénnen frei vorgegeben
werden, so dass die Suche sehr flexibel an die jeweiligen Gegebenheiten angepasst werden
kann.

4.2.9. Fehlerabschitzung

Die Messung des Absorptionsspektrums mit Hilfe des Resonatorverfahrens wird durch
verschiedene Fehlerquellen beeinflusst, die im folgenden erldutert werden sollen.

Fehlerhafte Befiillung. Wie schon in Abschnitt 4.2.6 beschrieben, ist eine Befiillung des
Resonators ohne Luftblasen unerlasslich. Luftblasen fiithren zu einer Streuung der Schall-
welle und damit zu einer Zusatzabsorption und Verbreiterung der Resonanzbreiten. Haufig
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ist eine fehlerhafte Befiillung durch Vergleich mit den Resonanzbreiten anderer Messungen
zu erkennen. Mitunter treten auch zuséitzliche Nebenmoden auf, die dadurch entstehen,
dass die Schallwelle bereits nach Durchlaufen einer kiirzeren Wegstrecke reflektiert wird.

Ist der Anschluss der Resonatormessdaten an den hoherfrequenten Bereich des Absorp-
tionsspektrums nicht moglich, so ist die Resonatormessung mit Referenz- und Substanz-
messung zu wiederholen.

Temperaturfehler. Die Resonanzfrequenz und Halbwertsbreite der Resonanz werden
stark von der Umgebungstemperatur beeinflusst. Insbesondere fiir die in dieser Arbeit
untersuchten kritische Systeme ist die Temperatur aufgrund der Abhéngigkeit thermo-
dynamischer Parameter nach einem Potenzgesetz sehr genau einzuhalten. Fiir die Un-

tersuchungen wurden die Temperaturschwankungen durch lange Thermostatierung auf
AT < 0,02K stabilisiert.

Fehler in der Referenzmessung. Die zuvor beschriebenen Messfehler treffen sowohl auf
die Substanz- als auch auf die Referenzmessung zu. Der prozentuale Fehler des Messergeb-
nisses erhoht sich nach Gl. (4.15) dann, wenn die Dampfung von Referenz und Substanz
ahnlich sind. Bei DMPC/Wasser-Systemen werden diese Fehler fiir Temperaturen weit
weg vom Phaseniibergang wichtig.

Fehler bei der Anpassung. Die Anpassung der Resonanzen nach Gl.(4.22) birgt bei
hohen Frequenzen des 8-MHz-Resonators systematische Fehler, da hier insbesondere fiir
das Lipidsystem in der Néahe der kritischen Temperatur die Dampfung sehr hoch ist und
die Nebenmoden der Zellresonanzen miteinander verschmelzen und nicht mehr sauber ge-
trennt werden konnen. Der 1-MHz-Resonator hingegen weist iiber den gesamten Messbe-
reich sehr schmale und ausgeprégte Resonanzen auf, deren Nebenmoden leicht voneinan-
der getrennt werden koénnen.

Nach [92, 98] und eigenen Abschiitzungen aus Mehrfachmessungen und dem Uberlapp von
Messbereichen verschiedener Messapparaturen konnen fiir die Resonatoren die Fehler in
Tab. 4.1 angegeben werden.

Tabelle 4.1: Fehler des Resonatorverfahrens. Die angegebenen Werte kdnnen anhand eigener
Messdaten und nach Messungen von [92, 93, 98] abgesch&tzt werden.

\ Resonator \ Messintervall \ Absorption (a/f?) \ Fehler Aa/a \

1-MHz-Reflektor- | 0,1 —0,3MHz | (a/f?) < 50-10"%s*/m 10%
Resonator 0,1—-0,3MHz | (a/f?) >50-10"%s?/m 5%

0,3 — 0,9 MHz 5%

8-MHz-Resonator | 0,3 —1,5MHz 10%
1,5 — 7,3 MHz 5%

8,5—12,0MHz | (a/f?) < 50107 s*/m 5%

8,5—12,0MHz | (a/f?) >50-107'"s*/m 10%
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4.3. Das Schwingungspulstransmissionsverfahren

4.3.1. Das Messprinzip

In der Messzelle des Schwingungspulstransmissionsverfahrens, kurz ,,Pulszelle”, befinden
sich zwei parallele Piezowandler im Abstand x zueinander. Der Raum zwischen den Wand-
lern ist vollstdndig mit der Probe gefiillt.

]
Sendewandler
Us

Abbildung 4.11: Schematische Darstellung des Messprinzips des Schwingungspulstrans-
missionsverfahrens. Die vom Sendewandler abgestrahlte Schallwelle wird bei verschiedenen
Abstidnden x; durch einen Empfangswandler wieder in ein elektrisches Signal umgewandelt.

Wiéhrend der Messung wird der Empfangswandler kontinuierlich gegeniiber dem ortsfesten
Sendewandler bewegt, und die Schalldruckamplitude in Abhéngigkeit vom Ort gemessen,
wie in Abb. 4.11 skizziert. Nach GI. (3.1) ist ein exponentieller Abfall der Schalldruckam-
plitude zu erwarten.

Die tatsédchliche Schalldruckamplitude ergibt sich aus der Beriicksichtigung der Mehr-
fachreflexion an den Wandlern. Wie bereits fiir den idealen Resonator in Abschnitt 4.2.1
hergeleitet, erhdlt man unter Beriicksichtung von Mehrfachreflexionen mit 0 < r < 1 als
Schalldruckamplitude am Empfangswandler

(1 + r)ef'yxeiwt

1 —r2e2m

Pe = Ps (426)

mit
Ds.e : Schalldruckamplitude an Sende- und Empfangswandler
x : Abstand der Wandler
v = a + i : Komplexe Ausbreitungskonstante

r : Reflexionskoeffizient.
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Die meist symmetrischen Wandlerzuleitungen wirken ebenfalls als Sende- und Empfangs-
antennen fiir elektromagnetische Felder. Der Beitrag dieser Felder fliefit als elektrisches
Ubersprechen mit einer Amplitude Aq und einer Phase ¢ in die Ubertragungsfunktion
ein. Das elektrische Ubersprechen kann bei niedrigen Frequenzen vernachlissigt werden,
so dass Gl. (4.26) angenommen werden kann:

(14 r)ezeit
1 —r2e-212
(1+7)e "

V1 + rie—dos  9p2¢=20w cos(202)

+ Aeleid)cl

Pe = Ps

(4.27)

~ Ds

Die Uberlagerung der reflektierten Schallwellen fiihrt zu der so genannten (\/2)-Welligkeit
bei kleinen Absténden. Aus der Bestimmung der Amplitudenmaxima kann so auch die
Schallgeschwindigkeit der Probe ermittelt werden. Aufgrund des schnellen Abklingens
der Exponentialfunktionen im Nenner des Quotienten reduziert sich fiir Startabstdnde
xs > 3/a die Abhéngigkeit der Schalldruckamplitude p, auf ein einfaches Exponentialge-
setz

pe(®) = pse™ ",
das nach Gl. (3.1) erwartet wird.

Durch die Abstrahlung von Schwingungspulsen kénnen die reflektierten Signale zeitlich
voneinander getrennt werden, wenn gilt

T > Cg Tpuls)

wobei 7,5 die Lange eines Pulses ist. Auf diesem Wege kann auch die akustische von der
elektromagnetischen Signaliibertragung unterschieden werden.

Bei hohen Frequenzen, bei denen aufgrund der hohen Hintergrundabsorption nur kurze
Fahrwege moglich sind, werden die akustischen Signale durch den Einsatz von Verzoge-
rungsleitungen aus Quarz oder Saphir voneinander und vom elektrischen Ubersprechen
getrennt.

Die Anwendbarkeit des Schwingungspulstransmissionsverfahrens wird durch die Verrin-
gerung der klassischen Dampfung zu kleinen Frequenzen gemif Gl.(3.7) begrenzt. Fiir
Wasser mit (a/f?) = 21,28 - 107 s?/m bei 25°C fillt die Schalldruckamplitude bei
f =10MHz nach

b —ow 2 32,6 (4.28)

3B =-—"=7pp"¢€ r = R~ cm .
Psds =75 = 1o (21,28 - 10-15) - 104 %

um 3dB ab, bei f = 1MHz betriagt dieser Wert bereits © = 32,6 m. Aufgrund der techni-
schen Schwierigkeiten, die mit diesen langen Fahrwegen verbunden sind, liegt die Unter-
grenze der Anwendbarkeit dieses Verfahrens bei fj;,,, = 10 — 15 MHz.

4.3.2. Der Messplatz fiir das Schwingungspulstransmissionsverfahren

In Abb. 4.12 ist das Blockschaltbild fiir die Pulszellenmessplatze dargestellt. Im Synthe-
tisiersender (1) wird ein harmonisches, elektrisches Signal bei einer Ausgangsleistung von
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-10dBm bis -5 dBm (entsprechend 0,1mW bis 0,3mW) erzeugt. Dieses Signal wird durch
den PIN-Diodenschalter (2) mit einem Triggerpuls (3) von ungefihr 1us gemischt und
anschliefend mit dem Verstéarker (4) um maximal 40dB verstérkt.

Uber die Koaxialrelais (5), die iiber eine Relaissteuerung (24) mit dem Steuerrechner
(25) geschaltet werden, wird das Signal in den Mess- oder Referenzzweig geleitet. Ein
variables Dampfungsglied (6) ermoglicht, die Signalamplitude in Mess- und Referenzzweig
anzugleichen.

Der piezoelektrische Sendekristall (8a) wandelt, wie in Abschnitt 4.3.1 beschrieben, das
pulsmodulierte elektrische Signal in eine mechanische Schwingung um. Der Empfangs-
wandler (8b) kann iiber einen Schrittmotor (11) — bzw. Piezotranslator bei der PZT-
Zelle — mittels der Ansteuerung (21) parallel zum Sendewandler bewegt werden. Bei
der 10-MHz-Pulszelle und der PZT-Zelle kénnen Reflexionsverluste durch ldngenvariable
Kurzschlussstichleitungen durch Reduktion des Impedanzsprungs am Empfangswandler
vermindert werden.

Im Referenzzweig wird das Signal durch ein Cut-Off-Dampfungsglied (9) gefiihrt. Das
Cut-Off-Dampfungsglied besteht aus zwei axial mit Schrittmotoren gegeneinander ver-
schiebbaren Koaxialleitern. Die Koaxialleiter werden unterhalb der Grenzfrequenz ihrer
Grundmode betrieben. Zwischen den verschiebbaren Innenleitern breitet sich daher das
elektrische Signal als evaneszentes Feld mit einem exponentiellen Abfall aus. Auf diese
Weise kann die Kennlinie des Messaufbaus bei verschiedenen Dampfungen aufgenommen
werden. Die Dampfungsglieder (10) reduzieren die durch Reflexionen entstehende Wellig-
keit des Signals.

Die Signale aus Referenz- und Messzweig werden von einem Uberlagerungempfinger (13-
16) gemessen. Durch eine vom Rechner (25) getriggerte (20) Sample-and-Hold-Schaltung
(18) wird das Signal in den Rechner eingelesen.

Aus der Kennlinie des Systems, die mit Hilfe des Referenzsignals gewonnen wird, kann nun
die ortsabhéngige (22) Signalamplitude bestimmt und daraus der Dampfungsexponent «
ermittelt werden.

Die wesentlichen Eigenschaften der Pulszellen sind in Tab. 4.2 zusammen gefasst.

4.3.3. Ablauf der Messung

Vor der Messung sind die Messzellen griindlich mit Methanol oder einem anderen geeig-
neten Losungsmittel zu reinigen und mit Stickstoff zu trocknen. Im néchsten Schritt wird
das Messvolumen mit der entgasten Probensubstanz langsam befiillt, so dass sich keine
Blasen in der Fliissigkeit oder an der Fliissigkeitsoberfliche bilden.

Nach dem Befiillen sind die Messzelle und die Probensubstanz auf die Messtemperatur zu
thermostatieren. Dieser Vorgang beschleunigt sich, wenn Messzelle und Probensubstanz
bereits vorthermostatiert sind. Kurz vor dem Erreichen der Endtemperatur wird eine
Nullpunktseichung des Wandlerabstandes durchgefiihrt.

Dazu wird ein Signal geeigneter Frequenz und Amplitude, abhéngig von den Wandlerei-
genschaften, am Synthetisiersender eingestellt und der Uberlagerungsempfianger so einge-
stellt, dass das empfangene Signal maximal wird.
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Abbildung 4.12: Blockschaltbild des Messplatzes fiir das Schwingungspulstransmissions-
verfahren. (durchgezogene Linie: Signalweg durch den Messzweig, gestrichtelte Linie: Signal-
weg durch den Referenzzweig, gepunktete Linien: Steuerleitungen): (1) Synthetisiersender, (2)
Pin-Dioden-Schalter oder Dioden-Ringmischer; (3) Pulsgenerator; (4) Verstarker (40dB); (5)
Koaxialrelais; (6) variables Dampfungsglied zur Amplitudenanpassung; (7) Kurzschlussstichlei-
tung zur Impedanzanpassung (PZT-Zelle, 10-MHz-Pulszelle); (8) Messzelle; (8a) Sendewandler;
(8b) Empfangswandler; (9) Cut-Off-Dampfungsglied; (10) Dampfungsglieder zum Schutz vor
Reflexionen; (11) Schrittmotor oder Piezo-Translator; (12) Pt100-Thermofiihler; (13-16) Uber-
lagerungsempfanger; (17) Verstarker; (18) Sample-and-Hold-Schaltung und A/D-Wandler; (19)
Oszillograph; (20) Pulsgenerator; (21) Motorsteuerung oder D/A-Wandler mit 1kV-Verstarker
fiir Piezotranslator; (22) optischer oder induktiver Taster zur Abstandsmessung; (23) Digitalt-
hermometer; (24) Relaistreiberkarte; (25) Steuerrechner [39].

45
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Tabelle 4.2: Ubersicht iiber die Schwingungspulstransmissionszellen. In Klammern sind
bei der 10-MHz-Pulszelle neue Daten nach Austausch der Wandler angegeben.

1-MHz- 10-MHz- | Hyperschall- PZT-
Pulszelle Pulszelle zelle Zelle
[63] [65] [82], [64] [71], [64]
Wandlermaterial Quarz LiNbOs3 LiNbO5 Zn0O
Verzogerung nein ja nein ja
Ty / [mm] 20 6 1,5 3,5
fw / [MHz] 1,05 10,8 (8,0) | breitbandig ~ 1300
fn 2n+1)fuq | 2n+1)fy | 0,5-2,0GHz | 0,6 - 2GHz
fmax / [MHz] 100 450 (400) 2000 4600
7/ [ps] 4-8 24 1.5 1,5
Taster optisch optisch optisch induktiv
MT60 MT25 MT 10 LVDT
Tasterposition axial axial 7cm axial
Tmin / [nm] 125 125 0,5 8
Tmax / [nM] 55000 25000 1000 40
V' / [ml] ~ 130 ~ 10 ~ 3 ~ 0.5

Die Wandler werden hier von Hand vorsichtig zusammen gefahren, bis die im vorherigen
Abschnitt beschriebene (A/2)-Welligkeit nicht mehr zu erkennen ist. Dieser Effekt wird
sichtbar, kurz bevor die Wandler miteinander in Kontakt treten. Bei der PZT-Zelle ist
zuvor eine Eichung des induktiven Léangentasters durchzufiihren.

Die nachfolgenden Schritte differieren je nach verwendetem Aufbau etwas; sie werden
daher jeweils gesondert behandelt.

Die 1-MHz- und die 10-MHz-Pulszelle

Fiir die 1-MHz- und die 10-MHz-Pulszelle wird der gleiche Messplatz verwendet. Die Mes-
sung erfolgt an den (2n + 1)-ten Oberwellen der Quarz- bzw. LiNbOs-Dickenresonanzen.
Der Frequenzbereich wird zu niedrigen Frequenzen durch den Fahrweg, zu hohen Frequen-
zen durch die Absorption in der Fliissigkeit und die verringerte Energieabstrahlung in den
hohen Resonanzmoden eingeschréinkt. In Abb. 4.13 ist die 1-MHz-Pulszelle im Querschnitt
dargestellt.

