3. Aggregation amphiphiler Molektle zu Mizellen,
Doppelschichten und Vesikeln®

Nach der generellen Betrachtung von Selbstorganisationsphdnomenen einzelner
Molekile in Mischungen sollen nun die Aggregation von Amphiphilen genauer
betrachtet werden. Wie gezeigt bilden sich aus amphiphilen Molekilen wie Tensiden
und Lipiden aber auch Blockkopolymeren und Proteinen viele verschiedene
Strukturen in wassriger (oder auch anderer) Ldsung, die ineinander Ubergehen
konnen, wenn die Eigenschaften der Lésung wie z.B. Elektrolytkonzentration oder
pH-Wert sich andern. Fir das genauere Verstandnis sind nun neben den
thermodynamischen Betrachtungen zur Selbstorganistion auch die
Wechselwirkungen der einzelnen Molekile innerhalb eines Aggregates und ihre
Beeinflussung durch Ldsungseinflisse wichtig. Diese beiden Faktoren
(Thermodynamik und Intra Aggregat-Wechselwirkungen) zusammen in den
Wechselwirkungen zwischen Aggregaten bei hoherer Konzentration bestimmen
letztendlich die Gleichgewichtsstruktur der Phase.

Diese Wechselwirkungen innerhalb der Aggregate werden in diesem Abschnitt ndher
untersucht und es soll gezeigt werden, wie diese zu einer Vorstellung der moleklaren
Packung fuhrt, welche wiederum die geformte Struktur beeinflusst.

Zunachst ist es wichtig den Begriff der Gleichgewichtsstruktur speziell im Hinblick auf
die Gibbs’sche Phasenregel zu klaren. Amphiphile Strukturen kénnen sowohl hart
und festkdrperartig sein, aber sehr viel haufiger sind sie weich bzw. &hnlich
Flussigkeiten mit einer konstanten thermischen Beweglichkeit innerhalb jedes
Aggregates, wobei es zu Veranderung der chemischen Konformation, Platzwechseln
und Migration in und aus den Aggregaten kommen kann. Somit haben die Aggregate
im Gegensatz zu monodispersen kolloidalen Partikeln keine definierte Grolie bzw.
Form sondern nur eine Verteilung um einen mittleren Wert herum. Wie gezeigt, kann
diese Verteilung sehr breit sein.

Des Weiteren ist zu beachten, dass es mdglich ist, eine Gleichgewichtsverteilung
auch bei mehr als einem Wert fir N zu erreichen. Es kénnen so im Prinzip kleine
Aggregate wie Mizellen im thermodynamischen Gleichgewicht mit gréRReren
Aggregaten wie Vesikeln im gleichen System stehen, alle in demselben einphasigen
System. Daher ist ein grol3es Vesikel oder Liposom als makroskopische Struktur
auch nicht als separate Phase zu verstehen. Die GroRRe einer Struktur spielt vom
thermodynamischen Standpunkt aus keine Rolle, vielmehr ist Voraussetzung dass
die Eigenschaften innerhalb der Phase Uberall einheitlich ist.

Zwei- oder dreiphasige System, wo Monomere, Mizellen, Vesikel oder Liposome in
mehrere unterschiedliche Phase, die im Gleichgewicht zueinander stehen,
separieren, sind madglich, héaufig experimentell sehr schwierig zugéanglich, da die
Phasenseparation sehr lange bis zum Gleichgewichtszustand braucht. Damit wird
deutlich, dass die experimentelle Bestimmung des thermodynamischen
Gleichgewichts sehr schwierig ist, so dass tberwiegend die Struktur und die Dynamik
der Aggregate untersucht werden.

* Dieses Kapitel sowie die Abbildungen sind dem Israelachvili, Intermolecular & Surface Forces, Kapitel 17
entnommen



3.1 Optimale Kopfgruppenflache

Die treibenden Krafte der Selbstorganisation von Amphiphilen in geordnete
Strukturen wie Mizellen und Doppellagen sind die hydrophoben Wechselwirkungen
an der Kohlenwasserstoff — Wasser Grenzflaiche, welche die Molekile zur
Assoziation treiben, sowie die hydrophilen, ionischen oder sterischen repulsiven
Krafte der Kopfgruppe mit der entgegen gesetzten Tendenz zu Dissoziation, so dass
sie im Kontakt mit Wasser zu stehen. Dieses filhrte zum Konzept der ,Opposing
Forces* von Tanford et.al.," bei dem die eine Kraft zu einer Reduktion und die andere
zu einer Zunahme der effektiven Grenzflache a pro Molekldl (effektive
Kopfgruppenflache) in einer wassrigen Losung flhrt.

Die attraktive Wechselwirkung, welche hauptsachlich auf die hydrophoben WW oder
die Oberflachenspannung zurtickzufiihren ist, kann durch eine positive Grenzflachen
Freie Energie pro Einheitsflache reprasentiert werden, die fur die Grenzflache
Kohlenwasserstoff/Wasser den charakteristischen Wert von y ~ 50mJm™ (andere
Literatur gibt Werte von 20mJm™ an) aufweist. In biologischen Membranen mit einer
oder mehreren Doppelbindung in der aliphatischen Kette werden im Vergleich zum
gesattigten Analogon deutlich geringere Werte berichtet (Oktadekan: 52mJm™
Oktadeken: 19mJm™).Die Kohlenwasserstoffketten im Inneren der Aggregate
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Abbildung 3-1 Schematische Darstellung einer Mizelle, sowie die einzelnen Molekdile. Dargestellt sind
die Kopfgruppen mit ihrer repulsiven WW und der daraus resultierenden Kopfgruppenflache a, und die
Kohlenwasserstoffketten, die bei Normalbedingungen als Flissig angenommen werden kénnen mit ihrer
maximalen Lénge I, und dem Volumen v.

verhalten sich dabei normalerweise sowohl in Mizellen (vgl. Abbildung 3-1) als auch
Doppellagen wie Fliissigkeiten.??

