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Bevezetés

A fotoszintézis fotokémiai folyamatait gyakran vizg-
gl jék olyan rendszerekben,amelyek fotoszintetizéld szer-
vezetekbdl kivont kicsiny (500000-20000 molekulasilyi) ré-
szecskéket tartalmaznak, Bzeket a rendszereket a kloro=-
plasztiszok,algék vagy fotoszintetizdlé baktériumok szét-
tordelésével lehet létrehozni, Ha ezeket az anyagokat,ill,
szervezeteket pl.detergensekkel,ultrabanggal vagy lgyne=
vezett "French press" modszerrel kezelik,akkor részecskék-
re esnek szét. A részecskék mérete erbsen fiigg pl. az al-
kalmazott detergens anyagi mindségétdl és koncentracid jb=-
t6l,vagy az ultrahang intenzitésdtél és rezgésszémdtil.

Triton X-100 detergens kezeléssel dllitottak eld pl.
Anabena variabilisbél P700 klorofill reakcidcentrumban di-
sitott frakcidét [ 1 J),amelynek fotokémial aktivitdsét,fi-
zikai tulajdonségait és szerkezetét vizsgéltdk, Szintén
triton X-100 segltségével készitettek ndvényi kloroplasz-
tiszokbbdl fotoszisztéma 1l-hez, ill, fotoszisztéma 2-hdz
tartozd részecskéket [ 2 l,amelyek struktirédjat fotokémiai
aktivitésck mérésével,elektronmikroszképos felvételekkel
vizsgllték, Natrium-dodecilgzulfét segitségével olyan pree-
pardtumokat készitettek fotoszintetizaléd baktériumokbél,
algékbél és magasabb rendii ndvényekbdl,amelyek klorofill-
-fehérje komplexeket,ill, reakcidcentrumokat tartalmasztak
( 31.



Fotoszintetizdlé baktériumokbél lauril-dimetilamin-
oxid (LDAO) detergenssel reakcidcentrumot tartalmazé rée
szecskéket vontak kiyés ezek fizikal és kémial tulajdon-
ségait vizegdlték [ 4 ). A részecskék klorofillt és fe-
hérjét tartalmaztak. A részecskék tisztasdgl fokat « amely
arra jellemzb,hogy mennyire sikeriilt eltévolitani a "fe-
lesleges" fehérjéket - az 0D(280)/0D(800) hényadossal jel-
lemezték,ahol OD(280) a 280 nm-nél mért optikai denzités,
amely a fehérje koncentréciéra jellemzd, az OD(800) pedig
a 800 nm-nél mért optikal denzitds,amely a reakcidcentrum
koncentraciéjara utal., Ez a hényados a tisztités soréan
cabkkent. A kapott reakcidcentrum részecskék csak LDAO-t
tartalmazé pufferben oldddtak,tiszta pufferben vagy vize
ben kic-apédtak.

A [4]-ben leirt tisztaségi fok mérés csak skkor ale
kalmazhaté,ba 280 nm-nél valdéban csak a fehérjék nyelnek
el,de az alkalmazott detergens nem., Ez a megéllapités a-
zért lényeges,mert a detergensek altalédban olyan kromefo-
rokat tartalmaznak,amelyek az ultraibolya tartoményban
nyelnek el, Példédul a triton X-100-nak éppen 275 nm-nél
és 285,5 nm-nél van egy-egy abszorpcids savja [5],ezért
a kbzbiilsd 280 nm-nél is még Jjelentékeny fényelnyelése van,

Ugyancsak zavard lehet a detergensek abszorpeidja,ha
a8 plasztokinonok redukélt vagy oxidalt &llapotat igyekez-
nek elddnteni abszorpeidé méréssel,mert a plasztokinonok
gzintén az ultraibolya tartoményban nyelnek el [6].



Az a [4]-ben kizilt tapasztalat,hogy a reakeidcent-
rum-részecskék csak LDAO=-t tartalmazé cldészerben " ol-
dédnak ",arra mutat,hogy a detergens molekuldk kapcso-
latba,kélcsdnhatésba lépnek a részecskékiel, Ez a kil-
csbnhatés megvéltoztathatja a részecskék tulajoonségait.
Ha a részecskélr detergenst tartalmazé oldataibbl,ponto-
sabban umuuzﬁknziéibﬂl kapott eredményekbdl kuvetkeztetni
kivénunk a részecskék tulajdonségaira,ismerni kell a de-
tergens és a részecske fehérjéi kdzbtii,valamint a deter~
gens és a pigmentek kizitti kélecsonhatésokat,

A klorofillok és a detergensek kdlcsOnhatésait mér
sok modell rendszerben és régbéta vizegdljék ([7-11].0zeket
a rendszereket egyrészt azért valésitotték meg,mert pl. a
klorofill nem oldédik vizben,viszont a detergensek hatésa
révén mégis vizes oldatba vibetd be., Msrészt a detergen-
gek bizonyos koncentrécié tartoményban kb. 100 molekulé-
bél 4116 eggreghtumokat,micellékat képeznek,amelyekbe a
klorofill fitol lénca révén be tud épillni,és igy a kloro=
£ill molekulak olyan rendezett kirnyezetbe kerilnek,amely
hasonlé a természetes kornyezetiikhdz pl. a kloroplasztisz
lamellékhoz.