Zu Beginn der Messung ist bei geeigneter Frequenz eine Paralleljustierung der Wand-
lerplatten (8a,b) durchzufiihren. Dabei wird der untere feststehende Wandler durch die
Mikrometerschrauben (14) gegeniiber dem oberen Wandler so verkippt, dass die Ampli-
tude des Signals auf dem Oszillographen (Abb.4.12 (19)) maximal wird. Die Wandler
sind fiir jede Messfrequenz wieder neu zu justieren, da die Abstrahlcharakteristika mit
der Frequenz variieren.

Nach Erreichen der Zieltemperatur in der Probe ist die Schallgeschwindigkeit zu bestim-
men, um fiir die Sample-and-Hold-Schaltung (Abb.4.12 (18)) die Laufzeit des Signals
bei verschiedenen Weglédngen berechnen zu kénnen. Dazu wird die Schallgeschwindigkeit



4.3. Das Schwingungspulstransmissionsverfahren 47

vorgegeben, so dass die Sample-and-Hold-Schaltung fiir verschiedene Empfangswandler-
Positionen das empfangene Signal synchronisieren kann.

— 7
N\ N

r. N

1"

)

/ANNANNNNNNNNNNNN

AEEIOIIEIIEIIIIIIIILS

i
|
\
t
I
|
I
|
I
l
i
[
i
{
I

L

7%

b
SrIIEILT.

SRANENNNNNNNN

NN

4,

s T s ST,

|
|
|
i
|
|
|
|
|
|
|
|
|
1
|
|
|
— 18 |
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

|
|
|
|
|
1
|
|
[
|
|
|
1
!
I
|
[
i
|
|
[
[
|
r
|
i
|
I
|
i
I
|
|
|

Abbildung 4.13: Querschnitt der 1-MHz-Pulszelle. (1) Messvolumen mit Vorratsbereich;
(2, 3) Thermostatiermantel; (4) Sendewandler; (5) kippbare Montageplatte; (6) Kugelgelenk;
(7) Empfangswandler; (8) verschiebbare Montageplatte; (9) Kugelfiihrung; (10) Fithrungssau-
le; (11) Spindel; (12) Mutter; (13) Riemenscheibe zum Antrieb von (11); (14) Schrauben zur
Paralleljustierung; (15) Grundplatte; (16) Deckenplatte; (17) Thermostatierkanale; (18) N-Norm-
Anschliisse; (19) Ablaufkaniile.

Startabstinde und Verstiarkung im Uberlagerungsempfinger werden so eingestellt, dass fiir
die Maximalamplitude das Signal im Mess- und Referenzzweig einen Wert von
Apax = 0,8V ergibt. Fiir hohere Amplituden ist die Ubertragungsfunktion des Systems
nicht mehr linear. Bei tiefen Frequenzen muss das Signal im Messzweig gegebenenfalls
elektronisch gedampft werden, um einen Abgleich zu erhalten. Desweiteren ist der Uber-
lagerungsempfinger nur in der Lage, Frequenzen zwischen 20 und 1000 MHz zu verarbei-
ten. Bei tieferen Frequenzen wird ein Signal von 100 MHz nach Durchlaufen der Messzelle
hinzu gemischt, um wieder in den Empfangsbereich zu gelangen.

Bei hohen Frequenzen der 10-MHz-Pulszelle werden Kurzschlussstichleitungen (Abb. 4.12
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(7)) im Messzweig eingesetzt, um die Ubergangsimpedanz des Wandlers anzupassen; da-
durch werden Reflexionen am Impedanziibergang minimiert.

Im Laufe der Arbeit wurden die Wandler der 10-MHz-Pulszelle gegen neue Wandler mit ei-
ner Dickenresonanz von 8 MHz ausgetauscht. Dadurch haben sich die Messfrequenzen ent-
sprechend verschoben. Der Austausch hat jedoch keinerlei Auswirkungen auf den Messver-
lauf oder die Qualitéit der Daten.

Die tieffrequente Hyperschallzelle

Das Kernstiick der tieffrequenten Hyperschallzelle, dargestellt in Abb. 4.14 schlieit nach
oben an den Messbereich der 10-MHz-Pulszelle an. Im Gegensatz zu den anderen Ap-
paraturen des Schwingungspulstransmissionsverfahrens, werden hier die Lithiumniobat
(LiNbOj3)-Wandler nicht zu Dickenschwingungen angeregt, sondern nach Bémmel und
Dransfeld zu Oberflichenschwingungen [19], die zur Schallerzeugung im kontinuierlichen
Spektrum zwischen 500 MHz und 2 GHz genutzt werden kénnen. Dabei wird auf dem
LiNbOs-Kristall ein inhomogenes elektrisches Feld erzeugt, das das Wandlermaterial zu
Schwingungen anregt. Die maximale Feldstéirke wird durch abstimmbare Koaxialresona-
toren (Abb.4.14 (5-12)) erreicht, in die die Wandler eingebaut sind.

Der Messablauf entspricht dem zuvor beschriebenen. Aufgrund der kurzen Weglédngen ist
allerdings keine frequenzabhingige Paralleljustierung notig, so dass dieser Schritt entfallen
kann, nachdem die Wandler einmalig justiert sind. Die Bestimmung der Schallgeschwin-
digkeit erfolgt nach Gl. (4.27) iiber die (\/2)-Welligkeit.

Der Uberlagerungsempfinger des Hyperschall-Messplatzes wird mit einem externen Hilfs-
oszillator betrieben.

Die Piezo-Translator-Hyperschallzelle

Die Piezo-Translator-Hyperschallzelle (PZT-Zelle) wird am gleichen Messplatz betrieben
wie die tieffrequente Hyperschallzelle. Wie aus Tab. 4.2 zu entnehmen ist, befinden sich
die Wegstrecken in der Probe im Nanometer-Bereich. Die Bewegung der Wandler er-
folgt daher nicht mehr mit einem Schrittmotorantrieb, dessen Genauigkeit nicht mehr
ausreicht, sondern iiber einen Piezotranslator. Dabei wird, wie beim piezoelektrischen Ul-
traschallwandler, die Dickenédnderung bei Anlegen eines elektrischen Feldes nach Gl. (4.1)
ausgenutzt.

Zur Abstandsbestimmung wird ein induktiver Langentaster benutzt, der vor der Messung
iiber einen ,herkommlichen” Langentaster kalibriert wird. Dazu wird kontinuierlich in dem
Piezotranslator die Spannung zwischen 0V und 1000V erhoht.

Nach Kalibrierung des Langentasters kann die eigentliche Messung erfolgen. Der Ablauf
entspricht dabei der Messvorschrift fiir die tieffrequente Hyperschallzelle.
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Abbildung 4.14: Querschnitt des zentralen Bereichs der tieffrequenten Hyperschallzelle.
(1) Messvolumen; (2) LiNbO3-Stébe als Schallwandler; (3) federndes Innenleiterende zum An-
druck an die Schallwandler; (4) Koaxialresonatoren bestehend aus (5) ResonatorauBenleiter und
(6) Resonatorinnenleiter; (7) stiitzende Plastikscheibe; (8) Kurzschluss; (9) elastische leitende
Lamellen; (10) Induktionsschleife zur Ein- bzw. Auskopplung des HF-Signals in den Koaxialre-
sonator; (11) Kugelfiihrungen und (12) Spindel zur Verstimmung der Koaxialresonatoren; (13)
Kugelgelenk zur Paralleljustierung der Wandler; (14) Schlitten zur Variation der Zelllange; (15)
Kugelfiihrung und (16) Fiihrungsstange; (17) Spindel zur Abstandsanderung der Wandler; (18)
Mutter; (19) Antrieb der Spindel zur Verstimmung der Koaxialresonatoren; (20) Thermostatier-
kanale [71].
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Tabelle 4.3: Ubersicht iiber die Fehler des Pulstransmissionsverfahrens. Die Fehler ergeben
sich aus der Streuung der Messdaten und aus Abschitzungen nach [96] und [98].

H Messbereich \ Relativer Fehler Ao/« ‘

1-MHz-Pulszelle a<10m™t 5%
a>10m™! 2.5%
10-MHz-Pulszelle f < 50MHz 1%
50 < f < 300 MHz 0,7%
£ > 300 MHz 1,0%
Tieffrequente x > 20pum 2%
Hyperschallzelle sonst 3%
£ < 620 MHz 3%
PZT-Zelle x > 20um < 1%
2 <x < 20pum 1,5%

4.3.4. Fehlerabschatzung fiir das
Schwingungspulstransmissionsverfahren

Eine ausfiihrliche Diskussion der Fehler ist bereits in [82] und [96] zu finden. Abweichend
von dieser Fehlerbetrachtung sind folgende Probleme aufgetreten.

1-MHz-Pulszelle. Die 1-MHz-Pulszelle benotigt ein grofies Probenvolumen aufgrund
des Wandlerdurchmessers und der Wandlerabstande.

Fiir eine Messung von DMPC/Alamethicin stehen ungefihr 60 ml der Probe zur Verfii-
gung. Bei einem Radius des Messvolumens von r &~ 25 mm betragt die Fliissigkeitsséule
im Messvolumen ungefahr

Tmax ~ 30 mm.

Bei einer mittleren Dadmpfung von (a/ f?) = 40-107' und einer Frequenz von f = 10 MHz
wird nach GI. (4.28) ein 3dB-Abfall nach

e In2
B (40 -10-15) - (20 - 1076)2

=43 mm

erreicht. Damit muss zum einen der Startabstand der Messung minimiert werden, wodurch
der Einfluss der (A\/2)-Welligkeit nach Gl. (4.27) sehr grof ist und zum anderen kann fur
Frequenzen f < 30 MHz iiber die Messstrecke kein 3dB-Abfall erreicht werden, so dass der
Fehler der Messung sehr grofl wird. Die Standardabweichungen der gemittelten Messdaten
weisen Fehler bis zu 5% auf. Die Abschiatzungen sind in Tab. 4.3 aufgelistet.

Tieffrequente Hyperschallzelle und PZT-Zelle. Die Absorptionskoeffizienten fiir Fre-
quenzen f < 620 MHz und fiir f = 1200 MHz liegen in allen Messungen um ca. 5% iiber
den erwarteten Werten. Die Wandler weisen teilweise Briiche an der Wandleroberfliche
auf, so dass unter Umsténden keine einheitliche Oberflichenanregung erfolgen kann. Bei
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f = 1200 MHz ist das Signal nur sehr schwach, so dass der Fehler durch ein geringes
Signal-Rausch-Verhéltnis ansteigt. Die PZT-Zelle ist wegen technischer Probleme nur in
sehr wenigen Messungen genutzt worden, daher kann keine Fehlerdiskussion an dieser Stel-
le erfolgen. Die Daten in dem Frequenzbereich von 1 — 2 GHz wurden durch Messungen
mit der tieffrequenten Hyperschallzelle aufgenommen.

4.4. Die Schallgeschwindigkeitsmessung

Am Lipid-Phaseniibergang von der Gelphase in die fluide Phase ist nicht nur mit einem
Anstieg der Absorption in der Néhe des Phaseniibergangs zu rechnen, sondern auch mit
einer starken Anderung der Schallgeschwindigkeit aufgrund der Anderung der Kompressi-
bilitdt der Membran [98]. Die Grundlagen der Schallgeschwindigkeitsmessung ( Velocime-
trie) sowie ein verbreitetes Verfahren sollen hier vorgestellt werden.

4.4.1. Grundlagen der Schallgeschwindigkeitsmessung

Die Schallgeschwindigkeitsmessung liefert aufgrund des Zusammenhangs zwischen der
Schallgeschwindigkeit ¢; und der adiabatischen Kompressibilitdt kg nach Gl.(3.6) Aus-
sagen iiber die Anderungen der Kompressibilitit einer Losung. Messungen an Natrium-
chlorid [85] oder komplexen Biomolekiilen [22, 23, 24, 25] in Wasser zeigen, dass bereits
kleine Substanzmengen zu einer deutlichen Anderung der Kompressibilitéit der Losung
fithren. Der Schliissel zu diesem Phénomen liegt in der Differenzierung zwischen freiem
(bulk) Wasser und Hydratwasser.

Im freien (bulk) Wasser bildet sich ein loses Wasserstoffbriickennetzwerk, dessen Bin-
dungen regelméflig aufgebrochen und neu formiert werden. Die polaren Wassermolekiile
besitzen im Mittel keine Vorzugsrichtung, so dass die Losung nach auflen elektrisch neutral
erscheint.

In der Nihe eines geladenen Ions, wie z.B. Na™ oder Cl~, #dndert sich dieses Verhal-
ten. Aufgrund der Ladungsanziehung zwischen Na® und dem Sauerstoff des Wassers und
zwischen Cl1™ und den Wasserstoffatomen wird eine Vorzugsrichtung vorgegeben.

Durch die stéarkere Anziehung zwischen den Bindungspartnern wird der atomare Abstand
verkiirzt und die Mobilitdt der Molekiile reduziert. Dieses fithrt letztendlich zu einer Re-
duktion der Kompressibilitit des Hydratwassers von

k¥ 2 0,8 KU fiir NaCl. (4.29)

Neben diesen Hydratationseffekten fithrt auch die Anderung der intrinsischen Eigenschaf-
ten des Molekiils zu einer Anderung der Kompressibilitit. Es ist leicht einzusehen, dass
die Lipide eines Vesikels in der Gelphase eine geringere Kompressibilitéit besitzen als in
der fluiden Phase. Dieser Effekt wird durch Messergebnisse an spéterer Stelle quantisiert.

Die Anderung der Schallgeschwindigkeit als MaB fiir die Anderung der Kompressibilitét
ist daher eine wichtige Messgrofe. Nach [97] ldsst sich diese zudem leichter und préziser
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ermitteln als die Messung der absoluten Schallgeschwindigkeit. Es werden durch Differen-
ziation die relativen Grofendnderungen eingefiihrt [97], die auf die Substanzkonzentration
k normiert werden:

Cs — G0

] = 4.30
6= (430
P~ Po

— 4.31

=" (431
Rs — Rs0

=2 4.32

sl = =% (4.32)

mit

k : Konzentration der gelésten Substanz in mol/cm?
[c] : relative Anderung der Schallgeschwindigkeit,
Cs, Cs,0 : Schallgeschwindigkeit der Losung und des reinen Losungsmittels
(0], p, po : wie zuvor, aber auf die Dichte bezogen

[ks], ks, ks, : wie zuvor, aber auf die adiabatische Kompressibilitdt bezogen.

Durch Differenziation von GI. (3.6) lisst sich die Anderung der Kompressibilitit darstellen
als

[ws] = —2cs] = o). (4.33)
Die differenziellen Groflen [¢s] und [p] lassen sich empirisch bestimmen.

Fiir die Ermittlung der Schallgeschwindigkeit wird das zuvor beschriebene Resonatorver-
fahren angewandt. Ausgehend vom idealen Resonator gilt nach Gl. (4.7)

Cs 2L
fn - ni = Cs = an

Damit wird GI. (4.30) zu

Cs — G50 fn_an
S = ! ~ ’ ]. 4 4
[C] Cs,0 k fn,O -k ( * 7) ( s )

mit

[cs] : Schallgeschwindigkeitszahl
Cs0, Cs : Schallgeschwindigkeit von Referenz und Substanz
fn.0, [n : Mittenfrequenzen der n-ten Resonanz von Referenz und Substanz
k : Konzentration der gelésten Substanz in mol/cm?
v : Korrekturfaktor geméfl Gl. (4.16) fiir nicht dquidistante Resonanzen.

Die Bestimmung der relativen Anderung der Schallgeschwindigkeit, die auch als Schall-
geschwindigkeitszahl bezeichnet wird, ldsst sich auf eine ,einfache* Frequenzmessung zu-
riickfithren. Abb. 4.15 zeigt den typischen Aufbau zur Messung der Schallgeschwindigkeit.
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Abbildung 4.15: Querschnitt durch die Doppel-Resonatorzelle. (1s), (1r) Messvolumina
fiir Substanz- und Referenzmessung; (2) Quarzwandler; (3) Abstandsplatten aus V2A-Stahl;
(4) O-Ringe; (5) riickseitige Wandlerkontaktierungen iiber Pt-Federn; (6) BNC-Anschluss; (7)
Peltier-Element; (8) Thermostatierkanile.

Die Doppelresonatorzelle besteht aus zwei baugleichen Resonatormesszellen, die mitein-
ander im thermischen Gleichgewicht stehen. Die Temperaturregulierung wird {iber ein
Wasserbad und ein Peltier-Element gewéhrleistet. Das Peltier-Element ist dabei mit ei-
nem elektronischen Thermometer verbunden, so dass iiber eine Regelautomatik kleine
Temperaturschwankungen ausgeglichen werden kénnen.