Daraus ergibt sich, dass die attraktive Grenzflachen Freie Energie zu p\° beitragt und
einfach als ya geschrieben werden kann, wobei y als zwischen 20 und 50 mJm™
liegend angenommen werden kann. Diese einfache Beschreibung muss modifiziert
werden, wenn berucksichtigt wird, dass Kohlenwasserstoffketten sich nicht wie ideale



Flussigkeiten verhalten, sie kann aber als eine erste gute Abschatzung angesehen
werden.

Die repulsiven Wechselwirkungen sind nach wie vor zu komplex um sie explizit zu
formulieren.*> Zwischen mobilen hydrophilen Kopfgruppen beinhalten diese sterische
Beitrdge sowie einen Beitrag der Hydratation und der elektrostatischen
Doppelschicht wenn die Kopfgruppen geladen sind. Glicklicherweise ist es nicht
notwendig alle Beitrage im Einzelnen zu kennen. Es kann —in Anlehnung an die
zweidimensionale van-der-Waals-Gleichung fur Zustdnde- angenommen werden,
dass der erste Term jeglicher Energieexpansion umgekehrt proportional zur
besetzten Oberflache je Kopfgruppe a ist.

Die absolute Grenzflachen Freie Energie pro Molekil in einem Aggregat ergibt sich
damit zu
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wobei K eine Konstante ist. Wird nun angenommen, dass beide Kréfte in derselben
Ebene der hydrophob/hydrophilen Grenzflache wirken (siehe Abbildung 3-1). Fir das
Energieminimum ergibt sich damit

Formel 3-2 N (min)= 274, a, = \/K
/4

ao wird als optimale Oberflache pro Molekil bezeichnet (optimal surface area per
molecule), definiert durch die Grenzflaiche Kohlenwasserstoff/Wasser. Die
Grenzflachen Freie Energie pro Molekil (siehe Formel 3-1) kann damit in einer etwas
handlicheren Form geschrieben werden

Formel 3-3 Uy =28, +Z(a —-a, )2
a

in der die unbekannte
Konstante K eliminiert wurde, o
so dass p’ als Funktion von
a in Form zweier messbaren
Parameter y und ao vorliegt.
Das Konzept der entgegen
gesetzten Krafte fuhrt zu
einer optimalen Flache pro
Kopfgruppe in welcher die
Wechselwirkungsenergie
pro Moleklil minimal ist
(siehe Abbildung 2-1).
Dartiber hinaus zeigt sich,
dass bei sehr fluiden Nherflache ie Mnlekiil a

Kohlenwasserstoffketten die  Abbildung 3-2 Optimale Kopfgruppenflache a, bei der die
optimale Flache nicht  repulsiven und attraktiven Wechselwirkung im Gleichgewicht stehen
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wesentlich von der Kettenlange oder Anzahl der Ketten abhangt, was experimentell
gefunden wurde.®"®

Formel 3-3 beinhaltet die wesentlichen Grundlagen der intermolekularen
Wechselwirkungen in Mizellen, Doppelschichten und Membranen. Sie impliziert ein
parabolisches Minimum bei einer bestimmten Kopfgruppenflache. Ignoriert werden
hierbei allerdings drei Effekte zweiter Ordnung, die wichtig zur genauen
Beschreibung der Aggregate sind und spéter noch naher betrachtet werden sollen:

a. Spezifische  Wechselwirkungen der Kopfgruppen (ionische
Briickenbindungen)

b. Spezifische Wechselwirkungen zwischen Ketten
(Kohlenwasserstoffketten verhalten sich nie wie perfekte Flissigkeiten)

c. Der Effekt der Oberflachenkriimmung auf py°

3.2 Uberlegungen zur Geometrie der Packung der Molekiile

Nach der Beschreibung der Wechselwirkungen zwischen amphiphilen Molekilen
innerhalb von Aggregaten, steht nun die Untersuchung zur optimalen Struktur der
Aggregate im Vordergrund; also die geometrischen bzw. Packungseigenschaften der
Molekule. Diese héngen von der optimalen Flache a;, dem Volumen der
Kohlenwasserstoffkette(n), welche als fluid und nicht komprimierbar angenommen
wird sowie die maximale effektive Lange der Kette(n), welche die Kette(n) annehmen
konnen und die als kritische Lange |. (critical chain length) bezeichnet wird. Diese
Lange limitiert die maximale Ausdehnung, wobei kleiner Ausdehnungen erlaubt sind,
grolRere hingegen nicht. Diese kritische Lange ist ein semiempirischer Wert, der in
etwa die Lange reprasentiert Uber der die Kohlenwasserstoffkette nicht mehr als
flissig betrachtet werden kann. Insgesamt ist diese Lange etwas kirzer als der
gesamten molekularen Lange der Kette bei maximaler Streckung Inax (all-trans
Anordnung der Kohlenstoffatome). Nach Tanford ergeben sich fur eine gesattigte
aliphatische Kohlenwasserstoffkette mit n Kohlenstoffen fur die kritische Lange I, und
das Volumen v folgende empirische Zusammenhéange:*

Formel 3-4 I, <1, ~(0154+0,1265n)nm
und
Formel 3-5 vV ~(27,4+26,9n)-10°nm*

Zu beachten ist, dass fiir groe n, v/lc  0,21nm? ~ konstant ist, welches sehr nahe
am minimalen Durchmesser einer aliphatischen Kohlenwasserstoffkette liegt.

Aus den messbaren bzw. abschatzbaren Werten fur die optimale Oberflache ay, dem
Kettenvolumen v und der kritischen Lange I kann nun die Packung der Molekile
sehr genau vorausgesagt werden, was flr eine sehr gro3e Anzahl von
verschiedenen Strukturen méglich ist. Da das chemische Potential py° in etwa das
gleiche fir alle diese Strukturen ist (solange ao gleich ist), fuhrt die Entropie dazu,
dass das Aggregat mit der kleinsten Anzahl an Molekilen (N = M) gebildet wird.
GrolRere Strukturen sind entropisch ungunstig, kleinere Strukturen, bei denen die



Packung der Molekile die Oberflache a tber ag zwingen, sind hingegen energetisch
ungunstiger.

