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Poréwnanie wplywu naturalnych oraz syntetycznych surfaktantow
na monowarstwe DPPC

Wstep

Surfaktanty sa amfipatycznymi czasteczkami powszechnie stosowa-
nymi m.in. jako emulgatory, detergenty oraz $rodki zwilZajace i piano-
tworcze. Ogolnoswiatowy rynek $rodkow powierzchniowo czynnych
wart jest 9,4 miliardow USD rocznie i szacuje si¢, ze do konca tego
wieku jego warto$¢ wzrosnie o 35%. Wspodlczesnie wykorzystywane
srodki powierzchniowo czynne sa otrzymywanie glownie na drodze
syntetycznej. Jednak w niedalekiej przysztosci ze wzgledu na wciaz
rosnace wymagania ekologiczne nalezy oczekiwaé odejscia od synte-
tycznych zwiazkow chemicznych i skierowania wigkszej uwagi na sub-
stancje pochodzenia naturalnego [Desai i in., 1997].

Obecnie w szerokim zakresie prowadzone sa badania, ktorych ce-
lem jest okreslenie doktadnego wptywu surfaktantow pozyskiwanych
z naturalnych zrodet (biosurfaktantow) zaréwno na Srodowisko jak
i organizm ludzki. Biosurfaktanty wykazuja kilka korzystnych wtasci-
wosci w stosunku do ich syntetycznych odpowiednikow, m.in. nizsza
toksycznos¢, biokompatybilnosé, lepsze wiasciwosci pianotworcze,
wysoka efektywno$¢ nawet przy skrajnych temperaturach, pH i zasole-
niu, a takze mozliwos¢ pozyskiwania z odnawialnych zrodet [Nitschke
iin., 2007].

Ciekawa grupg biosurfaktantow rokujacych duze nadzieje zwiazane
z zastapieniem syntetycznych surfaktantow stanowia saponiny. Zwiazki
te naleza do naturalnych zwiazkéw chemicznych o charakterze glikozy-
dowym. W ich strukturze wyrdznia si¢ hydrofobowy aglikon (sapogeni-
na) i hydrofilowy glikon (sacharyd) [ Giiclii-Ustiinda i in., 2007). Zwiaz-
ki te dzigki swojej amfifilowej budowie wykazuja szereg przydatnych
wiasciwosci. Charakteryzuja si¢ silnymi wlasciwo$ciami pienigcymi
i emulgujacymi. Dla wielu saponin pozyskanych z roslin stwierdzono
takze potencjalne dziatanie przeciwzapalne, przeciwgrzybicze, prze-
ciwbakteryjne, przeciwwirusowe oraz przeciwnowotworowe. Z tego
powodu saponiny stanowia coraz czgstszy obiekt badan w poszukiwa-
niu nowych farmaceutykéw. Mimo potencjalnych zastosowan farma-
kologicznych niektore saponiny posiadaja niebezpieczng wiasciwosé
hemolityczna, wykluczajaca na tym etapie zastosowanie ich jako far-
maceutykow [Augustin i in., 2011]. Podsumowujac mozna stwierdzic,
ze oddzialywanie saponin na organizm ludzki nie jest w petni poznane
i wynika konieczno$¢ prowadzenia badan nad jego mechanizmem.

Procesy zachodzace w btonach lipidowych w istotnym stopniu decy-
duja o funkcjonowaniu kazdego organizmu komoérkowego. Niewielkie
nieprawidtowosci w ich przebiegu i zwiazane z nimi zmiany w budowie
btony moga mie¢ ogromne znaczenie dla zycia komorek. Z tego powo-
du zrozumienie procesOw samoorganizacji struktur w blonie lipidowe;j
oraz ich wzajemnych zaleznosci fizyko-chemicznych na réznym pozio-
mie organizacji blony stanowi wciaz otwarty i inspirujacy obszar badan
naukowych. Postuzenie si¢ modelowymi analogami w postaci np. SLB
(Supported Lipid Bilayer), liposomow badz warstw Langmuira moze
dostarczy¢ cennych informacji odno$nie procesow zachodzacych na
powierzchni membran biologicznych [Chan i in., 2007]. Monowarstwy
Langmuira sa wygodnym modelem pozwalajacym bada¢ wlasciwosci,
a takze zachowanie sig poszczegdlnych sktadnikoéw bton biologicznych
przy wykorzystaniu szeregu technik np. mikroskopowych, spektrosko-
powych czy optycznych [Petty, 1996)].