Die Referenzzelle (1r) wird mit einer Substanz mit bekannten physikalischen Eigenschaften
befiillt. Im Falle der Lipid/Wasser-Losungen wird Wasser als Referenz verwendet. Fiir die
Messung wird die n-te Resonanz bei der Frequenz f,, o ausgewéhlt. Fiir Frequenzen in der
Néhe der halben Quarzfrequenz f,, ~ f,/2 wird der Korrekturterm +, der hauptséchlich
Gl. (4.16) beriicksichtigt, vernachléssigbar.

Fiir die Messung in der Zelle (1s) wird ebenfalls die n-te Resonanz bei f, ausgewihlt.
Uber eine Lorentzanpassung der Resonanz wird die Mittenfrequenz und die Halbwerts-
breite kontinuierlich in Referenz- und Substanzzelle bestimmt. Die am III. Physikalischen
Institut entwickelte Schallgeschwindigkeitsmessapparatur [75] kann die Schallgeschwindig-
keiten fiir jeweils eine Resonanz in Abhéngigkeit von der Temperatur aufnehmen.
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4.4.2. Das kommerzielle Spektrometer HR-US 102

Das kommerzielle Spektrometer Ultrasonic Scientific HR-US 102 [22, 23, 24, 25, 26] er-
laubt, simultan die Mittenfrequenzen und Halbwertsbreiten von acht verschiedenen Reso-
nanzen aufzuzeichnen. Damit lassen sich sowohl Dispersions- als auch Absorptionskurven
der Substanz in einem engen Frequenzbereich darstellen. Neben der temperaturabhéngi-
gen Messung der Schallgeschwindigkeit kann mit dem HR-US 102 auch eine konzentrati-
onsabhéngige Messung ( Titration) durchgefithrt werden.

Mit Hilfe der Titration Kinetics Accessories kann wiahrend der Messung die Konzentration
einer Substanz im Probevolumen durch schrittweise Zugabe des Titranten erh6ht werden.
Die Schrittweite hingt von der Grofie der Mikroliterspritze (5) in Abb. 4.16 ab.

i 7)

Vorratsbehalter
fur Titranten

1
—

©)

®)

Wasserbad

A y v Y A
Steuer- und Steuer-
Messelektronik elektronik

B

Spektrometer HR-US 102 Titrations- ! PC mit
zubehér Softwarepaket

Abbildung 4.16: Skizze des Aufbau fiir Titrationsexperimente. (1) Zelle 1, Referenzzelle:
Messkiivette mit Probenvolumen (schraffiert); (1a), (1b) Sende- und Empfangswandler; (2) Zelle
2, wie (1); (3) Thermostatierhiille; (4) Riihrvorrichtung; (5) Mikroliterspritze; (6) Motor zur Be-
wegung des Spritzenkolbens; (7) Ventil zur Umschaltung zwischen Lade- und Titrationsschlauch;
(8) Titrationsschlauch zur Messkiivette; (9) Ladeschlauch vom Vorratsbehélter des Titranten.

Die Messkiivetten (1, 2) werden {iber ein externes Wasserbad thermostatiert. Zur Kontrolle
der Temperaturstabilitdt wird Zelle 2 mit bidestilliertem Wasser befiillt und die zeitliche
Anderung der Mittenfrequenz protokolliert.

Die Titration wird in Zelle 1 durchfiihrt. Dazu wird diese mit 1ml einer extrudierten
reinen DMPC-Losung befiillt und auf die Messtemperatur thermostatiert. Die exakte
Konzentration variiert leicht zwischen den Proben; diese Abweichungen werden aber in
den Rechnungen beriicksichtigt. Im HR-US-Messprogramm werden mehrere Resonanzen
ausgewdhlt, deren Mittenfrequenzen f,, und Halbwertsbreiten A f,, im Laufe der Messung
aufgezeichnet werden.

Aufgrund seines hydrophoben Verhaltens wird Alamethicin fiir die Titration in Ethanol
gelost. Um den Effekt auf die Schallgeschwindigkeit durch die Zugabe von Alamethicin zu
der DMPC-Suspension bestimmen zu kénnen, muss vorher eine Referenztitration von rei-
nem Ethanol zu der Lipidsuspension durchgefiihrt werden. Der Einfluss des Alamethicins
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kann so durch Differenzenbildung der Mittenfrequenzen von Referenz- und Substanzmes-
sung bestimmt werden.

Der Fehler in der Schallgeschwindigkeit wird nach Buckin et al. [25] mit Acg/cs = 3-1077
fir Kolloide und Biopolymere angegeben. Bei einer Schallgeschwindigkeit von
¢s = 1500m/s betragt der Fehler Acs &~ 0,5mm. Der Fehler in der Konzentration der
Alamethicinlésung, der durch Messfehler beim Pipettieren entsteht, kann mit ungefihr
0,5% abgeschitzt werden. Die Genauigkeit der Titrationsschritte ist nicht bekannt, sollte
aber deutlich unter 1% liegen. Ebenso kann der Konzentrationsfehler beim Ansetzen der
DMPC-Losung mit 1% abgeschétzt werden.

4.4.3. Aufbau des Velocimetrie-Messplatzes

Da sowohl die Apparatur zur Schallgeschwindigkeitsmessung nach [75], als auch das Ultra-
sonic Scientific HR-US 102 fiir die Messungen nur begrenzt zur Verfiigung standen, wurde
auf Basis des Programms NWAControl ein vereinfachter Velocimetrie-Messplatz aufgebaut,
der in Abb.4.17 dargestellt ist.

Netzwerkanalysator< ............................ >
. " e .......................... ’ PC m|t
: P NWA Control
% < 000, : R
5 = f v5 ¢ 1

AR |UM | ............................

6
174
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. Bad __7 % 8

Abbildung 4.17: Blockschaltbild des Velocimetrie-Messplatzes. Die durchgehende Linie
symbolisiert den Weg des Messsignals, gepunktete Linien reprasentieren Mess- und Steuerleitun-
gen, die gestrichelten Linien optionale Komponenten. (1) Steuerrechner; (2) Netzwerkanalysator
mit (2a) Generator, (2b) Zweikanal-Uberlagerungsempfanger und (2c) Frequenzzihler; (3) Si-
gnalteiler; (4) 5-MHz-Resonator mit (4a) Sende- und (4b) Empfangswandler (5) regelbarer Ver-
starker mit paralleler Schnittstelle; (6) innere thermische Isolierung; (7) duBere Thermostatierung
mit Wasserbad; (8) Digitalthermometer mit externem Pt100-Messfiihler und RS232-Schnittstelle;
(9) ansteuerbarer Thermostat mit RS232-Schnittstelle zur Thermostatierung des Resonators.

Bei dem hier vorgestellten Verfahren wird die Idee der Simultan-Messung in einer Dop-
pelzelle zugunsten eines einfacheren Aufbaus wieder verworfen. Stattdessen wird wie beim
,hormalen® Resonatorverfahren wieder eine getrennte Messung von Referenz und Substanz
nacheinander in einer Messzelle durchgefiihrt.

Die Vorteile dieser Methode liegen auf der Hand: zum einen wird in derselben Zelle gemes-
sen, weshalb unterschiedliche Zellgeometrien oder Wandlereigenschaften ausgeschlossen
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werden konnen, zum anderen ist dieses Verfahren mit nahezu jedem Resonator anwendbar.
Fiir die durchgefiihrten Velocimetrie-Versuche wird ein planar-konkaver 5-MHz-Resonator
verwendet, der sich schon zuvor bei manuellen Schallgeschwindigkeitsmessungen [41] be-
wahrt hat.

Wie in Abb.4.17 dargestellt ist, wird der Resonator (4) durch ein regelbares Wasserbad
(9) thermostatiert. Der Resonator wird in eine Styropor-Ummantelung (6) gesetzt, um
das zu thermostatierende Volumen gering zu halten. Die &uflere Thermostatierhiille (7)
wird mit einem zweiten Thermostaten (nicht dargestellt) auf einer konstanten Temperatur
gehalten, um den Einfluss von Temperaturschwankungen zu minimieren.

4.4.4. Auswertung der Schallgeschwindigkeitsdaten

Uber ein Skript, das von NWAControl gelesen wird, wird die zu messende Temperaturkur-
ve vorgegeben. Dabei konnen fiir verschiedene Temperaturintervalle (Ramps) spezifische
Einstellungen angegeben werden, wie aus Abb.C.1 im Anhang hervorgeht. Zuvor wird
manuell ein Scan-Bereich um die n-te Resonanz ausgewéhlt. Dieser Bereich wird wéhrend
der temperaturabhingigen Messung kontinuierlich der Anderung der Mittenfrequenz an-
gepasst.

Nach der Messung von Referenz und Substanz werden die Resonanzdaten an das Pro-
gramm Velocimetry {ibergeben, das aus den Daten die Schallgeschwindigkeit berechnet.

Aus den Mittenfrequenzen der Referenzmessung wird die Zelllinge L und die Ordnung
n der Resonanz bestimmt. Es wird hierbei eine lineare Anderung der Zelllinge mit der
Temperatur angenommen:

L(T) = Lo(1 + a,T). (4.35)

Die Lénge Ly und der lineare Ausdehnungskoeffizient a;, werden nach Gl. (4.7) und der
Korrektur Gl. (4.16) bestimmt. Dieses setzt eine genaue Kenntnis der temperaturabhén-
gigen Schallgeschwindigkeit und Dichte der Referenz voraus. Diese Daten kénnen anhand
von [18] und [67] fiir Wasser berechnet werden. In Abb.4.18 ist eine Auswertung der
Zelllaingenkalibrierung dargestellt.

Mit Hilfe des Skriptes wird lediglich eine Temperatur fiir das Wasserbad vorgegeben, d. h.
im Allgemeinen liegt durch diverse Wéarmeverluste am Resonator eine leicht unterschied-
liche Temperatur an?. Selbst wenn fiir Referenz- und Substanzmessung dasselbe Tempe-
raturskript verwendet wird, so ist nicht gewéhrleistet, dass die korrespondieren Frequen-
zen aufgrund z. B. unterschiedlicher Umgebungstemperaturen bei gleichen Temperaturen
liegen. Das Programm Velocimetry sucht daher anhand der Temperaturen korrespondie-
rende Mittenfrequenzen und berechnet die Frequenz mittels einer linearen Interpolation
zwischen den benachbarten Datenpunkten.

°Es sei denn, die Temperatur des Wasserbades wird iiber einen externen Thermofiihler geregelt. Ein
solcher ist als Zubehor fiir diverse Thermostaten von Lauda erhéltlich.
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Abbildung 4.18: Fehler der Zelllangenkalibrierung. In dieser Darstellung wurde die Abwei-
chungen der gemessenen Frequenzen (—) von den theoretisch vorhergesagten Frequenz (o) nach
[18, 67] in Temperaturfehler (—) umgerechnet. Die Fehler liegen bei AT < 0,02 K. Dieses liegt
innerhalb des Messfehler des Thermometers. Die Messung erfolgte mit bidestilliertem Wasser
zwischen 15°C und 35°C.

4.4.5. Fehlerabschatzung

Addiert man die Temperaturfehler nach Abb. 4.18 fiir Referenz- und Substanzmessung,
so ergibt sich fiir AT ~ 0,04 K fiir Wasser bei 25°C eine Schallgeschwindigkeit von
cs = 1496,70 4+ 0,107m/s. Der Fehler der Messung liegt damit bei Acg/cs ~ 7 - 107°.
Wie spéter gezeigt wird, betrdgt die relative Schallgeschwindigkeitsinderung fiir Lipid-/
Wasser-Suspensionen (¢sw — ¢spmpc)/Csw ~ 7 - 10~%. Der Fehler des Messverfahrens fiir
Lipid/ Wasser-Suspensionen muss daher mit 10% fiir diese Anderung angegeben werden.
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4.5. Densitometrie

4.5.1. Gerateeigenschaften und Messprinzip

Wiéhrend des Phaseniibergangs von der Gelphase in die fluide Phase ist eine messbare
Dichtednderung zu erwarten. Fiir die Densitometrie wurde das Dichtemessgeridt Anton
Paar DMA 5000 verwendet. Die Vorteile des Gerétes sind [3]

e cin geeigneter Messbereich von 0 < p < 3g/cm? fiir 0 < T < 90°C

hohe Messgenauigkeit mit einer Standardabweichung Ap = 1076 g/cm?,

hohe Temperaturstabilitat AT = 0,001 K,

geringes Probenvolumen V' ~ 1ml,

schneller Messvorgang Tyess ~ 40s.

(a) Seitenansicht (b) Aufsicht

=

Schwingungsknoten

Abbildung 4.19: Funktionsprinzip des Densitometers. (1) Kapillare; (2) Magnet; (3) elek-
trische Spulen; (4) Verstarker; (5) Begrenzer; (6) Schmitt-Trigger. Die Kapillare wird iiber den
Magnet zwischen den elektrischen Spulen zu Schwingungen angeregt. Verstarker und Begrenzer
entddmpfen das Schwingungssystem und begrenzen die Amplitude. Die Schwingung wird iiber
den Schmitt-Trigger in einen Rechteckpuls verwandelt.

Das Densitometer arbeitet nach dem Biegeschwinger-Verfahren [69, 90]. Dabei wird ei-
ne U-formige Kapillare iiber einen Magneten zu Eigenschwingungen angeregt, wie in

Abb. 4.19 dargestellt.

Fiir eine ungeddmpfte, harmonische Schwingung erhélt man die Resonanzfrequenz
1 |k 1/ k
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: Masse der befiillten Kapillare
mg : Masse der ungefiillten Kapillare
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: Volumen der Kapillare.
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Die Dichte ergibt sich mit dieser Beziehung zu

p=A7"-B (4.37)
mit

A=k/(47*V), B=my/V, T=f"

Die Parameter A und B sind gerétespezifische Parameter, die iiber eine Kalibrierungmes-
sung mit einer bekannten Substanz bestimmt werden kénnen. Damit kann die Dichte iiber
die Messgréfie 7 = f~! bestimmt werden.

Die Temperatur der Messkapillare wird iiber ein Peltier-Element stabilisiert. Es stehen

drei ,,Geschwindigkeiten® fiir den Temperaturangleich zur Verfiigung (langsam, mittel und
schnell).

4.5.2. Ablauf der Messung

Nach dem Reinigen des Messgerites mit Methanol oder anderen geeigneten Losungsmit-
teln und einem anschliefenden Trocknen wird die Kapillare langsam mit der Probenfliis-
sigkeit befiillt. Luftblasen sind hierbei unbedingt zu vermeiden, da sich dadurch die Masse
des Probenvolumens sehr stark éndert. Nach dem Befiillen werden iiber die Meniisteue-
rung des Anton Paar DMA 5000 die Messparameter gesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden Dichtemessungen iiber einen Temperaturbereich von 10 °C bis 40 °C durchgefiihrt.
Es wurden Temperaturschritte von 0,1 °C oder 0,2 °C vorgegeben. Da die Warmekapazitét
in der Ndahe des Phaseniibergangs stark ansteigt, ist ein mittlerer oder langsamer Tempe-
raturangleich zu wahlen, um ein thermisches Gleichgewicht in der Probe zu gewéhrleisten.

Wiéhrend der Messung werden kontinuierlich Temperatur 7', absolute Dichte p und rela-
tive Dichte pra = (p/pn,0) iiber die serielle Schnittstelle von einem Computerprogramm
ausgelesen.

4.5.3. Messfehler

Laut Herstellerangaben [3] betrégt der Messfehler in der Temperatur AT =~ 0,001 K. Fiir
die Auflssung der Dichtedaten ergibt sich eine Auflssunggrenze von 107° g/cm?®. Wihrend
des Phaseniibergangs ist mit einer Anderung der relativen Dichte Ap,e = 4 - 10~* pro
Milligramm DMPC pro Milliliter zu rechnen. Der Fehler des Verfahrens liegt daher fiir
Lipidkonzentration von cpypc = 5mg/ml bei weniger als 1%. Anhand der Daten ist aber
schon deutlich die Auflésungsgrenze des Messgeréites zu erkennen.
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5. Probenpraparation

5.1. Das Ansetzen der Lipidsuspension

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tab. 5.1 aufgefiihrt. Es
wurde fiir alle Suspensionen ein Ansatz von

Cotz = 5 mg/ml

benutzt, wobei ¢ ein Lipid und z ein Zusatz ist. Das Verhéltnis ¢ : z wird als Molenbruch
gegeben. Die Berechnung der Molmassen ergibt sich wie folgt

Mgl‘g
S VO L R 5.1
M= Y e+ M., (5.1)
M, x
R VO SR VoL 5.2
M = Y N+ Mo, (1 =m) (5:2)

mit

myg, m, : einzuwiegende Masse des Lipids und des Zusatzes
¢ : Gesamtkonzentration von Lipid und Zusatz
V' . Gesamtvolumen

M,, M, : Molmasse von Lipid und Zusatz

2y, €, : Molenbruch von Lipid und Zusatz.