Es konnte gezeigt werden, dass flur Lipide mit der optimale Flache ap, dem Volumen
v und der kritischen Kettenlange |I. der Wert des dimensionslosen
Packungsparameters (oder auch ,shape factor”) v/aglp die Form der Aggregate
bestimmt:

o Voo 1 spharische Mizellen
agl, 3

o 1 <Y 1 nicht-spharische Mizellen
3 al, 2
1 Vv :

e =< <1 Vesikel oder Doppellagen
2 ayl,

o Y o1 invertierte Strukturen
aOIO

Jede dieser Strukturen korrespondiert zum kleinst-mdglichen Aggregat in welchem
alle Lipide die minimale freie Energie aufweisen. Diese sollen im Folgenden genauer
beschrieben werden.

3.3 Spharische Mizellen

Fur Molekile in sphéarischen Mizellen gilt, dass die optimale Oberflache ag
hinreichend grol3 und Kohlenwasserstoffvolumen v hinreichend klein ist, so dass der
radius der Mizelle R nicht die kritische Kettenlange | Ubersteigt. Mit simpler
Geometrie ergibt sich fur eine sphéarische Mizelle des Radius R und einer mittleren
Aggregationszahl (siehe Abbildung 3-1)

4R*  4R°
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Formel 3-7 R=—
a0
woraus sich ergibt, dass nur fur
Vv 1
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die Amphiphile in einer spharischen Mizelle aggregieren kodnnen, wobei die
Kopfgruppenflachen gleich ap sind und der Mizellenradius R nicht gro3er als | ist.



Als Beispiel sei —
hier eine Mizelle .?

aus Natrium o , ZAN ‘\
dodecyl  sulfat .\ Vv , = é%)

gegeben  (siehe
Abbildung 3-3,
Kettenlange 12 C-
Atome,
Strukturformel
siehe Tabelle 1-1).
Cabane et al
(1985) fanden fur
eine solche
Mizelle
experimentell eine
Aggregationszahl
M~ 74.°

Wenn wir jetzt in
Formel 3-5 flr die
Anzahl der
Kohlenstoffatome
n = 12 setzen, so

erhalten \é\"r v ~ Abbildung 3-3 Eine mafstabsgetreue Mizelle aus 60 Natrium Dodecylsufat
0,3502nm". Mit  Molekiilen. Die Kohlenwasserstoffketten sind im Inneren der Mizelle nahezu so
Formel 3-6 ergibt ungeordnet wie in der flissigen Phase. Die Abbildung ist entsprechend den
sich fir ag ~ 0,57 Berechnungen von D.W.R. Gruen und E.H.B. de Lacey in ,,Surfactants in

nm2 und mit Solution (Eds: K.L. Mittal, B.Lindman) Vol 1 (1984) 279-306, Plenum Press,

. New York angefertigt.
Formel 3-7 ein g g

optimaler Mizellenradius R ~ 1,84 nm. Fur die kritische Kettenlange ergibt sich I ~
1,67 nm, was 0,17 nm kurzer als der optimale Radius ist. Eine Erklarung dieses
Widerspruchs findet sich bei der Betrachtung der Mizelle in Wasser von v/agl. ~ 0,37,
was andeutet, dass die Molekiile keine optimale Sphéare sondern vielmehr eine leicht
nichtspharische Mizelle bildet.

Welche maximale Aggregationszahl in Wasser ergibt nun noch grade Mizellen?
Diese kann durch einige Uberlegungen unter zu Hilfenahme der Formel 3-6 - Formel
3-8 leicht gelost werden:

_ 4] _ 47](0,154 +0,1265-12)10°°

]3
3v 3[(27.4+2691210%°] >0

M

Experimentell ergibt sich wie gesehen fur M = 74 und fur v/agl. ~ 0,37. Da v und I.
konstant sind, kann nur ap um 10% erhdht werden um v/agl. auf einen Wert von 0,33
zu reduzieren. Praktisch kann dies durch eine Anhebung des pH-Wertes erreicht
werden, da dieses den lonisationsgrad der negativ geladenen Kopfgruppe und damit
die Repulsion zwischen ihnen erhéht und so ap vergréRRert wird. Der bendtigte Wert
ao ergibt sich aus Formel 3-8 zu 3v/l. = 0,63 nm% Im Falle einer anionischen
Kopfgruppe wird eine Erhéhung von ap durch eine Absenkung des pH-Wertes.

Die mittlere GroRRe der spharischen Mizellen ist relativ unempfindlich gegeniber
Anderungen der Molekiilkonzentration oberhalb der CMC, und die MizellengroRe ist



relativ monodispers. Die Standartabweichung o der Aggregationszahl vom Mittelwert
(bei N ~ M wo a = ag ist) kann wie folgt ermittelt werden: Zunachst ist zu beachten,
dass pn® aus Formel 3-3 als

Formel 3-9 Uy = +Z(a—ao)2
a
2 3 2
Geschrieben werden kann. Fur spharische Mizellen, wo N = 4R = 4§R = 3672\/ ist,
a vV a
ergibt sich aus Formel 3-9
= 0 0 _ 2 . _ 74
ormel 3-10 ud —pud =AN-M) ,m|tA—9M—2

Nun kann der Wert fur A in Formel 2-34 eingesetzt werden

okT
Formel 3-11 o= M
\ 24,

Fir typische Werte von y = 20 — 50 mJm™ und ag ~ 0,60 nm? kann folgender
Zusammenhang erwartet werden

Formel 3-12 c~+JM

Experimentell wurde gefunden, dass fur Natrium Alkylsulfat Mizellen der Wert fir
o/\M zwischen 1 und 2 liegt.*

3.4 Nicht-spharische und zylindrische Mizellen

Die meisten Lipide die sphérische Mizellen formen weisen geladenen Kopfgruppen
auf, da diese geladene Kopfgruppe zu grof3en Kopfgruppenflachen ag fuhren. Durch
Zugabe von Salz kann die elektrostatische AbstoBung der Kopfgruppen
untereinander reduziert werden, wodurch sich auch die Kopfgruppenflache ag
reduziert. Lipide, deren Kopfgruppenflache kleiner ist, so dass sich fur 1/3 < v/agl. <
Y ergibt, kdnnen nicht in spharischen Mizellen aggregieren; vielmehr formen diese
zylindrische (stdbchen-formige) Mizellen. Zu dieser Kategorie gehtren neben den
einkettigen Lipiden Losung mit hoherer Salzkonzentration (high Salt) auch solche mit
ungeladenen, nicht-ionischen oder zwitterionischen Kopfgruppen (z.B. lysolecithin).
Wie in schon fir die stéabchen-formigen Aggregate diskutiert, missen diese sehr
ungewohnliche Eigenschaften aufweisen: Sie sind grof3 und polydispers und die
mittlere Aggregationszahl muss sehr sensitiv auf Anderungen der Konzentration C
reagieren. Nach Formel 2-28 steigt die mittlere Aggregationszahl oberhalb der CMC
proportional YC, was auch experimentell bestéatigt werden konnte.***?