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie oddzialywania surfaktantow
syntetycznych (SDS, CTAB, Triton X-100) oraz biosurfaktantu — sa-
poniny — Quillaja saponaria Molina (QBS) na monowarstwe modelo-
wego fosfolipidu DPPC jako najprostszego uktadu symulujacego blong
lipidowa.

Badania doswiadczalne

Materiaty

Eksperymenty dotyczace wptywu (bio)surfaktanéw na monowarstwy
fosfolipidowe utworzone za pomoca techniki Langmuira przeprowa-
dzono dla monowarstw fosfolipidu obojgtnego - DPPC (dipalmitylofos-
fatydylocholiny o czystosci 99%), ktorego strukturg przedstawiono na
rys. la. Do badan wykorzystano anionowy biosurfaktant pozyskiwany
z kory drzewa Quillaja saponaria Molina (Quillaja bark saponin, QBS,
8-20% sapogenin) — rys. 1b oraz surfaktanty syntetyczne: anionowy
laurylosiarczan sodu (SDS o czystosci 99%) — rys. lc, kationowy bro-
mek cetylotrimetyloamoniowy (CTAB o czystosci 99%) —rys. 1d, oraz
niejonowy Triton X-100 (9002-93-1) — rys. le. Wszystkie odczynniki
uzyte w eksperymentach zostaty zakupione w firmie Sigma Aldrich.
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Rys. 1. Wzory strukturalne odczynnikéw chemicznych uzywanych
w doswiadczeniach: a) DPPC, b) QBS, ¢) SDS, d) CTAB (x = 9+10), ¢) Triton X-100

Aparatura i metodyka

Eksperymenty przeprowadzono przy uzyciu wanny Langmuira —
Blodgett o powierzchni aktywnej 77,5 cm’ (KSV NIMA). Pomiar zmian
ci$nienia powierzchniowego w czasie (relaksacji cisnienia powierzch-
niowego) prowadzono zaréwno dla surfaktantow, tworzacych w tym
uktadzie warstwy Gibbsa, jak i dla monowarstw DPPC w obecnosci
tychze surfaktantow. W trakcie pomiaru utrzymywano pozycje barier na
stalym poziomie, a zmiany ci$nienia powierzchniowego monitorowane
byly przez godzing. Podczas prowadzenia badan uktad byt termostato-
wany (¢ =21°C £+ 1°C).

W przypadku pomiaru zdolnosci adsorpcyjnych surfaktantow (bez
monowarstwy DPPC) wanna byta napetniana roztworem odpowiednie-
go surfaktantu, po czym rozpoczynano pomiar ci$nienia powierzchnio-
wego w czasie. W przypadku pomiaréw w obecnosci DPPC, znana ilo$¢
roztworu DPPC rozpuszczonego w chloroformie nanoszono najpierw
na powierzchnig ultraczystej wody za pomoca mikrostrzykawki. Po od-
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parowaniu rozpuszczalnika (15 min) monowarstwa byla sprezana do
ci$nienia poczatkowego 32,5 mN'm™' . Wedtug doniesien literaturowych
przy tym ci$nieniu upakowanie lipidow w monowarstwie jest porow-
nywalne z tym, ktore wystgpuje w naturalnych blonach komérkowych
[Terzi i in., 1997]. W celu zbadania wplywu poszczegoélnych surfaktan-
tow na monowarstw¢ DPPC utworzona na granicy faz woda — powie-
trze, subfaza byta wymieniana przy uzyciu pompy perystaltycznej zaraz
po odparowaniu chloroformu.

Na koniec kazdego procesu relaksacji prowadzony byt pomiar
reologii powierzchniowej. Pozwalato to potwierdzi¢ czy dany surfaktant
wnika w monowarstwe czy raczej powoduje jej zniszczenie. W trakcie
takiego pomiaru wywotywano cykliczne spr¢zanie i rozpr¢zanie mo-
nowarstwy z okre$lona czgstotliwoscia (0,1 Hz) oraz amplituda (5%)
i mierzono wywotane tym zmiany ci$nienia powierzchniowego. Modut
lepko-sprezystosci powierzchniowej zdefiniowany jest jako:

(M

gdzie A oznacza powierzchnig przypadajaca na jedna czasteczke przy
danym ci$nieniu powierzchniowym 7.