Zu Beginn der Préparation wird das pulverférmige Lipid mit einer Feinwaage nach GI.
(5.1) auf einem Teflon-Wageschélchen eingewogen. Die Waage besitzt eine Genauigkeit
von 0,1 mg. Das Lipid wird nun in einen flachen Messkolben gegeben. Pulverreste, die
im Wégeschélchen haften bleiben, sind mit reinem Ethanol vorsichtig in den Kolben zu
geben.

Werden pulverformige Zusétze zu dem Lipid hinzugegeben, so ist dieser Schritt fiir den
Zusatz zu wiederholen.

Das Alamethicin wird in vor der Verwendung in Ethanol gel6st, um eine bessere Dosierung
zu gewahrleisten, und mittels einer Messpipette in den Messkolben zu dem Lipid gegeben.
Die Messpipetten besitzen eine Genauigkeit von ca. 0,1% des maximalen Fiillvolumens.
Im Allgemeinen wurde eine 200 pl-Pipette mit einer Genauigkeit von 0,1 ul verwendet. Bei
einer Losung von typischerweise 25 mg Alamethicin in 1ml Ethanol ergibt sich hiermit
eine rechnerische Genauigkeit entsprechend 2,5 ug.
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Zu dem Gemisch aus Lipid und Zusatz werden 50 ml Chloroform gegeben. Das Losungs-
mittel wird 18-24h bei Unterdruck (< 10mmHg) und 30°C im Vakuumofen verdampft.
Das trockene Lipidgemisch sammelt sich an der Innenseite des Messkolbens.

Nun wird die errechnete Menge an destilliertem Wasser abgewogen und hinzugegeben. Die
Genauigkeit der verwendeten Waage liegt bei 1 mg. Lipid und Wasser werden gut durch-
mischt. Dabei bilden sich spontan mehrschalige Vesikel (Multilamellar Vesicles, MLV).
Die Suspension wird anschlieend fiir ungefahr 60 Minuten in ein Ultraschallbad gestellt.
Durch das intensive Schallfeld werden die Vesikel zu Stéfen angeregt, so dass diese kon-
tinuierlich aufbrechen und neu verschmelzen. Durch diesen Prozess wird die Bildung uni-
lamellarer Vesikel begiinstigt (Large Unilamellar Vesicles, LUV).

Die gebildeten Vesikel zeigen keine einheitliche Gréflenverteilung. Um dieses zu erreichen
ist die Suspension vor dem Gebrauch zu extrudieren. Fiir die Extrusion wurde ein Li-
posoFast Basic-Extruder von Avestin [56, 80, 81] verwendet, der im nichsten Abschnitt
beschrieben wird.

Nach einer Extrusion, die zur einer homogenen Groéflenverteilung der Vesikel fiihrt, zeigt
sich die Suspension aufgrund des Tyndall-Effektes [31] als klare, bldulich opaleszierende
Fliissigkeit. Vor dem Verwenden in den Messapparaturen ist die Suspension zu entgasen.
Dazu bieten sich grundsétzlich zwei Moglichkeiten an:

1. Entgasen bei Unterdruck. Die Suspension wird nach der Extrusion fiir mehrere
Minuten in den Vakuumofen gestellt und der Luftdruck auf ein Minimum reduziert.
In der Suspension befindliche Blasen expandieren und platzen. Diese Methode ist
sehr effektiv, jedoch wird durch die Reduktion des Umgebungsdrucks die Siedetem-
peratur des Wassers stark reduziert, so dass dieses verdampft. Dadurch veréndert
sich die Konzentration der Suspension.

2. Entgasen durch Ultraschall. Bei diesem Verfahren werden die Luftblasen durch
kontinuierliche Stofle zum Platzen gebracht. Versuche zeigen, dass die Suspension
nach ungefidhr 60 min hinreichend entgast ist. Aufgrund des Aufbrechens und der
Neuformierung der Vesikel kann es zu einer Verbreiterung der Groéflenverteilung
der Vesikel kommen. Die Unilamellaritit bleibt aber weitestgehend erhalten, wie
man leicht an der Opaleszenz erkennt. Die Extrusion kann im geschlossenen Gefafl
erfolgen, so dass keine Konzentrationsinderung der Suspension stattfindet.

Wahrend der Messungen zeigten sich keine offensichtlichen Nachteile durch das Entgasen
mittels Ultraschall, so dass dieses Verfahren in den meisten Messreihen Verwendung fand.
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Tabelle 5.1: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien. Die Molmassen und Reinheit
sind den Herstellerangaben entnommen.

DMPC 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycerin-3-Phosphatidylcholin
(CsoH7NOsP)
Hersteller: Avanti Polar Lipids, Inc., Alabama
Bestellnummer:  850345P (1g)
Form: Pulver
Molmasse: 677,94 g/mol
Reinheit: >99%), synthetisiert
Cholesterol Cholesterol (Cy;Hy60)
Hersteller: Fluka; Sigma-Aldrich, Inc., Missouri
Bestellnummer: 26732
Form: Pulver
Molmasse: 386,65 g/mol
Reinheit: >99%, aus Lanolin
Alamethicin | Alamethicin (bestehend aus mehreren Alamethicin-
Homologen)
Hersteller: Sigma; Sigma-Aldrich, Inc, Missouri
Bestellnummer: A-4665
Form: Pulver
Molmasse: 1960%, 1959° g/mol
Reinheit: 85%2, 12%P, aus Trichoderma viride
Chloroform Chloroform (CHCI;)
Hersteller: Sigma; Sigma-Aldrich, Inc, Missouri
Bestellnummer: C-5312
Molmasse: 119,4 g/mol
Reinheit: > 99, 9%
Ethanol Ethanol (C,;H;0H)
Hersteller: Merck kGaA, Darmstadt
Bestellnummer: 100986
Molmasse: 46,07 g/mol

Reinheit: > 99,9%
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5.2. Praparation der Vesikel

Abbildung 5.1: Querschnitt des LiposoFast Extruders. (1) 1ml-Hamilton-Spritze; (2) Hart-
plastikstopfen; (3) Metallgehiuse; (4) Uberwurfmutter; (5) Membran; (6) Ringdichtung. [80]

Fiir die Extrusion der Vesikel wird der manuelle Extruder Avestin LiposoFast Basic ver-
wendet, dessen Querschnitt in Abb. 5.1 dargestellt ist. Vor der Extrusion wird eine der
Hamilton-Spritzen (1) mit der unextrudierten, aber gut durchmischten Suspension befiillt.
Versuche zeigen, dass der Vorgang des Extrudierens wesentlich erleichtert wird, wenn die
Suspension eine Temperatur oberhalb der Umwandlungstemperatur besitzt. Das Lipid-
gemisch in der Spritze wird langsam durch den Kanal im Hartplastikstopfen (2) und
die Polycarbonatmembran (5) gedriickt. Die Polycarbonat-Membran, die ebenfalls von
Avestin bezogen wurde, ist mit hexagonalen Gitter von Poren mit einem Durchmesser
von 100nm durchsetzt. Das Pressen der Lipidsuspension durch die Membran fithrt zu
Abschniirungen in den multilamellaren Vesikeln. Dieser Prozess tritt besonders hiufig
wahrend des ersten Extrudierens auf. Nach mehrmaliger Extrusion (empfohlen werden
15-21 Durchgénge durch die Membran) entstehen bei Verwendung eines 100 nm-Filters
unilamellare Vesikel von ungefdhr 80 nm fiir DMPC. Die Grofle der resultierenden Vesikel
héngt aber nicht nur vom Porendurchmesser, sondern auch vom verwendeten Lipid ab
[80]. Wird die Suspension ungeradzahlige Male durch die Membran gepresst, so befindet
sich die Suspension in der ,sauberen“ Spritze. Vor dem ersten Extrudieren koénnen sich
auf der Membranseite der zuerst befiillten Spritze Verunreinigungen und nicht extrudierte
Vesikel sammeln. Durch Entnahme der Suspension auf der entgegengesetzten Seite ver-
bleiben diese im Extruder. Es ist daher auch darauf zu achten, dass die Membran nach
der Extrusion von 5-10 ml Suspension ausgetauscht wird.



6. Messergebnisse der
Ultraschallspektrometrie

6.1. Die Spektren

Die Spektren der Suspensionen von DMPC/Alamethicin-Membranen lassen sich, wie im
Folgenden gezeigt wird, durch die gleichen Terme beschreiben wie die der reinen DMPC-
Membranen. In bisherigen Messungen [40, 98, 100] wurden Untersuchungen an Vesikel-
l6sungen mit einer Konzentration von 2mg/ml DMPC und 10 mg/ml DMPC verwendet.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden jedoch Vesikellosungen mit einer Konzentration von
5mg/ml DMPC/Alamethicin angesetzt. Messungen an Losungen mit nur 2 mg/ml zeigten
bei der Auswertung nur kleine Amplituden der beteiligten Prozesse, wiahrend die Verwen-
dung einer Losung mit 10 mg/ml Substanz im Hinblick auf den Preis des Alamethicins zu
kostspielig ist.

6.1.1. Reines DMPC

Wie sich im Folgenden zeigen wird, werden die Spektren von reinem DMPC nur durch
monomolekulare Prozesse beschrieben, daher sind die Relaxationszeiten unabhéngig von
der Vesikelkonzentration. Nach Gl. (3.15) geht die Konzentration der Vesikel linear in die
Amplitude ein, so dass diese entsprechend der Konzentration skaliert werden kann.

Schrader et al. [100] beschreiben die Absorptionsspektren von reinem DMPC durch einen
kritischen Fluktuationsterm nach Bhattacharjee und Ferrell und durch drei Einzelzeitre-
laxationen, die der Rotationsdiffusion des Lipids, der Isomerisation der Alkylketten und
einer lokalen Vesikeldeformation entsprechen.

Axiale Diffusion

In Tab. 6.1 sind die Parameter der unterschiedlichen Absorptionsbeitrage fiir reines DMPC
aufgefiihrt. Die Einzelzeitrelaxation im Zeitbereich von 7 = 10 — 20 ns, die mit der Ampli-
tude A, und der Relaxationszeit 7,, beschrieben wird, entspricht der sogenannten axialen
Diffusion, der Rotation um die Léngsachse des Lipidmolekiils. Man erkennt eine leichte
Verlangsamung in der Nihe der kritischen Temperatur T, = 24,0 £+ 0,1°C [100]. W&h-
rend die Werte um 7T, mit den Relaxationszeiten der lateralen Diffusion, also Bewegungen
in der Membranebene, iibereinstimmen, entsprechen sie in groflerem Abstand von der
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Oa®

laterale Diffusion

® >

Abbildung 6.1: Rotation und laterale Diffusion. Diese Abbildung soll den Zusammenhang
zwischen Rotationsdiffusion und lateraler Diffusion verdeutlichen. In (a) sind die Molekiile dicht
gepackt, so dass das hervorgehobene unsymmetrische Lipid nicht frei rotieren kann. Wenn durch
laterale Diffusion freie Volumina in der Membran entstehen, wie in (b) gezeigt, ist eine Rotation
moglich.

kritischen Temperatur der Relaxationszeit der axialen Diffusion, wie NMR-Spektren deu-
terierter Lipide zeigen [103]. Unter Beriicksichtigung des Crritical Slowing Down, ist daher
anzunehmen, dass es sich insgesamt um eine Rotation um die Léngsachse handelt.

Bei der axialen Diffusion handelt es sich um einen kooperativen Prozess, an dem auch die
Nachbarmolekiile des rotierenden Lipids beteiligt sind. Das Molekiil weist eine Asymmetrie
entlang der Léngsachse auf, so dass es ein freies Volumen in unmittelbarer Nachbarschaft
benétigt, wodurch die axiale Diffusion mit der lateralen Diffusion verkniipft ist (siehe
auch Abb.6.1). Uber deren Diffusionskonstante D und Gl. (3.25) kann damit auch ein
Zusammenhang mit dem Critical Slowing Down hergestellt werden.

Rotationsisomerisation der Alkylketten

Im oberen Frequenzbereich der Ultraschallspektren, entsprechend einer Relaxationsrate
von 7 ~ 0,1ns, kann das Spektrum durch eine Einzelzeitrelaxation mit der Amplitude
Aiso und der Relaxationszeit 7, angepasst werden, die die Kinetik der Alkylketteniso-
merisation beschreibt. Die Relaxationszeiten in der fluiden Phase stimmen ebenfalls mit
Ergebnissen der Ultraschallabsorptionsspektrometrie an n-Alkanen gleicher Kettenlange
tiberein [8]. In der gelférmigen Phase ist die Relaxation etwas verlangsamt, da hier die
Beweglichkeit der Molekiile durch die dichtere Packung der Lipide beeintréchtigt ist.

Untersuchungen mit NMR-Methoden an deuterierten Membranlipiden bestétigen eben-
falls die Zuordnung zur Rotationsisomerisation der Alkylketten[103].

Die Rotationsisomerisation ist ein kollektiver Prozess, dessen Relaxationszeit von der Ket-
tenlinge abhingt. Aufgrund des kollektiven Verhaltens wird der Ubergang von der geord-
neten in die ungeordnete Phase der Ketten als Phaseniibergang erster Ordnung angesehen
[37]. Die Relaxationszeiten dieses Prozesses zeigen daher auch keine kritische Verlangsa-
mung nahe 7.
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Lokale Vesikeldeformation

Im Bereich der kritischen Temperatur wird das Spektrum durch eine weitere, sehr langsa-
me Einzelzeitrelaxation mit Ae und 75 beschrieben. Schrader et al. [100] fassen diesen
Term und den Term der kritischen Fluktuationen zu der erweiterten Spektralfunktion

Aves (WTves )

1+ (WTyes)? (6.1)

mit

S(w) : Spektralfunktion

Aqes, Tves - Amplitude und Relaxationszeit des zusétzlichen Relaxationsterms

zusammen. In [100] wird vorgeschlagen, dass dieser Term mit einer lokalen Vesikeldefor-
mation zu interpretieren ist. Gestiitzt wird diese Annahme durch optische Messungen der
Membranfluktuationen und der Biegesteife der Membran, die ein kritisches Verhalten des
Biegemoduls und eine Vesikeldeformation entlang der optischen Achse aufzeigen [76].

Abb. 6.2 zeigt exemplarisch das Absorptionsspektrum einer DMPC:Alamethicin-Vesikel-
suspension mit einem Alamethicingehalt von 0,3 mol% bei 31,95°C im Frequenzbereich
von 100kHz bis 1 GHz. Auf der Abszisse wurde die Exzessdampfung (siehe Abschnitt
3.1) aufgetragen. Die Messdaten verschiedener Apparaturen werden in der Grafik durch
unterschiedliche Symbole reprisentiert. An die Daten wurde die Spektralfunktion S(w)
angepasst, die sich als Summe aus der Relaxationszeitverteilung des kritischen Anteils
nach Bhattacharjee und Ferrell und zwei Einzelzeitrelaxationen zusammensetzt, die in
der Anpassung durch Debye-Spektralterme beriicksichtigt werden. Der niederfrequente
Debye-Spektralterm kann der axialen Diffusion zugeordnet werden, der hochfrequente der
Alkylkettenisomerisation. In dem dargestellten Spektrum tritt der Debye-Spektralterm,
der der lokalen Vesikeldeformation zugeordnet werden kann, nicht auf.

Alle gemessenen Spektren sind im Anhang A zu finden.
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Abbildung 6.2: Interpretation eines Spektrums. In diesem Beispielspektrum (DMPC:Alame-
thicin, 99,7:0,3mol%, 31,95°C) sind die Beitrdge der Relaxationszeitverteilung der kritischen
Fluktuationen sowie die der Einzelzeitrelaxationen der axialen Diffusion und der Alkylketteniso-
merierung gestrichelt dargestellt. Die durchgezogene Linie repridsentiert die Summe der einzel-
nen Beitrdge. Der Beitrag aus dem Hintergrundanteil wurde bereits subtrahiert. Symbole fiir

Apparaturen: +: 1-MHz-Reflektor-Resonator;
hochfrequente Pulszelle;

: 8-MHz-Resonator;
. tieffrequente Hyperschallzelle.