Es ist wichtig zu beachten, dass viele der ungewdhnlichen Eigenschaften der
zylindrischen Mizellen durch Effekte an den Enden bedingt sind; an jedem Ende
formen die Lipide Halbkugeln mit einer Kopfgruppenflache a, die durch v/al, = 1/3
bestimmt werden, so dass a > ap wenn v/agl; > 1/3 ist. Die ungunstige Energie am
Ende der zylindrischen Mizellen bestimmen die GréRenordnung des
Wechselwirkungsparameters o in Formel 2-28, welcher ansteigt, wenn ag sinkt. Da

<N>:2 Ce“ ist, reagiert das Wachstum zylindrischer Mizellen sehr sensitiv auf

Anderungen der Temperatur, der Kettenlange und, im Falle ionischer Lipide, der
lonenstérke.'?'341> Diesen Effekt der lonenstarke auf das Wachstum und damit die
Aggregationszahl M ist auf den fallende Kopfgruppengrol3e ap (und damit steigendem
o) bei steigender lonenstarke zurickzufihren und kann im Extremfall
Aggregationszahl von Natrium Dodecylsufat in Wasser (~ 60) auf etwa 1000 in 0,6
molarer NaCl Losung steigern.

3.5 Doppellagen

Lipide, welche Doppellage formen weisen entweder eine so kleine
Kopfgruppenflache a, auf, dass diese keine mizellaren Strukturen bilden kdnnen
oder so volumintse Kohlenwasserstoffketten auf, dass diese nicht in die kleinen
Aggregate hinein passen, wie diese durch die Kopfgruppen idealerweise waren. Fir
diese Doppellagen muss v/agl; in etwa 1 betragen. Dies bedeutet, dass fur die
gleiche Kopfgruppenflaiche ap und kritische Kettenlange I das Volumen v etwa
doppelt so grofl3 wie bei Mizellen formenden Lipiden sein muss. Deshalb formen
gerade Lipide mit zwei Kohlenwasserstoffketten bevorzugt Doppellagen. So
aggregieren Lysolecithin mit einer Kette kleine nicht spharische Mizellen,
wohingegen Lecithin mit zwei Ketten zu Doppellagen aggregieren (siehe Abbildung
3-4)
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Abbildung 3-4 Mal3stabsgetreue Lecithin Doppellage (biologische Membranen sehen sehr vergleichbar aus),
mit den verschiedenen in der Doppelschicht wirkenden Kréfte.



Die Verdopplung der Ketten beeinflusst auch andere Aggregationsparameter, sowohl
die statischen als auch die dynamischen. Erstens steigt die Hydrophobizitat der
Lipide, was die CMC drastisch absenkt (102 bis 10° molar bei Mizellen formenden
Lipiden und 107 bis 10"*° molar bei Doppellagen formenden Lipiden). Diese geringere CMC
wird bei den biologisch relevanten Systemen noch einmal wichtig. Zweitens steigt die
Aufenthaltsdauer tr der Lipide in der Doppellage deutlich an. Selbstorganisierte Strukturen
sind normalerweise hochdynamisch mit einer konstanten thermischen Bewegung der
Molekile innerhalb der Struktur und auch einem konstanten Austausch mit Monomeren in
der LOsung. Fur einen solchen Austausch von Molekiilen ist eine bestimmte thermische
Aktivierungsenergie AE notwendig. Die durchschnittliche Lebensdauer fir ein Molekdl in der
Doppellage ergibt sich zu to/e “F'*T, wobei 1, die charakteristische Zeit zwischen zwei
StéRen eines Molekils in der Doppellage an deren Grenzflache ist. AE ist nichts anderes als
(1 - w®) aus Formel 2-17, was fir die Aufenthaltsdauer folgende vereinfachte Form
bedeutet:

T, 557,
Formel 3-13 TR == F
o KT CMC

Wobei CMC in Einheiten von M ist. Typische Wanderungszeiten fir Amphiphile in
Mizellen und Doppellagen liegen in der GréRenordnung von to = 10° — 107 sec.
Damit finden sich fur Mizellen und Doppellagen Werte fir tg von

-9
7, (Mizellen) = % ~10~*sec

-7
7, (Doppellagen) = 55107 10% sec

0 -10

AulRerdem zeigt sich unter Berucksichtigung der CMC verschiedener Lipide, dass
nach Formel 3-13 die Austauschraten 1tr mit einer Verlangerung der
Kohlenwasserstoffkette um eine CH, — Einheit um etwa einen Faktor von 4 — 10
fallen, was in guter Ubereinstimmung mit gemessenen Werten fiir Phospholipide mit
einem Faktor von 8 ist.'® Zu beachten ist, dass die Aufenthaltsdauer nicht durch die
Struktur beeinflusst wird, sondern durch das jeweilige einzelne Molekil. Daraus
ergibt sich, dass ein Einkettiges Lipid in einer Doppellage aus Zweikettigen Lipiden
eine deutlich geringere Aufenthaltsdauer aufweist als die zweikettigen Lipide selbst.
Ein anderer dynamischer Effekt in Doppellagen ist der Intradoppellagentransfer oder
auch Flip-Flop der Molekile von einer Seite zur anderen. Auch dies kann als
Diffusionsprozess verstanden werden, mit dem Unterschied, dass nun AE in Formel
3-13 die Energie angibt, die bendtigt wird, um die hydrophile Kopfgruppe in die
hydrophobe Region der Doppellage zu transferieren. Andere Mechanismen, die
diesen Prozess beschreiben, sind die Herauslosung des Molekils aus der
Doppellage, die Wanderung auf der Doppellage zu einer Pore in der Doppellage,
Transfer durch diese Pore, Wanderung auf der anderen Seite der Doppellage sowie
die abschlieende Interkalation in die Doppellage. Flip-Flop Energien sind generell
hoher als die fur einen Lipidaustausch. Deshalb ist die Reaktionszeit deutlich langer
und liegen im Bereich von 102 bis 10° sec und hangen stérker von der Kopfgruppe
anstatt von der Kette des Molekiils ab.***’