__dn
‘E‘7 dAA

Wyniki badan i ich analiza

W ramach niniejszej pracy analizowano zdolnos$¢ biosurfaktantu - sa-
poniny QBS oraz surfaktantéw syntetycznych — CTAB, Tritonu X-100
1 SDS do adsorpcji na granicy faz ciecz/gaz (warstwy Gibbsa) oraz ich
oddziatywanie z monowarstwami Langmuira zawierajacymi modelowy
fosfolipid DPPC. Otrzymane w ten sposob dane, opublikowane w pracy
Wojciechowskiego i in. [2014], dotyczace wlasciwosci powierzchnio-
wych warstw Gibbsa dla roztworu saponiny QBS wskazuja na jej znacz-
na aktywnos$¢ powierzchniowa, zblizona do aktywnosci powierzchnio-
wej surfaktantow syntetycznych takich jak SDS, Triton X-100 i CTAB.

W kolejnym etapie poréwnano wpltyw surfaktantow syntetycznych
i biosurfaktanta na monowarstwe fosfolipidu DPPC (Rys. 2). By za-
pewni¢ szybka adsorpcje surfaktantéw oraz istnienie miceli w subfa-
zie zastosowano stezenia surfaktantow przekraczajace ich cmc: 10° M
dla Tritonu X-100, CTAB i QBS oraz 10% M dla SDS. Z rys. 2 wida¢,
ze wprowadzenie surfaktantow jonowych (SDS i CTAB) prowadzi do
zatamania monowarstwy DPPC, w przeciwienstwie do QBS i Tritonu
X-100. W przypadku SDS i CTAB obserwowano nagly wzrost ci$nie-
nia powierzchniowego jeszcze zanim doszlo do catkowitej wymiany
subfazy (co trwa ok.15 min.). Po przekroczeniu cisnienia przy ktorym
czysta monowarstwa DPPC ulega zatamaniu tj. =~ 53 mN-m”, obserwo-
wano drastyczne zmniejszenie warto$ci ci$nienia powierzchniowego.
W przypadku Tritonu X-100 1 QBS wzrost ci$nienia powierzchniowego
jest zdecydowanie mniej znaczacy.
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Rys. 2. Relaksacja ci$nienia powierzchniowego dla monowarstwy DPPC sprezonej do

cisnienia poczatkowego I, = 32,5 mN'm” na subfazie wymienianej na QBS, Triton

X-100, CTAB i SDS. Dla porownania na wykresach zamieszczono takze zalezno$¢
czasowa cisnienia powierzchniowego dla samych surfaktantow

Z kolei w przypadku wiasciwosci reologicznych (Rys. 3) warstw
surfaktantow oraz monowarstw DPPC w obecnosci surfaktantow zob-
serwowano, ze wartosci modutu lepkosprezystosci powierzchniowe;j,
|E | , dla surfaktantéw syntetycznych tj. SDS, Tritonu X-100 i CTAB
sa podobne do tych w obecnosci DPPC. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze
czasteczki fosfolipidu sa solubilizowane przez surfaktanty i usuwane
z powierzchni. W przypadku surfaktantu QBS zaobserwowano odmien-
ng odpowiedz, tj. wzrost warto$ci modutu | E | W poréownaniu z war-
stwa Gibbsa dla samego QBS oraz czystq monowarstwa DPPC (204
mN-m']), Wyniki te §wiadcza o tym, ze czasteczki QBS nie wymywaja
monowarstwy DPPC, a wrecz przeciwnie — wbudowuja si¢ w nia.
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Rys. 3. Modut lepko-sprezystosci powierzchniowej [E| warstw Gibbsa dla QBS
(107 M), SDS (10°M), CTAB (10°M), Triton X-100 (10°M) w poréwnaniu z [E|
dla monowarstw DPPC w obecnosci tych samych surfaktantow

Whioski

Analiza uzyskanych wynikow I7 = f{f) pozwala stwierdzi¢, ze surfak-
tanty syntetyczne oddziatywuja na modelowa btong utworzona z DPPC
w porownywalny sposob, tzn. usuwaja DPPC z monowarstwy. W prze-
ciwienstwie do nich, czasteczki QBS wbudowuja si¢ w monowarstwe
bez jej niszczenia. Potwierdzaja to takze wyniki uzyskane z pomiaréw
reologii powierzchniowe;j.

Na tym etapie jednak nie mozna stwierdzi¢ jakie konsekwencje dla
btony lipidowej ma wbudowanie si¢ saponin. Ponadto ze wzglgdu na jej
nietypowe, a zarazem interesujace zachowanie si¢, w stosunku do sur-
faktantow syntetycznych, niewatpliwie koniecznym jest prowadzenie
pomiar6w z uzyciem monowarstw w lepszym stopniu odwzorowuja-
cym warstwg blony komérkowej. Jest to niezwykle istotne ze wzgledu
na fakt, ze wcigz brakuje obiektywnych dowoddéw potwierdzajacych
skutecznos$¢ i mechanizm dziatania tych zwiazkow.
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