. tieffrequente Pulszelle;
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Tabelle 6.1: Messdaten fiir DMPC. Die Werte wurden [100] entnommen und die Amplituden

unter Annahme einer linearen Konzentrationsabhéngigkeit auf eine Konzentration von 5mg/ml

DMPC umgerechnet.
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6.1.2. Messergebnisse der DMPC/Alamethicin-Suspensionen

Wiéhrend in vorherigen Arbeiten die Ultraschallabsorptionsspektrometrie hauptséchlich
genutzt wurde, um die molekularen Prozesse innerhalb der Membran zu beschreiben, ist
der Fokus dieser Arbeit auf den Einfluss von Alamethicin auf die kritischen Fluktuationen
gerichtet.

Dazu wurden bis zu 13 Spektren einer DMPC/Alamethicin-Losung bei verschiedenen
Temperaturen ausgemessen. Um die starken Anderungen der Parameter nach einem Po-
tenzgesetz in der Néhe der kritischen Temperatur zu beriicksichtigen, wurde die Grofle
der Temperaturschritte in der Ndhe von T, verringert.

Alle Spektren wurden mit dem in Abschnitt 4.2.7 beschriebenen Aufbau im Frequenz-
bereich zwischen 0,1 — 12 MHz gemessen. Um die Messzeit der Spektren zu reduzieren,
wurden komplette Spektren nur fiir jeweils zwei Temperaturen in der gelférmigen und der
fluiden Phase aufgenommen, sowie ein Spektrum in der Nahe der kritischen Temperatur.

Die kompletten Spektren dienen in erster Linie zur Bestimmung der Hintergrunddamp-
fung. Da mit verdiinnten wéssrigen Losungen gearbeitet wird, kann fiir die Interpolation
der Hintergrundddmpfung eine empirische Ndherung angenommen werden, die auf den
experimentellen Dampfungswerten von Wasser beruht:

() f*)exp(T) = (51,712 — 1,9970 - T + 0, 038806 - T° — 0,0003045 - T%) - 10~
B=(a/fexp " Cs-

Die Schallgeschwindigkeit ¢; wird durch Velocimetrie bestimmt (siehe auch Abschnitt 4.4).

Zur Bestimmung der Relaxationsraten der Alkylkettenisomerisation sind Spektren not-
wendig, die auch den Frequenzbereich oberhalb 500 MHz abdecken. Da die Isomerisation
unabhéngig von dem kritischen Verhalten des Systems ist, konnen die Relaxationszeiten
und Amplituden des entsprechenden Terms des reinen DMPCs iibernommen werden.

Die angegebenen Fehler wurden anhand der Messfehler von Schrader etal. [100] abge-
schiatzt. Bei der Anpassung der Daten konnten in der Néhe der kritischen Temperatur
keine Fehler angegeben werden, da die Terme zur Bestimmung des kritischen Verhaltens
»festgehalten“ werden mussten.

Auf den folgenden Seiten sind tabellarisch die Parameter dargestellt, die zur Beschreibung
der Spektren nétig sind. Die dazugehorigen Spektren sind im Anhang A zu finden.
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, 99,7:0,3 mol%

icin

Alamethi

Tabelle 6.2: Messdaten fiir DMPC:Alamethicin, 99,7:0,3 mol%. Die diesen Daten zu Grun-

de liegenden Spektren sind im Anhang A.1 abgebildet.

6.1. Die Spektren
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, 99,5:0,5 mol%

icin

:Alamethi

DMPC

Tabelle 6.3: Messdaten fiir DMPC:Alamethicin, 99,5:0,5 mol%. Die diesen Daten zu Grun-

de liegenden Spektren sind im Anhang A.2 abgebildet.
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0,7 mol%

, 99,3:

icin

Alamethi

Tabelle 6.4: Messdaten fiir DMPC:Alamethicin, 99,3:0,7 mol%. Die diesen Daten zu Grun-

de liegenden Spektren sind im Anhang A.3 abgebildet.

6.1. Die Spektren

DMPC
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, 99:1 mol%

icin

:Alamethi

DMPC

Tabelle 6.5: Messdaten fiir DMPC:Alamethicin, 99:1 mol%. Die diesen Daten zu Grunde

liegenden Spektren sind im Anhang A.4 abgebildet.
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DMPC:Alamethicin, 98:2 mol%

Es wurden ebenfalls Messungen an alamethicinhaltigen DMPC-Membranen mit einem
Alamethicingehalt von 2mol% durchgefiihrt. Jedoch konnte in der Ndhe der kritischen
Temperatur die Préazipitation des Lipids beobachtet werden, welche zu einem Konzen-
trationgradienten innerhalb der Vesikellosung fithrt. Die Ultraschallspektrometrie setzt
sowohl beim Resonator- als auch Schwingungspulstransmissionsverfahren eine homoge-
ne Losung voraus. Aus diesem Grunde konnte fiir diese Alamethicinkonzentration keine
konsistente Anpassung der Spektren durchgefiihrt werden.

Eine mogliche Erklarung fiir die Prézipitation wird mit der Vesikeldeformation in Ab-
schnitt 6.2.3 gegeben.

6.2. Interpretation der Messergebnisse

Messungen an DMPC-Membranen [40, 54, 98] zeigen, dass sich das Verhalten der kriti-
schen Fluktuationen am Phaseniibergang von der gelférmigen Phase in die fluide Phase
durch eine empirische Skalierungsfunktion nach Bhattacharjee und Ferrell beschreiben
lésst.

Es konnte auch gezeigt werden, dass diese Beschreibung fiir Lipidgemische [20, 43] und
Membranen, die aus DMPC und Cholesterol bestehen [40, 54, 98], giiltig ist. Chole-
sterolhaltige Membranen spielen bei der Interpretation der neuen Messergebnisse eine
wichtige Rolle. Aus diesem Grunde soll an spéterer Stelle ein kurzer Einschub {iber
Lipid/Cholesterol-Membranen erfolgen.

6.2.1. Die empirische Skalierungsfunktion
Quantitative Beschreibung der kritischen Parameter

Ausgehend von vorherigen Messungen an Lipid- und Cholesterolgemischen kann erwartet
werden, dass sich das Verhalten der Fluktuationen von DMPC/Alamethicin-Membran-
systemen durch einen kritischen Absorptionsterm nach Bhattacharjee und Ferrell beschrei-
ben lasst durch Gl. (3.35)

(@) = App(T) F(Q) f~0/=7,

Mit Hilfe der empirischen Skalierungsfunktion nach Gl. (3.31)

(N (T)

FO = (onam)

lasst sich iiberpriifen, ob der kritische Anteil in den Spektren nach dem Modell von
Bhattacharjee und Ferrell angepasst werden kann. Dazu wird ein Datensatz in unmit-
telbarer Ndhe der kritischen Temperatur 7, als Bezug gewéhlt. Nach dem Fluktuations-
Dissipations-Gesetz [49] ist hier mit einem Maximum der kritischen Amplitude zu rechnen,
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Abbildung 6.4: Empirische Skalierungsfunktionen. Darstellung der empirischen Skalierungs-
funktionen bei verschiedenen Alamethicinkonzentrationen.
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Relative Ddmpfung (aA)*(T)/(aA)*(T,)

Relative Ddmpfung (aA)*(T)/(aA)*(T,)

Abbildung 6.5: Empirische Skalierungsfunktionen. Darstellung der empirischen Skalierungs-
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so dass die kritische Temperatur anhand der maximalen Amplitude abgeschitzt werden
kann.

Der kritische Anteil ergibt sich aus der Anpassung der Messdaten

@2 = (0N - Y () - B 62)

mit

(a})

(a\) : gemessene Gesamtabsorption

: kritischer Anteil der Ultraschallabsorption

Cr
ex °

Ay, 7, : Amplitude und Relaxationszeit auftretender Einzelzeitrelaxationen

B : Hintergrunddampfung.

Die Abbildungen 6.4 und 6.5 zeigen eine gute Ubereinstimmung der empirischen Skalie-
rungsfunktion nach Gl. (3.31) mit der vorhergesagten Skalierungsfunktion fiir den fliissig-
kristallinen Phaseniibergang nach Gl. (3.33), wenn lediglich die Relaxationsrate als anzu-
passender Parameter betrachtet wird.

Alamethicin bewirkt eine Reduktion der kritischen Relaxationsrate I' in der Nihe der
kritischen Temperatur. Gleichzeitig tritt an der Umwandlungstemperatur ein Debye-Spek-
tralterm mit hoher Amplitude auf, der ebenso wie die Relaxationsrate an der unteren
Grenze des Messbereiches angesiedelt ist.

Fir T — T, gilt nach Gl (3.33): F(©2) — 1 und damit
(a)\)ex ~ ABF : f_(),OG'

Die Funktion weist damit nur eine sehr geringe Frequenzabhéngigkeit auf. Die Bestim-
mung der Relaxationsrate I' ist bei Ann&herung an den kritischen Punkt nur noch mit
einem sehr groflen Fehler moglich. Der verwendete Marquardt-Algorithmus [94] konver-
giert fiir Relaxationsraten I' < 50 - 10% s~ nicht mehr und verringert die Relaxationsrate
kontinuierlich bei gleichzeitiger Erhchung der zugehoérigen Amplitude.

In den vorliegenden Messungen wurde das Problem durch Vorgabe und ,Festhalten® der
Relaxationsrate I' fiir Messungen in der Ndhe der kritischen Temperatur gelost. Zur Be-
stimmung von I' wurde die Annahme verwendet, dass die dynamische Skalierungstheorie
giiltig ist und T" nach Gleichung Gl. (3.25)

2D —#o¥

anhand vorliegender Messdaten extrapoliert werden kann. Umgekehrt lédsst sich aus dieser
Gleichung die kritische Temperatur T;, sowie die charakteristische Relaxationsrate I'y
abschétzen, die als Maf fiir die Relaxationsgeschwindigkeit angenommen werden kann.
Es ergeben sich die in Tab. 6.6 dargestellten Werte.

T -1,
1c

r

Eine Angabe des Fehlers ist nicht sinnvoll, da fiir die Anpassung der Kurve zum Teil
extrapolierte Relaxationsraten verwendet wurden.
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Tabelle 6.6: Verlauf der Relaxationsraten in Abhangigkeit von der Temperatur. Da sich
im Allgemeinen das Verhalten in gelférmiger und fluider Phase unterscheidet, sind jeweils die
Ergebnisse der Anpassung fiir Messreihen unter- und oberhalb (Indizes < bzw. >) der Umwand-
lungstemperatur angegeben.

Te< Lo < Tc> Lo
CT [ K [°C] | [s7 K]
Reines DMPC 24,31 | 0,4810° | 24,19 | 1,1-10°
DMPC:Alm, 99,7:0,3mol% | 24,46 | 0,29-10° || 24,47 | 0,32-10°
DMPC:Alm, 99,5:0,5mol% || 24,02 | 0,25:10°
DMPC:Alm, 99,3:0,7mol% | 24,02 | 0,39-10° || 24,09 | 0,54-10°
DMPC:Alm, 99:1 mol% 23,71 | 0,44-10°

Die Tabelle zeigt, dass sich die Relaxation unterhalb der Umwandlungstemperatur ge-
ringfiigig verlangsamt. Groflie Abweichungen von der charakteristischen Relaxationsrate
des reinen DMPC sind in der fluiden Phase zu finden. Jedoch differieren die Messdaten
(Tab.6.1) sehr stark von der durch die fiir reines DMPC gegebenen Parameter.

Nach GI. (3.25) kann bei Kenntnis des Diffusionskoeffizienten D die Korrelationsléange &
berechnet werden. In [100] werden die Diffusionskoeffizienten fiir die DMPC-Molekiile in
der gelférmigen und in der fluiden Phase angegeben als

Dy =3-10" " em?s™* (6.3)
Dy =7-10""cm?s™ . (6.4)

Die Zahlenwerte beriicksichtigen nicht das kritische Verhalten der Diffusion, erméglichen
jedoch eine Abschéitzung der Korrelationslingen, anhand derer das Einsetzen des ko-
operativen Verhaltens bestimmt werden kann. Fiir Temperaturen weit entfernt von der
kritischen Temperatur sind die Korrelationsléngen wesentlich kleiner als die Abstédnde
zwischen den Lipiden, die mit dp, g = 0,38 nm in der Gelphase und dn, g = 0,45nm in
der fluiden Phase angegeben werden. Ein korreliertes Verhalten der Fluktuationen kann
erst einsetzen, wenn die Korrelationslinge grofier ist als der Abstand zwischen den Li-
pidmolekiilen. In Tab. 6.7 sind die Temperaturen hervorgehoben, fiir die eine Korrelation
angenommen werden kann.

Tabelle 6.7: Berechnete Korrelationslangen. Die Tabelle enthilt die berechneten Korrelati-
onslangen nach Gl. (3.25). Die fett gedruckten Werte symbolisieren Korrelationslangen £ > dyy,.

T/[° 22 2 24 24 2 2 2
Reines DMPC 3 // [[nn(f]] 0,4’8 0?7,? 2,150 155 45,,20 2%10 Ef
DMPC:Alm, T /[°C] ][ 21,92 | 23,05 | 24,05 | 24,48 | 25,37 | 27,07 | 29,19
99,7:0,3 mol% ¢/ [nm] || 0,44 | 0,76 2,5 183 19 6,6 3,7
DMPC:Alm, T /[°C] || 21,53 | 22,50 | 23,80 | 24,11
99,5:0,5 mol% €/ mm] [ 0,47 | 0,98 | 4,9 77
DMPC:Alm, T /[°C] ]| 21,49 | 22,08 | 23,47 | 24,00 | 24,50 | 25,00 | 27,21
99,7:0,3 mol% €/mm] [ 0,35 | 0,58 | 1,6 32 28 14 4,5
DMPC:Alm, T /[°C] || 21,51 | 22,50 | 23,47 | 23,70
99:1 mol% ¢€/nm] || 044 | 0,78 | 3,6 52
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Es zeigt sich, dass in der gelférmigen Phase die ,Korrelationsgrenze” in Anwesenheit von
Alamethicin zu niedrigeren Temperaturen hin verschoben wird. Gleichbedeutend damit
ist eine Erweiterung des Temperaturbereiches, in dem kritisches Verhalten zu erwarten
ist.

Wie man aus dieser Abschétzung sieht, erstrecken sich die Messungen iiber einen Tem-
peraturbereich, der weit iiber die Temperaturen hinaus geht, bei denen rein kritisches
Verhalten zu erwarten ist.

Dieser so genannte Crossover-Bereich, stellt einen Uberlapp der klassischen Beschreibung
und der kritischen Beschreibung eines Fluids dar. Im Rahmen der Theorie von Bhattachar-
jee und Ferrell werden die Relaxationsraten I' durch die folgende Beziehung korrigiert
(Crossover-Korrektur) [2, 16, 95]:

1,18\ /2
’ ) , (6.5)

I'o=T1(1+
( §'QC

mit

¢ . Korrelationslange

qc : Crossover-Wellenlédnge.

Vergleich mit Cholesterol

Der Parameterverlauf der kritischen Amplitude und der kritischen Relaxationsrate der
DMPC/Alamethicin-Suspension ldsst sich mit dem Verhalten von DMPC/Cholesterol-
Suspensionen vergleichen.

Abbildung 6.6: Struktur des Cholesterolmolekiils. Cholesterol besitzt einen hydrophoben Ste-
roidkern, von dem eine ebenfalls hydrophobe Seitenkette und eine polare OH-Gruppe abzweigen

[4]

Cholesterol ist ein Steroid, das als Regulator der Membranfluiditéit in fast allen biologi-
schen Membranen enthalten ist [77] (siche auch Abb.2.1). Es lagert sich in den hydropho-
ben Alkylketten der Membran ein. Dabei geht die OH-Gruppe des Cholesterols mit der
Glycerolgruppe eines Phospholipids eine Wasserstoftbriickenbindung ein. Die hydrophobe
Ringstruktur des Cholesterols, dargestellt in Abb. 6.6, fithrt zu einer Stabilisierung der
Lipidketten in der geordneten all-trans-Konfiguration [34].