Die Doppellage zeigt ein elastisches Verhalten. Das Elastizitatsmodul der Flache der
Doppelschicht k, kann aus Formel 3-13 mit Hilfe des folgenden Zusammenhanges
abgeschatzt werden:

1, (a-a,)
Formel 3-14 Elastische Energie = 5 k, Q
a
Formel 3-15 k, = 2y pro Monolage
Formel 3-16 k, =4y pro Doppelschicht

Bei einer Grenzflachen Freien Energie von y ~ 20 — 50 mJ/m? kann ein Wert fiir das
Elastizitatsmodul der Doppelschicht von k, ~ 4y = 80 — 200 mJ/m? angenommen
werden, was gut mit gefundenen Werten fiur fluide Lipiddoppelschichten und freie
biologische Zellmembranen von 100 — 230 mJ/m? ibereinstimmt.®-1°:2° Neben
diesem Elastizitatsmodul k, findet sich bei Doppellagen noch ein Elastizitatsmodul far
die Krimmung von Doppelschichten k,, welches spéater besprochen werden soll.
Beide Module, das Flachenmodul k; und das Krimmungsmodul ky, spielen eine sehr
wichtige Rolle bei der Bestimmung der Krafte der thermischen Fluktuation zwischen
Doppelschichten.

Bis jetzt war eine wesentliche Voraussetzung, die den bisherigen Betrachtungen
zugrunde lag, dass sich die Kohlenwasserstoffketten in den Mizellen und
Doppelschichten wie Flussigkeiten verhalten. Dies ist bei Raumtemperatur fur die
meisten einkettigen mizellenformenden Moleklile ebenso korrekt wie flr
doppelschichtenformende Doppelkettige Lipide mit weniger als 14 Kohlenstoffatomen
je Kette. Fur Lipide mit ungesattigten und verzweigten Ketten ist die Betrachtung als
Flissigkeit —auch  bei tieferen  Temperaturen noch  korrekt.  Einige
Schmelztemperaturen von typischen Alkanketten sind in Tabelle 3- aufgefihrt.

Tabelle 3-1 Schmelztemperaturen T, verschiedener Kohlenwasserstoffketten in
verschiedenen doppelkettigen Lipiden bei pH 7

. Art der Kopfgruppe

( Anzlz;rlmrl)lger C- und Schmelztemperatur der Kette T.(K) Aslﬁgrzr;erlﬁir:u dr:alitgdlgisch'en

Atome je Kette) PC PG PS PE Anzahl C-Atome
Gesattigt
Dilauryl (12) 271 273 286 303 263,6
Dimyristoyl (14) 296 297 309 322 279,1
Dipalmitoyl (16) 314 314 325 337 291,3
Distearyl (18) 328 328 341 347 301,4
Ungesittigt (cis)
Dioleoyl (18) 251 255 266 257 243

PC: phosphatidylcholine (vgl. Tabelle 1-2, zwitterionisch), PG™: phosphatidylglycerol (negativ geladen), PS
:phosphatidylserin (negativ geladen), PE phosphatidylethanolamin (twitterionisch (siehe auch Abschnitt 1)
Quelle: 20 und 21



Deutlich zu sehen ist, dass die Schmelztemperaturen T. der Ketten an den Lipiden
etwas hoher liegt als bei den vergleichbaren Alkanen. Unterhalb T, sind die Ketten
nicht mehr als Flissigkeiten zu betrachten, ihre Elastizititsmodule steigen, die Raten
der lateralen Diffusion und des Flip-Flops fallen etc. Trotz alledem sind
Doppelschichten bei Temperaturen unterhalb T, keinesfalls kristallin, sondern
behalten oft einige Eigenschaften einer Flussigkeit, was auf die immer noch recht
hohe Mobilitdt der Kopfgruppen zurlckzufiihren. Man spricht deshalb auch von
einem Gelzustand, in dem sich die Doppelschichten befinden.

3.6 Vesikel

Unter bestimmten Bedingungen ist es ginstiger, dass sich statt
zunendlich“ ausgedehnter Doppellagen geschlossene spharische Doppellagen,
sogenannte Vesikel, ausbilden. Grund hierfir ist das verschwinden der energetisch
ungunstigen Ecken in den ebenen Doppellagen, sowie die Ausbildung von Vesikeln
mit einer endlichen Anzahl an Molekllen, was im Gegensatz zur sehr viel grél3eren
Anzahl an Molekilen in ,unendlich® ausgedehnten Monolagen auch entropisch
begunstigt ist. So lange der geometrische Bereich der Molekiile in einer gekrimmten
Doppellage eines Vesikels im optimalen Bereich liegt, bildet sich eher ein Vesikel
denn eine ,unendlich® ausgedehnte Doppellage.