In Tab. 6.8 sind Messergebnisse von cholesterolhaltigen DMPC-Membranen mit verschie-
denen Cholesterolgehalten cq, zusammengefasst [6].
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Tabelle 6.8: Messwerte fiir cholesterolhaltige DMPC-Membranen. Die Tabelle enthilt die
Daten der Parameterverliufe fiir die kritische Fluktuation (Spalten S und T'), die Vesikeldefor-
mation (Ayes, Tves) und die axiale Rotation (Aax, Tax) fiir verschiedene Molenverhiltnissen ccpol
[6]. Die Amplituden wurden auf eine Gesamtkonzentration von cges = 5 mg/ml umgerechnet.
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Abbildung 6.7: Phasendiagramm von DMPC/Cholesterol-Mischungen. Oberhalb eines
Cholesterolgehaltes von 7,5 mol% setzt eine Separation in cholesterolarme und cholesterolrei-
che Phasen ein [78].

Das Phasendiagramm von DMPC/Cholesterol-Mischungen in Abb. 6.7 [78] zeigt eine kom-
plizierte Abhéngigkeit der Phaseniiberginge vom Cholesterolgehalt. Bei geringen
Konzentrationen mit cgo < 7,5mol% bewirkt Cholesterol lediglich eine leichte Verrin-
gerung der Hauptumwandlungstemperatur zwischen der gelférmigen Phase (Lg, Py ) und
der fluiden Phase (Ly/). Fiir canor > 7,5mol% findet eine Separation in eine cholesterol-
reiche Phase Lg (flissig-geordnete Phase) und eine cholesterolarme Phase (Lg, Lo/) statt.
Die separierten Phasen kénnen mit der Ultraschallspektrometrie nicht innerhalb der be-
kannten Modelle beschrieben werden. Deswegen soll die Diskussion auf cg,0 < 7,5 mol%
beschrénkt werden.

Mouritsen und Jgrgensen [87] fithren neben der Reduzierung der Ubergangstemperatur
auch einen Einfluss auf die Doménenbildung an. Molekulardynamik-Simulationen belegen,
dass Cholesterol das Entstehen von Doméinen begiinstigt, wihrend es sich selber in der
Néhe der Doménengrenzen ansammelt.

In Messungen von Michels et al. [84] mittels Ultraschallspektrometrie konnte ein Anstieg
der kritischen Fluktuationen nachgewiesen werden. Die in Tab. 6.8 zusammengestellten
Daten zeigen diesen Anstieg der kritischen Amplitude S mit wachsender Cholesterolkon-
zentration. Gleichzeitig fithrt die Anlagerung in der Ndhe der Doménengrenzen zu ihrer
Stabilisierung. Daraus resultierend ist eine Verringerung der kritischen Relaxationsrate I’
zu erwarten, die ebenfalls in Tab. 6.8 dokumentiert ist.

Die Zugabe von Alamethicin bewirkt eine deutliche Reduktion der Relaxationsrate I'. Ein
vergleichbarer Effekt kann, wie soeben beschrieben, bei Zugabe von Cholesterol zu einer
DMPC-Membran beobachtet werden. Hier tritt eine konzentrationsabhéngige Reduktion
der Relaxationsrate in gelférmiger und fluider Phase von 25% fiir Cholesterolkonzentratio-
nen Ceol < 7,5mol% auf. Bei Zugabe von 10 mol% Cholesterol wird die Relaxationsrate
sogar um 50% reduziert, jedoch ist bei dieser Konzentration von einer Phasenseparation
auszugehen.

Alamethicin zeigt die gleiche Reduktion bereits bei einer Konzentration von 0,3 mol% bis
1,0 mol%.

Dies deutet auf den Einfluss der MolekiilgroBe hin. Cholesterol bettet sich in den hydro-
phoben Teil der Molekiile ein und stabilisiert diese in der all-trans-Konfiguration. Der
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Einfluss eines Cholesterolmolekiils ist auf eine Seite der Membran beschrankt.

Die Helix des Alamethicin wird in beide Seiten der Membran eingebettet und fiihrt da-
durch zu einer Beeinflussung beider Membranlipidschichten. Gleichzeitig besitzt Alame-
thicin polare Enden, die gerichtete Bindungen mit den polaren Kopfgruppen der Lipide
aufbauen. Die Lange des Alamethicinmolekiils entspricht der Dicke einer DMPC-Membran
in der fluiden Phase. Um die Grenzflichenenergie der Membran in der Nihe des Peptids
zu minimieren, werden die umgebenden DMPC-Molekiile in der fluiden Phase stabilisiert.

Diese Stabilisierung und die Verankerung des Peptids in beiden Membranseiten fiihrt zu
einer Reduktion der Relaxationsrate schon bei geringen Alamethicinkonzentrationen.

Bei Konzentrationen ¢, < 0,5mol% wird das Peptid auf der Membranoberfliche ad-
sorbiert. Die soeben beschriebene Theorie der Stabilisierung kann nicht auf adsorbierte
Molekiile angewendet werden. Es ist auch hier eine Stabilisierung der kritischen Fluktua-
tionen feststellbar.

Die Einlagerung des Peptids in den Kopfgruppenbereich der Lipidmembran fiihrt zu einer
lokalen Deformation, die mit einem Aufschmelzen der Membran einhergeht. Die Membran
wird hier also wieder in der fluiden Phase stabilisiert, wodurch die Fluktuationsrate ver-
ringert wird. Weiterhin ist ein méglicher stabilisierender Faktor durch das Hydratwasser
der Membran denkbar. Die Beweglichkeit der Wassermolekiile ist aufgrund der Bindung
zum Peptid reduziert, folglich ist auch eine Stabilisierung der Lipid-Wasser-Bindungen zu
erwarten.

Die Frage, ob sich Alamethicin &hnlich wie Cholesterol an den Doménengrenzen sammelt,
kann mit Hilfe der zur Verfiigung stehenden Methoden nicht geklért werden. Jedoch ist
bekannt, dass Alamethicin in der gelférmigen Phase statistisch in der Membran verteilt ist
[57, 112]. Demzufolge miisste eine Migration des Peptids in der Ndhe des Phaseniibergangs
stattfinden.

6.2.2. Die axiale Diffusion

Die axiale Diffusion eines einzelnen Lipids wird bestimmt durch die Beweglichkeit wie in
Abb. 6.1 veranschaulicht wurde. Die Adsorption des Peptids bei niedrigen Konzentratio-
nen und Einbettung in die Kopfgruppenregion fithrt zu lokalen Deformationen und zu
einer Erhohung der Membranspannung. Die in Abb. 6.1 dargestellte laterale Verschiebung
erfordert nun eine hohere Energie, 1duft daher nach der Arrheniusgleichung [86] langsamer
ab:

L~ e Ba/(RT) o oBa/(RT) (6.6)
mit

k : Reaktionsrate
7 : Relaxationszeit
AH, : Aktivierungsenergie der Reaktion

R, T : universelle Gaskonstante und Temperatur.
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Abbildung 6.8: Relaxationszeiten und Amplituden der axialen Diffusion. In dem linken
Graph ist die Amplitude der axialen Diffusion dargestellt; im rechten Graph ist die Relaxationszeit
wiedergegeben. Symbole: —~l-: reines DMPC, —e— DMPC:Alm 99,7:0,3 mol%, : DMPC:Alm
99,5:0,5 mol%, —¥v—: DMPC:Alm 99,3:0,7 mol%, —¢— DMPC:Alm 99:1 mol%.

Nach Tieleman [108] geht Alamethicin stabilisierende Bindungen mit den polaren Kopf-
gruppen der Lipide ein, die zu einer zusétzlichen Immobilisierung der Lipide fiihren.

Die Immobilisierung der Molekiile durch die Adsorption und die hoheren Energien, die
zur Rotation notwendig sind, sollten zu einer Reduktion der Amplitude und einer Ver-
langsamung der axialen Diffusion fithren, die anhand der Messdaten fiir Membranen mit
0,3mol% und 0,5mol% Alamethicin eindeutig belegt ist.

Die Integration der Alamethicinmolekiile bei htheren Konzentrationen bewirkt ebenfalls
eine Storung der Kopfgruppenregionen. In der Nédhe des eingebetteten Peptids wird mittels
Rasterkraftmikroskopie [89] eine Reduzierung der Membrandicke festgestellt, der als Rand
um die Poren in Abb. 6.9 zu sehen ist.
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Abbildung 6.9: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme einer alamethicinhaltigen Mem-
bran. Das linke Bild zeigt eine Aufnahme mit dem Rasterkraftmikroskop einer alamethicinhal-
tigen DPPC-Membran (DPPC:Alm, 99:1 mol%). Auf dem linken Rand der dunklen Poren sind
Rander zu erkennen. Entlang der griinen Linie wurde das auf der rechten Seite dargestellte
Hohenprofil erstellt [89].

Die Porenbildung und die Ausbildung eines deutlichen Randes scheinen keinen Einfluss
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Abbildung 6.10: Reduzierung der Membrandicke von alamethicin- und melittinhaltigen
Membranen. Die Graphen zeigen die Anderung der Membrandicke in DPhPC und DOPC bei
Zugabe der a-helikalen Peptide Alamethicin und Melittin, das in seiner Wirkung vergleichbar mit
Alamethicin ist. (P/L)* ist die kritische Integrationskonzentration [29].

auf die Amplitude und die Relaxationszeit der axialen Rotation zu haben. Sie entspricht
innerhalb der Messgenauigkeit den Werten fiir die Adsorption auf der Membranoberfléiche.
Nach [29, 46] bleiben die Membrandicke und damit auch die Erhéhung der Membranspan-
nung wihrend der Integration des Peptids konstant, wie in Abb. 6.10 dargestellt ist.

Der Vergleich der Membrandicke mit der Relaxationsrate und der Amplitude der axialen
Diffusion weist eine Beeintrachtigung der axiale Diffusion durch die Membrandeformation
auf. In Abb. 6.11 sind zum Vergleich noch einmal die Parameter der axialen Diffusion in der
Néhe der kritischen Temperatur fiir verschiedene Alamethicinkonzentrationen dargestellt.
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Abbildung 6.11: Parameter der axialen Diffusion in der Ndhe der kritischen Temperatur.
Die Abbildung zeigt den Verlauf der Relaxationszeit T,x (—[—) und der Amplitude A,y (—H-)
der axialen Diffusion. Die mit (x) markierten Werte wurden anhand des Amplitudenverlaufs inter-
bzw. extrapoliert.

Wie von Schrader et al. [100] angenommen wird, ist die axiale Diffusion D, an die laterale
Diffusion D gekoppelt. In den Messdaten ist ein deutlicher Anstieg der Relaxationszeit
in der N&dhe der kritischen Temperatur des alamethicinhaltigen Systems gegeniiber dem
reinen DMPC-System zu erkennen. Dieses lédsst auf eine stiarkere Kopplung der axialen
Diffusion an die laterale Diffusion schlieffen.
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6.2.3. Die Vesikeldeformation
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Abbildung 6.12: Relaxationszeiten und Amplituden der Vesikeldeformation. In dem lin-
ken Graph ist die Amplitude der Relaxation der Vesikeldeformation dargestellt; im rechten
Graph ist die zugehorige Relaxationszeit wiedergegeben. Symbole: —B—: reines DMPC, —e—:
DMPC:Alm 99,7:0,3 mol%, : DMPC:Alm 99,5:0,5 mol%, —¥—: DMPC:Alm 99,3:0,7 mol%,
—¢—: DMPC:Alm 99:1 mol%.

Bei der Interpretation der Spektren ist die Einfithrung einer dritten Einzelzeitrelaxation
mit einer Relaxationszeit von 7 < 100 ns erforderlich. Dieser Term wird von Schrader et al.
mit einer lokalen Vesikeldeformation in Verbindung gebracht [100].

Die lokale Vesikeldeformation wurde mittels optischer Methoden an 15 um grofien unila-
mellaren Vesikeln aus 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycerin-3-Phosphatidylcholin (DPPC) unter-
sucht [76]. Dazu wurde mittels eines Nd:YAG-Lasers (532nm) eine Kraft von 53 {N auf
das Vesikel ausgeiibt. Der Radius des Vesikels dndert sich auf einer Zeitskala von wenigen
Sekunden (Abb.6.13) um 600 nm entlang der optischen Achse.
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Abbildung 6.13: Deformation eines DPPC-Vesikels. Bei Anlegen einer Kraft von 53 fN durch
einen Nd:YAG-Laser wird eine lokale Deformation von 600 nm bei einer VesikelgroBe von 15 um
erzeugt. Die durchgezogene Linie zeigt die Anderung des Vesikelradius entlang der optischen
Achse, die gestrichelte die angelegte Kraft [76].
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Das Experiment wurde bei 30°C durchgefiihrt, weit unterhalb der Ubergangstemperatur
von DPPC. Wihrend die Membran fern der Ubergangstemperatur homogen ist, so ist sie
am Ubergang in zahlreiche Doménen gegliedert, deren Grofle und Gestalt sich kontinuier-
lich dndert.

Schrader et al. nehmen an, dass daher in der Néhe des Phaseniibergangs Fluktuationen auf
einer kurzen Lingenskala mit Relaxationszeiten im Zeitbereich unter einer Millisekunde
existieren [100]. Diese Annahme muss immer noch bestétigt werden, aber die Messungen
an alamethicinhaltigen DMPC-Membranen liefern einen weiteren Hinweis fiir die Richtig-
keit dieser Annahme.

Alamethicin als antimikrobiales Peptid besitzt eine lysierende Wirkung auf die Zellmem-
bran. Diese Wirkung wird von Huang et al. [57] der Porenbildung zugeschrieben. Mit der
Entstehung einer Pore ist die Vergréflerung der inneren Membranspannung oy,¢ verbunden.
Diese Theorie wird durch Versuche gestiitzt, in denen eine externe mechanische Spannung
Oext appliziert wird, die zur Lysis der Membran fiihrt [59, 79, 101]. Dabei stellt sich die
»Lysierungsspannung® oy als Summe von interner und externer Membranspannung dar:

Olys = Oint + Oext- (67)

Die Membran bleibt stabil, so lange o1ys > Tint +0ext, d. h. fiir die Zerstérung der Membran
sind mit steigendem Peptidgehalt geringere duflere Kréfte notwendig.

Alle bisher im Rahmen dieser Arbeit diskutierten Ergebnisse von peptidhaltigen DMPC-
Membranen beziehen sich auf Alamethicinkonzentrationen von ¢y, < 1mol%.

Messungen an alamethicinhaltigen DMPC-Membranen mit ¢, = 2mol% scheiterten,
weil die Losung in der Ndhe der Umwandlungstemperatur bei allen Versuchen prézipitiert
ist. Die Prézipitation setzt eine Lysis der bestehenden Vesikel und eine Reorganisation
der Membranfragmente voraus.
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Abbildung 6.14: Amplitude der Vesikeldeformation in der Ndhe der kritischen Tempe-

ratur. Die Abbildung zeigt den Verlauf der Amplitude A,cs (—M-) der Vesikeldeformation in der
Nihe der kritischen Temperatur. Die mit (x) markierten Werte wurden inter- bzw. extrapoliert.

Eine Erklarung fiir dieses Verhalten wird durch die Vesikeldeformation geliefert. In
Abb.6.12 erkennt man einen starken Anstieg der Amplitude der Vesikeldeformation mit
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steigendem Alamethicingehalt. Die Amplitudenmaxima nahe der kritischen Temperatur
sind in Abb. 6.14 zur Verdeutlichung noch einmal separat dargestellt. Es ist ein Anstieg
der Amplitude bei ¢, = 1mol% auf das Dreifache im Vergleich zu reinem DMPC zu
erkennen. Unter der Annahme, dass sich nach Gl. (3.16) das Reaktionsvolumen AV, die
Reaktionsenthalpie AH und die Wérmekapazitat AC}, bei Zugabe Alamethicin nur gering-
fiigig Andern, ist der Anstieg der Amplitude auf die Anderungen der Stéchiometriefaktoren
v; in

(]
3
no

G:

Ca,
zuriickzufithren. Die Zahl der deformierten Bereiche nimmt also stark zu.