Was bestimmt nun die Radii der Vesikel? Zun&chst einmal ist zu beachten, dass sich
fur den dimensionslosen Packungsparameters v/agly = 1 (siehe Abschnitt 3.2) nur
planare Doppellagen ausbilden. Um eine gekrimmte Doppellage zu bilden ist es
notwendig, dass die Moleklle der dufReren Lage in der Lage sind, sich im Mittel
analog einem abgeschnittenen Kegel anzuordnen, was fur den Packungsparameter
vlagly, < 1 bedeutet. Aus den in Abschnitt 3.2 angestellten geometrischen
Uberlegungen ergibt sich aus ¥ < v/agly < 1, dass der kleinste Vesikelradius (ohne
dass a in der aul3eren Lage > ap wird):

Formel 3-17 R =~I >

C C V V
6 1-—— 1-—
[ aol ] aolc

R entspricht dem minimalen Radius in dem eine Doppellage ein Vesikel bilden kann,
ohne dass ungunstige Spannungen beim Packen der Amphiphilen auftreten. Solange
der Radius des Vesikel groRRer als R. ist konnen sowohl die Molektile der AuR3enlage
als auch jene der Innenlage mit ihrer optimalen Oberflachen ao sowie einer
Kettenlange | < I; packen. Wird R < R; so wird a groR3er als ao in der duReren Lage
der Doppelschicht, was energetisch ungunstig ist. Auf der anderen Seite ist ein
Vesikel mit R > R. entropisch ungtinstig. Fur ein Vesikel des Radius R, und einer Dicke der
Doppelschicht t =~ 2v/a, ergibt sich fir die Aggregationszahil:

2 2
P Rc + (Rc _t)
aO

Formel 3-18 N =4



Beispiel:

Vesikel aus Eierlecithin: ag ~ 0,717 nm? und v ~1,063 nm?®

Mit I. = 1,75 nm = v/agl. ~ 0,85

Mit Formel 3-17 und Formel 3-18 = R. ~ 11 nm, N ~ 3000, t 3,0 nm sowie
ein Molekiilverhéltnis Innen- zu AuRenlage R.%/(R.-t)? ~ 1,9

Innerhalb der wissenschaftlichen Gemeinschaft wird u.a. angenommen, dass Vesikel
einen Prototyp urzeitlicher lebender Zellen reprasentieren. Aul3erdem konnte gezeigt
werden, dass sich bestimmte biologische Lipide sowie synthetische Tenside und
Mischungen  spontan zu stabilen  monodispersen  Vesikeln  selbst
organisieren.22’23'24'25'26’27'28'29

Zum Schluss soll nicht unerwahnt bleiben, dass fur Lipide mit sehr kleinen ag (ap <
0,42 nm? fur zweikettige Lipide) oder mit sehr volumindse mehrfach ungesattigte
Kohlenwasserstoffketten (grofes v, kleines |c) der Wert fur v/agle sehr grof3 wird.
Nach Formel 3-17 zeigt sich, dass bei v/agl > 1 R¢ negativ wird, was bedeutet, dass
solche Lipide sogenannte invertierte mizellare Strukturen bildet oder aus der Lésung
ausfallen (z.B. anionische Tenside beim Vorhandensein von Calciumionen).

3.7 Faktoren fir interstrukturelle Umwandlung

Die bisherigen Beschreibungen zeigten, dass die geometrische Anordnung der
verschiedenen Amphiphile recht gut durch den Packungsparameter v/aogl; in einer
gegebenen Umgebung beschrieben werden kann. In Tabelle 3-1 sind mdgliche
Strukturen sowie Tenside, die diese bilden aufgefihrt.

Welche Faktoren kénnen nun die Amphiphilen beeinflussen?

a. Faktoren, die die Kopfgruppenflache beeinflussen: Amphiphile mit kleinen
Kopfgruppenflachen a, (und grollem v/agl;) bilden gréRere Vesikel,
Doppelschichten mit geringerer Krimmung oder invertierte mizellare
Strukturen. Fur anionische Kopfgruppen kann dieser Effekt verstarkt werden
durch eine Erhéhung der Salzkonzentration speziell durch Ca?** (z.B. SDS
Kugeln bei niedrigen Salzkonzentrationen und Stadbchen bei hoher
Salzkonzentration) oder durch Absenken des pH-Wertes. Dies bedingt haufig
auch eine Linearisierung der Kohlenwasserstoffkette.

b. Faktoren, die die Kette beeinflussen: Durch Modifikation der Kette mit
Verzeigungen oder Doppelbindungen, insbesondere cis-Doppelbindungen,
wird | verringert, was zu einer Zunahme von Vv/agl. fuhrt. Ein gleicher Effekt
wird erreicht, wenn kleine Molekile, wie z.B. kurzkettige Alkane, in die
Mizellregionen der Kohlenwasserstoffketten eindringen.

Beide diese Uberstehenden Effekte fihren zu gréReren Vesikeln und letztendlich zu
invertierten mizellaren Strukturen. Im Falle von Microemulsionen (Tensid/Ol/Wasser
Gemische) fiuhren sie zu groReren Ol-in-Wasser-Tropfen und schlussendlich zu
invertierten Wasser-in-Ol-Tropfen.

c. Effekte der Temperatur: Durch eine Anderung der Temperatur werden
sowohl die Kopfgruppenflache ap und kritische Kettenléange I. beeinflusst, so
dass die Effekte komplexer und im Allgemeinen weniger gut verstanden. Fur
zweikettige Lipide in der flissigen Phase (T > T;) nimmt mit ansteigender
Temperatur T die Beweglichkeit der Kohlenwasserstoffketten (inklusive trans-
gauche Isomerisierung) zu und damit | ab. Wenn die Kopfgruppenflache ag
sich nicht signifikant andert, was etwa fur ionische Kopfgruppen gilt, ist der
Nettoeffekt ein steigendes v/agl.. Allerdings kann die Temperatur auch die



Kopfgruppenflache @andern. So nimmt die Flache der Polyethoxykopfgruppe
mit steigender Temperatur aufgrund der steigenden Hydrophobizitat ab,> was
einem Anstieg in v/agl; verstarkt. Die Flachen mehr hydrophiler Kopfgruppen
nehmen aufgrund der steigenden intermolekularen sterischen Abstof3ung
normalerweise mit steigender Temperatur zu, was zu einer Abnahme von
v/aplc fuhrt. Damit wird verstandlich, warum mit steigender Temperatur Kugeln
nicht-ionischen Tenside groRer werden und sich zu Stabchen hin andern®®3
wohingegen Mizellen aus an- und kationischen Tensiden schrumpfen.*? Das
Verhalten von Mizellen zwitterionischer Tenside liegt in etwa zwischen den
beiden Extremen und die Aggregationszahl ist relativ innert gegenuber
Temperaturénderungen.”

d. Amphiphilenmischungen: Wenn ein Aggregat aus eine Mischung
verschiedener Amphiphile besteht, so kdnnen dessen Eigenschaften, wenn
die Mischung ideal ist und keine Phasenseparation aufweist, in einer ersten
Naherung durch mittlere Packungsparameter, die zwischen den Parametern
der Einzelkomponenten liegen, beschrieben werden.*? Die GroRe der Vesikel
wird dabei groRer oder kleiner durch Zugabe einer geeigneten Menge einer
anderen Komponente, deren Packungsparameter kleiner oder grof3er als das
Wirtsamphiphil. Im Fall von Mikrotropfen in Emulsionen wird die Grol3e durch
die Addition von ,,Coamphiphilen“ moduliert. In anderen Fallen kénnen ganz
neue Strukturen durch geeignete Wahl der ,Coamphiphilen® erhalten werden.
So kénnen z.B. durch Mischung mizellenformenden Lysolecithin (v/agl; < 0,5)
mit nicht aggregierendem Choelsterol (v/aolc > 1) im geeigneten Verhaltnis
Vesikel (0,5 < v/agl; < 1) geformt werden.

Die oben genannten Effekte der KopfgruppengroRe, der lonenstéarke, der
chemischen Modifikation der Kohlenwasserstoffkette und der Temperatur sind in
Tabelle 3-1 fur Strukturen in wassriger Lésung angegeben. Es soll nicht vergessen
werden, dass sich Mizellen, Doppelschichten und andere selbstorganisierte
Strukturen auch in anderen wasserstoffbrickenbildenden Flissigkeiten (z.B.
Ethylenglykol, Formamid oder Hydrazin) gebildet werden, aber bis jetzt nur wenig
untersucht sind. Die Hauptvoraussetzung an das Losungsmittel ist eine hohe
Grenzflachenenergie zu Kohlenwasserstoffen



Lipid

Critical
packing
parameter
viagle

Critical
packing shape

Structures
formed

Single-chained lipids
(surfactants) with large
head-group areas:

SDS in low salt

<1/3

Cone

V —

Spherical micelles

Single-chained lipids

with small head-group
areas:

SDS and CTAB in high salt,
nonionic lipids

1/3-1/2

Truncated cone

J)

Cylindrical
micelles

Double-chained lipids with
large head-group areas, fluid
chains:

Phosphatidy! choline (lecithin),
phosphatidy! serine,
phosphatidyl glycerol,
phosphatidyl! inositol,
phosphatidic acid,
sphingomyelin, DGDG?,
dihexadecyl phosphate,
dialkyl dimethy! ammonium
salts

1/2-1

Truncated cone

0

Flexible bilayers,
vesicles

-

Double-chained lipids

with small head-group

areas, anionic lipids in high
salt, saturated frozen chains:
phosphatidy! ethanolamine,
phosphatidy! serine + Ca**

Cylinder

0

Planar bilayers

e

IR RURLULY

Double-chained lipids with

small head-group areas,

nonionic lipids, poly (cis)
unsaturated chains, high T:

unsat. phosphatidy! ethanolamine,
cardiolipin + Ca**

phosphatidic acid + Ca**
cholesterol, MGDG?

Inverted
truncated cone
or wedge

(8§

Inverted
micelles

2 DGDG, digalactosyl diglyceride, diglucosy! diglyceride.
® MGDG, monogalactosyl diglyceride, monoglucosyl diglyceride.

Tabelle 3-1 Packungsparameter und Packungsform amphiphiler Molekile sowie die daraus geformte Struktur



3.8 Krummungselastizitat von Doppelschichten und Membranen

Den bisherigen Betrachtungen der Packung der Molekiile in den selbstorganisierten
Aggregaten lag immer nur die Begrenzung zu Grunde, dass die fluiden Ketten sich
nicht weiter als I von der Kopfgruppe entfernen kénnen. Dies fuhrt zu einer Zunahme
der Energie nur fur Aggregatradien unterhalb R., wohingegen fir R > R keine
Abhangigkeit der Krimmung weil die Molekile sich nun so organisieren, dass ihre
Flachen den optimalen Wert annehmen. Trotzdem sind in den bisherigen
Betrachtungen zwei weitere Beitrdge zur Gesamtenergie nicht betrachtet worden:

a. KopfgruppenabstoR3ung: Far die attraktiven und repulsiven
Wechselwirkungen die a, und pn’ (aus Formel 3-3) bestimmen, wurde
angenommen, dass sie in derselben Ebene (der Grenzflache
Kohlenwasserstoff — Wasser) zu finden sind, an welcher die Oberflache je
Molekul definiert ist. Dies ist als richtig anzunehmen fir die attraktiven
Oberflachenspannung aber nicht fur die repulsiven Wechselwirkungen der
Kopfgruppen, welche in einem bestimmten endlichen Abstand D Uber der
Oberflache (siehe Abbildung 3-1 und Abbildung 3-4) lokalisiert sind.

b. KettenabstofRung: Bis jetzt wurde angenommen, dass die
Kohlenwasserstoffketten sich wie Flussigkeiten verhalten und nicht einer
Verkrimmung widersetzen solange sie nicht tber I, gestreckt werden, es
wurde also kein Krimmungseinfluss des chemischen Potentials px° aufgrund
des nichtfluiden Verhaltens der Ketten postuliert. Gruen und de Lacey*® haben
basierend auf der Theorie von Marcelia®** eine energetische Betrachtung der
Kettenpackung in Mizellen und Doppelschichten untersucht und dabei
gefunden, dass die Annahme des flissigen Verhaltens der Ketten in
Doppelschichten sehr viel weniger zutrifft als in Mizellen. Sie finden, dass I; =
Imax fUr kugelférmige und zylindrische Mizellen gilt, fir Doppelschichten aber .
~ 0,75lmax (siehe auch das Beispiel in 3.6, wo fur die Eierlecithinvesikel | ~
1,75 nm =~ 0,75lmax angenommen wurde). Zusatzlich gibt die Einschrankung
der Kettenbeweglichkeit in Doppelschichten einen weiteren lateralen
Kettendruck, der innerhalb der Kohlenwasserstoffregion wirkt, z.B. bei einem
negativen Abstand — D von der Grenzflache Kohlenwasserstoff — Wasser.