Das zuvor beschriebene Experiment von Lee [76] zeigt, dass eine duflere angelegte mecha-
nische Spannung zu einer Vesikeldeformation fithrt. Umgekehrt muss die Vesikeldeforma-
tion ebenfalls zu einer zuséitzlichen Membranspannung fithren. Gl (6.7) ist demnach in
der Nihe der kritischen Temperatur zu modifizieren:

Olys = Oint + Oext 1 Oves, (68)

wobei oy die durch die Vesikeldeformation erzeugte Membranspannung beriicksichtigt.
Bei einer Konzentration von ¢, = 2mol% wird iy iiberschritten und die Lysis setzt ein.

Die Relaxationszeiten der Vesikeldeformation bei alamethicinhaltigen Membranen liegen
deutlich oberhalb derer der reinen DMPC-Membran. Dieses erlaubt zwei Schlussfolgerun-
gen:

1. Die Kopplung an das kritische Verhalten und dem damit verbundenen Critical Slo-
wing Down wird durch die Anwesenheit des Alamethicin verstéarkt.

2. Das Alamethicin fiithrt aufgrund seiner Verankerung in beiden Membranhélften zu
einer Stabilisierung der Membran und deren Deformationen.

Eine Beschreibung, in welchem Mafle die einzelnen Effekte die Relaxationszeiten beein-
flussen, kann in dieser Arbeit nicht gegeben werden.
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/. Messergebnisse aus Densitometrie
und Velocimetrie

7.1. Temperaturabhangige Untersuchungen von Dichte
und Schallgeschwindigkeit

Die Membrane Thinning-Theorie [29, 46], die das Volumenverhalten der Membran wéh-
rend der Adsorption und Integration von a-helikalen Peptiden beschreibt, liefert, wie das
letzte Kapitel gezeigt hat, bedeutende Beitrdge zur Erklarung der Ultraschallspektren.
Jedoch wurde diese Theorie, die den Volumenerhalt der Membran bei Adsorption und In-
tegration vorhersagt, in den vorhandenen Verdffentlichungen nur in der gelférmigen Phase,
weit unterhalb der Ubergangstemperatur des jeweiligen Lipids {iberpriift.

Mit Hilfe der temperaturabhéngigen Densitometrie kann der Aspekt der Volumenerhal-
tung am Phaseniibergang fiir verschiedene Alamethicinkonzentrationen leicht verifiziert
werden.

Dazu wurde die Dichte p(7') der DMPC/Alamethicin-Gemische relativ zu der Dichte von
Wasser py,o(7") aufgetragen, um die Dichtedinderung des Phaseniibergangs von DMPC
herauszustellen:

p(T)

Prel = oo (T) (7.1)

Um préparationsbedingte Konzentrationsunterschiede zu kompensieren, die linear in die
relative Dichte eingehen, wurden die Daten auf p,(7° = 15°C) = 1 normiert. Die nor-
mierte relative Dichte ist in Abb. 7.1 wiedergegeben.

Entsprechend der Membrane Thinning-Theorie &ndert sich das temperaturabhéngige
Dichteverhalten und damit das Volumenverhalten bei Zugabe von Alamethicin nicht. Fiir
DMPC:Alamethicin, 98:2mol% konnte nach Ende der Messung eine Ausfallung des Lipids
beobachtet werden (Symbol (+)). Die Prizipitation erklért die graduelle Verringerung der
relativen Dichte.

Die iibrigen Kurven zeigen ein nahezu identisches Verhalten. Vorhandene Abweichungen
sind als Messfehler zu interpretieren, da keine Systematik in Zusammenhang mit der
Alamethicinkonzentration zu erkennen ist.

Mittels des in Abschnitt 4.4 vorgestellten Velocimetrie-Aufbaus wurde zusétzlich die
Schallgeschwindigkeit der Proben gemessen. Wie Abb. 7.3 (a) zeigt, kann auch hier keine
Abhéngigkeit von der Alamethicinkonzentration festgestellt werden.
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Abbildung 7.1: Darstellung der normierten relative Dichte. In dieser Grafik ist die normierte
relative Dichte gegen die Temperatur in der Umgebung des Phaseniibergangs aufgetragen.

Ziel der Messungen von Schallgeschwindigkeit und Dichte ist die Bestimmung der Kom-
pressibilitdt der Membran. Nach Gl. (4.30) und Gl. (4.31) sind die relativen Groéfenédnde-
rungen der Dichte [p] und der Schallgeschwindigkeit [cs] direkt zugéngliche GroBen der
Losung. In der physikalischen Chemie werden aber hiufig das so genannte scheinbare mo-
lare Volumen ¢y und die scheinbare molare Kompressibilitit ¢xg zur Beschreibung des
Volumens und der elastischen Eigenschaften verwendet. Sie werden definiert durch [97]

V—-Vy M
_ _M_ 7.2
bv " 2 0] (7.2)
o Rs — Ks,0

mit

V., p, ks : Volumen, Dichte und adiabatische Kompressibilitdt der Losung
W0, po, Ksp : wie zuvor, fiir auf das Losungsmittel

M,k : Molmasse und Konzentration der gelosten Substanz.

Mit GI. (4.32) und GI. (4.34) folgt fiir die scheinbare molare Kompressibilitit aus den
Messgrofien

M

dxs = 2o (¢v el - %) (7.4

Die adiabatische Kompressibilitdt des Losungsmittels kg, in diesem Fall des Wassers,
lasst sich nach Gl. (3.6) aus der Dichte und der Schallgeschwindigkeit des Losungsmittels,
die als bekannte Groflen vorausgesetzt werden, bestimmen.

Abb. 7.2 zeigt das scheinbare molare Volumen, bezogen auf ein Mol DMPC. Da Alamethi-
cin in der Membran nur in sehr geringen Konzentrationen vorhanden ist, kann Alamethicin
in dieser Betrachtung vernachléssigt werden.
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Abbildung 7.2: Scheinbares molares Volumen. Die Abbildung zeigt das scheinbare molare
Volumen der Membran am Phaseniibergang bei verschiedenen Alamethicinkonzentrationen.

Im Falle des DMPC &andert sich das intrinsische Volumen wéhrend des Phaseniibergangs
durch das Schmelzen der Alkylketten. Hydratationseffekte spielen eine untergeordnete
Rolle, da das Molekiil nur iiber die hydrophilen Kopfgruppen Bindungen zum Wasser
ausbilden kann, wihrend sich die Alkylketten, die eine Konformationséinderung durchlau-
fen im hydrophoben Innenraum der Membran befinden.

In Abb. 7.3 ist die auf die Konzentration normierte Schallgeschwindigkeitszahl [¢y] dar-
gestellt. Ebenso wie bei den densitometrischen Untersuchungen zeigen sich hier keine
Veranderungen bei steigendem Alamethicingehalt.
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Abbildung 7.3: Auftragung der Schallgeschwindigkeitszahl fiir Alamethicin und Chole-
sterol. In der linken Abbildung ist die Schallgeschwindigkeitszahl [cs] aufgetragen in [cm3/mol]
und [cm3®/mg]. In der rechten Abbildung aus [41] ist [cs] = [u] in [cm3/mg] aufgetragen.

Die Messung der Schallgeschwindigkeitszahl ist dquivalent zur differenziellen Kalorimetrie
wie von Heimburg [49] durch das Dissipations-Fluktuationsgesetz fiir Membransysteme
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gezeigt wurde. Dabei gilt nach GI. (2.6) fiir die isotherme Kompressibilitét

VT

rAG

RT =

welche iiber die Maxwell-Relationen mit der adiabatischen Kompressibilitit kg verkniipft
ist. Mit dem Anstieg von C}, nach dem Dissipations-Fluktuationsgesetz am Phaseniiber-
gang und der Beziehung ¢; = 1/1/(ksp) nimmt die Schallgeschwindigkeit am Phaseniiber-
gang ein Minimum an. Aus den Messdaten, dargestellt in Abb.7.3 (a) ist unter Bertick-
sichtigung des Messfehlers von 10% keine eindeutige Anderung der Ubergangstemperatur
in Abhéngigkeit vom Alamethicingehalt zu erkennen.

Velocimetriedaten von Cholesterolsystemen [41] zeigen fiir Cholesterolkonzentrationen
Chol < 7,5mol% ebenfalls keine Anderung der Ubergangstemperatur, wie man aus
Abb. 7.3 entnehmen kann.
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Abbildung 7.4: Darstellung der scheinbaren molaren Kompressibilitdt. Die Grafik zeigt
die scheinbare molare Kompressibilitdit am Phaseniibergang bei verschiedenen Alamethicin-
Konzentrationen.

Aus den Daten der Densitometrie und Velocimetrie wurde nach Gl. (7.4) die scheinbare
molare Kompressibilitit berechnet, die in Abb. 7.4 dargestellt ist.

Die Anderung der Kompressibilitit kann auf die VolumenvergroBerung wihrend des
Schmelzens zuriickgefiihrt werden. In unmittelbarer Ndhe des Phaseniibergangs stellt man
ein Maximum der Kompressibilitéit fest. Dieses ist auf den Anstieg der kritischen Fluk-
tuationen an der kritischen Temperatur zuriickzufiihren.

Der Vergleich mit cholesterolhaltigen Systemen zeigt, dass sowohl alamethicin- als auch
cholesterolhaltige Systeme nur eine marginale Verschiebung der Umwandlungstemperatur
aufweisen. Dieses kann als Indiz gewertet werden, dass Alamethicin und Cholesterol auf
dghnliche Weise das Membranverhalten modifizieren.
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7.2. Untersuchung der Schallgeschwindigkeit in
Abhadngigkeit von der Alamethicinkonzentration

Neben der temperaturabhéngigen Untersuchung der Schallgeschwindigkeit wurde auch die
Anderung der Schallgeschwindigkeit in Abhingigkeit von der Alamethicinkonzentration
untersucht. Dazu wurden wie in Abschnitt 4.4.2 eine Referenztitration mit reinem Etha-
nol und eine Substanztitration mit einer Ethanol/Alamethicin-Losung der Konzentration
kamm = 5,102 pmol/ml durchgefiihrt. Die Losung der DMPC-Suspension betrug kpyvpc =
7,538 pumol/ml.
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Abbildung 7.5: Darstellung der Resonanzfrequenz in Abhangigkeit von der Titranten-
zugabe. In dieser Grafik ist der Verlauf der Resonanzfrequenz f,,—g4 in Abhingigkeit von dem
zugegeben Titrantenvolumen dargestellt. Dabei wurde zum einen reines Ethanol zu einer DMPC-
Lésung hinzugegeben und zum anderen eine Ethanol/Alamethicin-Losung gemessen.

In Abb. 7.5 ist die Mittenfrequenz der n-ten Zellresonanz exemplarisch fiir n = 64 auf-
getragen. Die Auftragung der direkten Messgroflen zeigt eine lineare Abhéngigkeit der
Mittenfrequenz von der Ethanolkonzentration. Die Zugabe von Alamethicin in Ethanol
bewirkt einen zusétzlichen Anstieg der Mittenfrequenz bei geringen Alamethicinmengen.
Abb. 7.6 zeigt die Auftragung der relativen Schallgeschwindigkeit cs — ¢s yef mit der Schall-
geschwindigkeit von Alamethicin ¢; und der Referenzschallgeschwindigkeit ¢ yer von Etha-
nol fiir die folgenden Resonanzen

n=10 _ 4950 kHy =% = 7807 kHz ¢~ = 11392 kHaz.

Die Messung wurde bei 7' = 17,24 £ 0,1°C in der gelférmigen Phase durchgefiihrt. Die
Einfliisse von Temperaturschwankungen konnten durch gleichzeitige Resonanzmessung der
mit Wasser gefiillten Zelle 2 korrigiert werden, indem die Differenz zu dieser Wasserrefe-
renz gebildet wurde.

Die Auftragung der relativen Schallgeschwindigkeit, dargestellt in Abb. 7.6, zeigt drei Be-
reiche unterschiedlicher Steigung. Diese kénnen mit Hilfe der Membrane Thinning-Theorie
qualitativ erklart werden.
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Abbildung 7.6: Anderung der Schallgeschwindigkeit bei Zugabe von Alamethicin. Der
Graph zeigt die relative Schallgeschwindigkeit bei Zugabe von Alamethicin. Es lassen sich drei
Bereiche unterschiedlicher Steigung erkennen.

Bereich I wird durch einen starken Anstieg der relativen Schallgeschwindigkeit charakte-
risiert. Nach der Membrane Thinning-Theorie wird hier die Adsorption an der Oberfliche
vorhergesagt. Mit Hilfe der Titrationsvelocimetrie kann die Obergrenze dieses Bereiches
mit Aum ~ 0,45 mol% angegeben werden.

Der Anstieg der Schallgeschwindigkeit kann nach ¢, = /1/(ksp) auf die Verringerung
der Kompressibilitat zuriickgefiihrt werden, da die Dichte der Losung bei Zugabe von
Alamethicin konstant bleibt. Fiir diesen Effekt konnen zwei mogliche Ursachen angefiihrt
werden: die lokale Deformation und die Hydratation des Peptids an der Oberfldche. Die
lokale Deformation fithrt, wie zuvor schon fiir die axiale Diffusion und Vesikeldeformati-
on diskutiert, zu einer Neuordnung der Membranlipide und einer Erhéhung der inneren
Membranspannung [59, 79, 101], welche einem duBeren komprimierenden Druck entgegen-
wirkt. Der zweite Effekt, die Hydratation, fiihrt zur Stabilisierung der Alamethicin-Helix
[108] (siehe auch Abschnitt 2.3). Dabei wird ein Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen den
hydrophilen Gruppen des Alamethicin und des Hydratwassers der Lipidmembran ausge-
bildet. Ein solches Netzwerk fiihrt, wie Messungen an Ionenlésungen und Biomolekiilen
[22, 23, 24, 25] zeigen, ebenfalls zu einer Verringerung der Kompressibilitit aufgrund der
reduzierten Absténde zwischen benachbarten Molekiilen.

In einen zweiten Konzentrationbereich sagt die Membrane Thinning-Theorie die Integra-
tion einzelner Peptide in die Membran voraus. Dieser Bereich liegt nach dieser Messung
zwischen 0,45 < kanm < 0,75mol%. Hier sind zwei gegenldufige Effekte zu betrachten,
die eine Reduzierung des urspriinglichen Anstiegs bewirken. Durch die Integration des
Peptids in die Membran wird diese stabilisiert, wie auch die deutliche Reduktion der
kritischen Fluktuationen nahe legt (siche Abschnitt 6.2.1). Die Stabilisierung fithrt zu
einer Verringerung der Kompressibilitdat. Gleichzeitig wird durch die Integration die be-
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stehende Hydratisierung des zuvor adsorbierten Alamethicins aufgehoben und somit die
Kompressibilitéit erhoht. Die Erhcéhung der Schallgeschwindigkeit zeigt, dass der Prozess
der Integration den dominanten Beitrag zur Kompressibilitit liefert.

Im dritten Konzentrationsbereich oberhalb ki, > 0,75 mol% ist nur noch ein sehr gerin-
ger Anstieg der Schallgeschwindigkeit zu beobachten. Es wird kein Peptid mehr an der
Oberflache adsorbiert. Die weitere Erhchung der Alamethicin konzentration fiithrt zu der
Komplexierung des integrierten Peptids. Dabei werden Poren geformt, die einen leicht
komprimierbaren Hohlraum umschlieen. Es ist aber gleichzeitig durch die weitere Inte-
gration von Alamethicin in die Membran mit fortschreitender Stabilisierung zu rechnen,
so dass sich die Kompressibilitdtsdnderungen durch Hohlraumbildung und Membransta-
bilisierung zu einem grofien Teil kompensieren.

Die Titrationsexperimente konnten leider nur in einem sehr engem Zeitrahmen bei Ultraso-
nic Scientific Ltd. in Dublin durchgefiihrt werden. Mehrfachmessungen an diesem System
waren daher leider nicht mdéglich. Die Erklarungen fiir den qualitativen Verlauf der Kurve
beruhen auf den zuvor gemachten Ergebnisse aus der Spektrometrie und der Membrane
Thinning-Theorie, konnen jedoch anhand der vorliegenden Daten nicht eindeutig belegt
werden.
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8. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde erstmals das Verhalten von peptidhaltigen Lipidmembranen wéh-
rend des Phaseniibergangs von der gelférmigen Phase in die fluide Phase mit Hilfe der
Ultraschallabsorptionsspektrometrie untersucht. Dazu wurden als Modellsystem unilamel-
lare Vesikel aus einer DMPC-Doppelschicht verwendet, die mit dem porenbildenden Peptid
Alamethicin versetzt wurden.