Beide Effekte fuhren zu einer zusatzlichen Krimmungsabhangigkeit des chemischen
Potentials pn® vom Radius R. Fir Doppelschichten ergibt sich diese pro
Einheitsflache zu

Formel 3-19 AE = — 2yt2D = Ek—bz
R 2R

wo t die Doppelschichtdicke und D die Distanz von der Grenzflache
Kohlenwasserstoff — Wasser wo die repulsiven Wechselwirkungen lokalisiert sind.
Durch die Beschreibung der Kriimmungs- oder Biegeenergie als ¥2k,/R? wird die
Konvention Gbernommen, dass k, das Biegemodul einer elastischen Platte ist. Bei
typischen Doppelschichtwerten fiir y = 20 mJm™, t = 3,0 nm und D = 0,3 nm, erhalt
man fir k, = #4ytD ~ +7-10%° J. Das ist in der GroRenordnung, die fir fluide
Doppelschichten gemessen wurden: (2 — 20) -10% J.°?%3° Fiir Monolagen aus
Amphiphilen, wie sie an der Grenzfliche Wasser — Ol zu finden sind, haben ein
deutlich kleineres Biegemodul im Bereich von 5 -107%* J.%



Zu beachten ist, dass das Vorzeichen von k, davon abhangt, wo die attraktiven und
repulsiven Wechselwirkungen lokalisiert sind. Im Fall a der dominierenden
Kopfgruppenabsto3ung ist D positiv so dass k, negativ ist. Deshalb wird die
Verbiegung gleich vom Beginn des Aggregats an bevorzugt. Im Fall b der
dominierenden Kettenabsto3ung ist D negativ und k, somit positiv. Damit wirkt die
Kettenabstol3ung der Verbiegung entgegen.

Die beiden Falle sollen nun noch etwas im Detail betrachtet werden:*3"%

3.8.1 Positives Krimmungsmodul k, >0

Die Wechselwirkungsenergie je Vesikel mit grolem Radius R (R > R¢) und
Aggregationszahl N wird fur diesen Fall

k
Formel 3-20 Npn = Nl +(%R_b2j4ﬂRz = Ny + 27K,
und deshalb
0 0 kb
Formel 3-21 Uy = M, + 27Z'W

was gleich der Formel 2-6 (mit o« = 2nky/KT) ist. Daraus ergibt sich, wenn C die
Gesamtkonzentration an Amphiphil (in mol dm®/55,5) ist, dass die mittlere
Aggregationszahl M eines elastischen Doppellagenvesikel durch Formel 2-23
gegeben ist als

7Ky
Formel 3-22 M =+/Ce” =e¥ /C

Die Anzahl der Vesikel nimmt exponentiell mit der Aggregationszahl N nach Formel
2-25 ab:

: : X -
Formel 3-23 Vesikelverteilung TN =Const.-e M

Fir typische Lipidkonzentrationen (C = 10 mol/dm® und weniger) finden sich Werte
fur k, > 2:10%° J, groRe polydisperse Vesikel (M > 10000), dessen mittlere GrofRe mit
der absoluten Lipidkonzentration steigt (R proportional C**). Wird k, < 2:10%° J ist
das Biegemodul so klein, dass es keinen signifikanten Einfluss mehr hat und die
Vesikelpopulation klein und monodispers mit einem mittleren Radius R ~ R bestimmt
durch die Packungsparameter wird (siehe Abbildung 3-5).

Mdglicherweise, bei entsprechend hohen Konzentrationen, werden die grofRen
Vesikeln in ausgedehnte Doppelschichten umgewandelt, entweder aufgrund des
Platzes oder wegen attraktiver Wechselwirkungen zwischen ihnen, wie in 2.9
diskutiert.



3.8.2 Negatives Krummungsmodul k, <0

Eine negative Elastizitdt beginstigt eine Krimmung der Doppelschicht vom Beginn
derselben und fihrt zu kleineren Vesikeln als diese nach den einfachen
Packungstiberlegungen Zu
erwarten wéare. Dieser Effekt wird
sowohl durch Kopfgruppen mit T
starker repulsiver Wechselwirkung Interaction
als auch durch kiirzere Energles

Kohlenwasserstoffketten verstarkt.
Unterhalb einer bestimmten
Kettenlange sollten sich daher
keine stabilen Vesikel mehr formen,
sondern vielmehr werden
zylindrische (stabchenférmige) und
kugelformige Mizellen die
bevorzugte Aggregationsform, wie
dies far doppelkettige
Lecithinmolekile mit Kettenlangen ;
< 12 Kohlenstoffatome gefunden 1 M — NorR —» %
VI:\)I:(rad'oben gefihrte Analyse sollte A_bﬁ”dung 35 S.Chl\‘jlmftlfﬁh.ev?”a“‘i/“ d.ekr Yve?thge"

. o . wirkungsenergie je iviolekKul In einem Vesikel mit aer

alff jede spharische StrUKtur_ In Aggreg%tionsgahIJNsowie die entsprechende Verteilung der
Losung gebunden durch eine \gsikelgroge. (——) keine Kriimmungselastizitit (k, = 0), (-

elastische Doppelschicht, ) positive Krimmungselastizitat (k, > 0), () negative
Monolage oder Membran (z.B. Krimmungselastizitat (k, < 0)

Tropfen in einer Mikroemulsion)

anwendbar sein. Abbildung 3-5 zeigt, wie die Energie der intermolekularen
Wechselwirkungen und die Gréf3enverteilung einer Vesikelpopulation von der Starke
der Krimmungsmodule und der molekularen Packung abhéangen.

Hard Packing
\\ Regime

P\ Soft (Elastic)

T\ ] 4 Packing Regime
kp=0 % “'-93..‘1.&(__ 0
—— "
R “i(:n‘:o

\
Hh
B\

Distributions
kp< U: | =0

Molecular Interaction Energy, ,ugl

Genauere Betrachtungen der Aggregation sind mit dem einfachen Packungsmodel
nur sehr schwer zu erreichen ohne genauere und weitreichendere Betrachtungen der
vielen intermolekularen und Interaggregatwechselwirkungen wie zum Beispiel durch
eine vollstandige Analyse der statistischen Thermodynamik zu beriicksichtigen.
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