Der Phaseniibergang 2. Ordnung wird unter anderem durch Domé&nenbildung und Fluk-
tuationen von thermodynamischen Ordnungsparametern wie z. B. der Dichte bestimmt.
Es wird ein Anstieg der Fluktuationen bei Anniherung an die Ubergangstemperatur be-
obachtet, der durch ein Potenzgesetz beschrieben wird. Dieses bezeichnet man auch als
kritisches Verhalten.

Das Messverfahren der Ultraschallspektrometrie nutzt als ,,Sonde* die Verdnderungen des
Lipidvolumens wéhrend des Phaseniibergangs. Fiir die Messungen des kritischen Verhal-
tens wurde ein neuer Messplatz nach dem Resonatorverfahren aufgebaut, der sowohl die
Anforderungen an die Messgenauigkeit erfiillt, als auch aufgrund eines geringen Messvo-
lumens die Kosten fiir die Messungen minimiert. Fiir die Spektrometrie im Frequenzbe-
reich zwischen 100kHz und 10 MHz werden zwei Resonatoren verwendet, die an einem
Netzwerkanalysator betrieben werden. Ein Steuerprogramm mit einem adaptiven Scan-
Algorithmus optimiert die notwendigen Messparameter iiber einen Dynamikbereich von
80dB und fiir Resonanzbreiten zwischen 1 Hz und 10000 Hz. Zudem wird der Messplatz
auch fiir die temperaturabhéngige Ultraschallvelocimetrie genutzt.

Die dynamische Skalierungstheorie von Bhattacharjee und Ferrell beschreibt die Beitrige
von Dichtefluktuationen im Ultraschallabsorptionsspektrum. Aus Messungen an reinen
DMPC-Membranen und cholesterolhaltigen Membranen ist bekannt, dass neben dem kri-
tischen Anteil auch Beitrédge aus Einzelzeitrelaxationen zu beriicksichtigen sind, die mit
der axialen Diffusion des Lipids und der Rotationsisomerierung der Alkylketten des Lipids
erklart werden. In der Nahe der Phasenumwandlung tritt ein zusétzlicher Term auf, der
mit lokalen Deformationen der Vesikel in Verbindung gebracht wird. Die Spektren alame-
thicinhaltiger Membranen lassen sich ebenfalls mit Hilfe dieser Terme beschreiben. Jedoch
treten deutliche Abweichungen in Amplitude und Relaxationszeit der Beitrige auf.

Anhand der gemessenen Skalierungsfunktion wurde bestétigt, dass sich die kritischen Bei-
trage nach Bhattacharjee und Ferrell beschreiben lassen. Es stellte sich heraus, dass der
Effekt der kritischen Verlangsamung in Anwesenheit von Alamethicin verstarkt wird. Die
Abschétzung iiber die Verkniipfung von Korrelationsldnge und Relaxationsrate fiir das
Einsetzen des kritischen Verhaltens deutet darauf hin, dass das kritische Verhalten mit
steigendem Alamethicingehalt bei niedrigeren Temperaturen einsetzt.

Die Integration von Alamethicin findet nach der Membrane Thinning-Theorie in drei
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unterschiedlichen Konzentrationsbereichen statt, deren Grenzen durch die Titrationsvelo-
cimetrie bestimmt wurden. Fiir Konzentrationen unterhalb 0,45 mol% wird Alamethicin
auf der Membranoberfliche adsorbiert, wobei die Molekiile statistisch verteilt sind. Ober-
halb dieses Bereiches findet eine Integration des Alamethicin in die Membran statt. Fiir
Konzentrationen oberhalb 0,75 mol% beginnt Alamethicin Komplexe und damit Poren zu
bilden.

In allen Konzentrationsbereichen wird eine Verlangsamung der Fluktuationen durch Ala-
methicin beobachtet, die sich mit der Membrane Thinning-Theorie erklaren lasst. Die
Einlagerung von Alamethicin in die Kopfgruppenregion fiithrt zu einer Einschriankung der
lateralen Diffusion der Lipide und damit auch zu einer Verlangsamung der Fluktuationen.
Um die Volumenvergréferung der Membran durch das Einbringen des Peptids zu kompen-
sieren, wird die Membran lokal aufgeschmolzen. Die Volumenerhaltung bei verschiedenen
Alamethicinkonzentrationen wurde mit der Densitometrie bestétigt.

Nach dem Einsetzen der Integration bleibt die mittlere Membrandicke auf einem Mini-
mum, d. h. die Anzahl der lokalen Deformationen bleibt konstant. Das integrierte Alame-
thicin bildet Bindungen zu den Lipidkopfgruppen in beiden Membranschichten aus und
fithrt iiber diesen Mechanismus schon bei geringen Konzentrationen zu einer deutlichen
Verlangsamung der kritischen Relaxationsrate.

Fiir den Spektralterm der axialen Diffusion wurde eine Verringerung der Amplitude und
eine Erhohung der Relaxationszeit durch Alamethicin mittels Ultraschallabsorptionsspek-
trometrie nachgewiesen. Da die axiale Diffusion eng mit der lateralen Diffusion verkniipft
ist, ist dieser Effekt ebenfalls auf die lokale Deformation zuriickzufithren. Es wurde ge-
zeigt, dass eine Proportionalitdt zwischen der Amplitude des Spektralterms und der mitt-
leren Membrandicke besteht. Im Vergleich zum reinen DMPC ist beim alamethicinhal-
tigen System eine ausgepréagtere Verlangsamung der Relaxationszeiten in der Néhe des
Phaseniibergangs zu beobachten. Dies lidsst darauf schliefen, dass die axiale Diffusion in
Anwesenheit von Alamethicin stédrker an das kritische Verhalten koppelt.

Besonders die Parameter des Spektralterms der Vesikeldeformation zeigen eine deutliche
Abhéngigkeit von der Alamethicinkonzentration. Die Amplitude des Terms steigt mit der
Konzentration deutlich an. Die durch die Deformation zusétzlich erzeugte Membranspan-
nung wurde mit der lysierenden Wirkung des Alamethicins in Verbindung gebracht. Die
Relaxationszeiten der Vesikeldeformation zeigen ebenso wie die der axialen Diffusion in
Anwesenheit von Alamethicin eine stéirkere Kopplung an das kritische Verhalten.

Wie die Messungen aus Ultraschallspektrometrie und Titrationsvelocimetrie zeigten, ist
schon bei einem niedrigen Alamethicingehalt mit der Integration des Peptids zu rechnen
und womit auch das Minimum der Membrandicke erreicht wird. Zukiinftige Untersuchun-
gen sind daher bei geringen Alamethicinkonzentrationen durchzufithren, um eine Bezie-
hung zwischen der Membrandicke und dem kritischen Verhalten am Phaseniibergang zu
herstellen zu konnen.

Um eine gute Anpassung der kritischen Parameter zu erzielen, ist die Kenntnis der kriti-
schen Temperatur von grofler Wichtigkeit. Diese sollte in Zukunft mit der differenziellen
Kalorimetrie, die im Rahmen dieser Arbeit leider nicht zur Verfiigung stand, bestimmt
werden. Die Kalorimetrie erlaubt dariiber hinaus die Untersuchung weiterer thermodyna-
mischer Parameter in der Néhe des Phaseniibergangs.



A. Darstellung der Ultraschallspektren

A.1. DMPC:Alamethicin, 99,7:0,3 mol%
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Abbildung A.1: Absorptionsspektren von DMPC:Alm 99,7:0,3 mol%. Symbole fiir Ap-
paraturen: +: 1-MHz-Reflektor-Resonator; A: 8-MHz-Resonator; o: tieffrequente Pulszelle; ©:
hochfrequente Pulszelle. Die durchgezogene Linie stellt die Summe der Beitrage der Spektral-
terme dar, die gestrichelte die Beitrage der einzelnen Terme.
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Abbildung A.2: Absorptionsspektren von DMPC:Alm 99,7:0,3 mol%. Symbole fiir Appa-
raturen: +: 1-MHz-Reflektor-Resonator; A: 8-MHz-Resonator. Die durchgezogene Linie stellt die
Summe der Beitrage der Spektralterme dar, die gestrichelte die Beitrage der einzelnen Terme.



A.1. DMPC:Alamethicin, 99,7:0,3 mol%
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Abbildung A.3: Absorptionsspektren von DMPC:Alm 99,7:0,3 mol%. Symbole fiir Ap-

paraturen: +: 1-MHz-Reflektor-Resonator; A: 8-MHz-Resonator; o: tieffrequente Pulszelle; ¢:

hochfrequente Pulszelle; x: tieffrequente Hyperschallzelle. Die durchgezogene Linie stellt die

Summe der Beitrage der Spektralterme dar, die gestrichelte die Beitrage der einzelnen Terme.
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A.2. DMPC:Alamethicin, 99,5:0,5 mol%
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Abbildung A.4: Absorptionsspektren von DMPC:Alm 99,5:0,5 mol%. Symbole fiir Ap-
paraturen: 4: 1-MHz-Reflektor-Resonator; A: 8-MHz-Resonator; o: tieffrequente Pulszelle. Die
durchgezogene Linie stellt die Summe der Beitrdge der Spektralterme dar, die gestrichelte die
Beitrage der einzelnen Terme.
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Abbildung A.5: Absorptionsspektren von DMPC:Alm 99,5:0,5 mol%. Symbole fiir Appa-
raturen: +: 1-MHz-Reflektor-Resonator; A: 8-MHz-Resonator. Die durchgezogene Linie stellt die
Summe der Beitrage der Spektralterme dar, die gestrichelte die Beitrage der einzelnen Terme.
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A.3. DMPC:Alamethicin, 99,3:0,7 mol%
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Abbildung A.6: Absorptionsspektren von DMPC:Alm 99,3:0,7 mol%. Symbole fiir Ap-
paraturen: +: 1-MHz-Reflektor-Resonator; A: 8-MHz-Resonator; o: tieffrequente Pulszelle; o:
hochfrequente Pulszelle; x: tieffrequente Hyperschallzelle. Die durchgezogene Linie stellt die
Summe der Beitrdge der Spektralterme dar, die gestrichelte die Beitrige der einzelnen Terme.
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Abbildung A.7: Absorptionsspektren von DMPC:Alm 99,3:0,7 mol%. Symbole fiir Appa-
raturen: +: 1-MHz-Reflektor-Resonator; A: 8-MHz-Resonator. Die durchgezogene Linie stellt die
Summe der Beitrage der Spektralterme dar, die gestrichelte die Beitrage der einzelnen Terme.
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Abbildung A.8: Absorptionsspektren von DMPC:Alm 99,3:0,7 mol%. Symbole fiir Appa-
raturen: +: 1-MHz-Reflektor-Resonator; A: 8-MHz-Resonator. Die durchgezogene Linie stellt die
Summe der Beitrage der Spektralterme dar, die gestrichelte die Beitrage der einzelnen Terme.
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Abbildung A.9: Absorptionsspektren von DMPC:Alm 99:1 mol%. Symbole fiir Apparatu-
ren: +: 1-MHz-Reflektor-Resonator; A: 8-MHz-Resonator. Die durchgezogene Linie stellt die
Summe der Beitrdge der Spektralterme dar, die gestrichelte die Beitrdge der einzelnen Terme.
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Abbildung A.10: Absorptionsspektren von DMPC:Alm 99:1 mol%. Symbole fiir Apparatu-
ren: +: 1-MHz-Reflektor-Resonator; A: 8-MHz-Resonator; o: tieffrequente Pulszelle; ¢: hochfre-
quente Pulszelle. Die durchgezogene Linie stellt die Summe der Beitrdge der Spektralterme dar,
die gestrichelte die Beitrdge der einzelnen Terme.
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Abbildung A.11: Absorptionsspektren von DMPC:Alm 99:1 mol%. Symbole fiir Appara-
turen: +: 1-MHz-Reflektor-Resonator; A: 8-MHz-Resonator. Die durchgezogene Linie stellt die
Summe der Beitrage der Spektralterme dar, die gestrichelte die Beitrage der einzelnen Terme.
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Abbildung B.1: Bildschirmfoto des Hauptfensters. Auf der linken Seite sind die Kontroll-
elemente fiir den Netzwerkanalysator, Verstarker, Thermometer und Wasserbad dargestellt. Das
rechte Diagramm zeigt die Daten einer Resonanz iiberlagert mit einer Lorentzanpassung. Die
hellblauen Kreise symbolisieren Datenpunkte der Amplitude, die orange Linie die Phaseninfor-
mation, die rote Kurve die Lorentzanpassung. Die Parameter der Lorentzanpassung werden in
einem Popup-Fenster dargestellt.
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Abbildung B.2: Bildschirmfoto des Scan-Dialogs. Dieser Dialog gibt den Fortschritt des
adaptiven Scan-Algorithmus an. Wie man sieht, wurde zuerst automatisch die Verstarkung und
anschlieBend der Span angepasst, bevor schrittweise der Scan-Bereich um die Mittenfrequenz
verkleinert wurde. Das Beispiel veranschaulicht weiterhin, dass sich mit reduziertem Span auch
die Halbwertsbreite deutlich dndert. Vor dem ,finalen” Scan wurde die kleinste IFBW erreicht,
somit wurde ein Abbruchkriterium des Suchalgorithmus erfiillt.
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Abbildung B.3: Bildschirmfoto wahrend einer Driftmessung. Dieses Bildschirmfoto zeigt
Fenster wahrend einer Driftmessung. Links oben ist der Verlauf der Mittenfrequenz zu erkennen,
rechts oben ist der Temperaturverlauf gegeniiber der Zeit aufgetragen. Man sieht, dass sich
die Werte asymptotisch einer Horizontalen niahern. Das Fenster links unten enthélt eine Tabelle
mit den Messwerten iiber Mittenfrequenz, Halbwertsbreite und Temperatur. In dem rechten
unteren Fenster werden die Messdaten der letzten zehn gemessenen Resonanzen dargestellt. Die
Gesamtheit dieser Informationen bietet die Moglichkeit, die Stabilisierung von Mittenfrequenz
und Temperatur gut abzuschatzen.
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Abbildung B.4: Bildschirmfoto der Resonanzauswahl. Uber diesen Dialog kann anhand der
Einstellungen in der linken oberen Ecke des Fensters ein Spektrum aufgenommen werden, dessen
Resonanzen anschlieBend einzeln manuell ausgewahlt werden. Die Grenzen des blau markierten
Bereichs werden in eine Tabelle iibernommen, die anschlieBend wihrend der Messung eingelesen
wird.
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Abbildung B.5: Bildschirmfoto wahrend der Resonanzmessung. Waihrend der Messung der
Zellresonanzen werden kontinuierlich die Messwerte graphisch dargestellt. Links befindet sich ei-
ne Tabelle mit gemessener Mittenfrequenz, Halbwertsbreite, Amplitude und Temperatur. Auf der
rechten Seite ist im oberen Bilddrittel der Verlauf der Halbwertsbreiten iiber die Frequenz auf-
getragen. Aus diesen Daten Idsst sich abschatzen, ob wahrend der Messung Probleme auftreten.
Rechts unten ist der Resonanz-Scan dargestellt. (o): Amplitudendaten, (-): Phaseninformation
und (-): Lorentzanpassung. Deutlich ist die hohe Punktdichte in der Hauptresonanz durch den

adaptiven Scan-Algorithmus zu erkennen.
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C. Velocimetrie-Skript

\begin{ramp}
\setFStab{1.0}
\setTStab{0.02}
\ramp{10}{37}{.2}
\waitBefore{30}
\setTimeout{300}
\end{ramp}

\begin{ramp}
\ramp{37}{10}{27}
\setTimeout{15}
\waitBefore{0}
\dontSave
\end{ramp}

A
A
A
A
b
)
A

A
)

Beginne Temperaturintervall mit gleichen Einstellungen
Messe Resonanz, wenn Schwankung der Mittenfrequenz <1,0 Hz
Messe Resonanz, wenn Temperaturschwankung <0,02 K

Messe von 10°C bis 37°C in 0,2°C-Schritten

Beginne mit der Resonanzverfolgung 30s nach Temperaturwechsel

Verfolge die Resonanz und messe spédtestens nach 300s
Beende Temperaturintervall

Stelle die Temperatur in einem Schritt zuriick
Warte nur kurz

Diese Messung nicht speichern

Abbildung C.1: Skript zur Ansteuerung eines Velocimetriemessplatzes. Die Bedeutung der
einzelnen Befehle ist nach dem ,%"-Zeichen angegeben.
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