Hzekben a modell renuszerekben a klorefill coptikai
tulajdonségal (fényelnyelése és flucreszcencidja) hason-
léak 8 szerves olddészerekben tapasztalt tulajdonsagaihoz.
A f£ény abszorpcités koefficiens az egész ultraibolya és



léthaté szinképtartoményban valamivel kisebb a kicsiny
koncentrécioji (1°10™* li-sndl higabb) detergens oldatban,
mint pl. az acetonos oldatban [7, 11]. A detergens kon-
centracié nivelésével az abszorpcids koefficiens fokoza=-
tosan ndvekszik és az un, kritikus micella koncentrécld
(cemecs) felett,azaz abban a koncentricié tartoményban,
amelyben a micellék kezdenek kialakulni,telitési értéket
ér el [11]. A klorefill fluoreszcencia intenzitdsa jelen-
t6sen megnd a c.m.c. felett (7, 11]. A fotokémiai ektivi-
tds mértékét tekintve a klorofill-detergens rendszerek
Jobban hagonlitenak a klorefill-szerves oldészer rendsze-
rekhez,mint a kloroplasztisz szuszpenzidkhoz (111, Ha pl.
fehérje~klorofill rendszerekhez triton X-100-t adnak,ak-
kor a klorofill fotokémial aktivitésa Jjelentlsen megnd-
vekazik,fiizgetlenil a fehérje mindségétdl [10].

Ezek a vizsgélatok mind azt mutatjék,hogy olyan mo=-
lekulédris kapcsolat van a detergensek és 2 klorofill ko=
z8tt,amely a fényelunyelésre,a fluoreszcencidra és a foto-
kémial aktivitédsra hatéssal van.

Ennek a dolgozatnak az a célja,hogy megvizsgédlja ho-
gysn vhltoznak meg & fehérjék optikai tulajdonségai (fény-
. elnyelése és fluoreszcencidja) detergensek hatéséra,



1.5+ Pehérje-detergens rendszereken
végzett vizsgélatok kritikai Osszefoglalésa.

A fehérjék és detergensek kSzdtt fellépd kdlcsdnha-
tésok Osszetettek lehetnek,ezért sokféle médszerrel igye-
keznek fényt deriteni réjuk. |

A fehérjéket feldpitd aminosavak kozil sck abszorbe-
4l a 280 nm k8riili ultraibolya tartominyban, Ha az amino-
savak kOziil néhénynak a kdrnyezete megvAltozik a deter-
gens hatiséra,akkor ez abszorpcid valtozést is eredményez-
het, Ha ismerjik a fehérje felépitését,akkor az abszorpecid
wAltozésokblél esetleg kivetkeztetni lehet arra,hogy milyen
csoportokkal van kilcsbohatdsban a detergens. Ezért is
hasznal jék széles kdrben az abszorpcidé mérést [(12-14] ilyen
irényt vizsghlatokban, Ugyancsak gyakran alkalmazzék a dif-
ferencia spektroszképidt is ezekben a vizsgédlatokban [15,16].

A fehérjékben 1évd fluoreszkéalé aminosavak,flleg a
tirozin,a triptofén és a fenilalanin fluoreszcencidja igen
érzékenyen kiveti a kdrnyeszet vadltozésat,ez kivéléan al-
kalmasséd teszi a fluoreszcencia mérést a detergenssel tor-
téné kblestnhatés vizsgélatédra abban az esetben,ha a de-
tergens nem fluoreszkél a fehérje fluoreszcencla hullém-
hossz tartoménydban [13,14],

Mig az abszorpcidé és a fluoreszcencia a molekulék kdr-
nyezetvéltozédséra érzékeny,addig az ORD és CD mérések a fe-
hérje,illetve a fehérje-detergens rendszerek szerkezetére,



illetve a szerkezetben bekivetkezf véaltozésokra adnak fel-
vilégositdst. Altaldban detergens hatéséra a fehérje szer-
kezete megvéltozik,de a valtozds eredménye nem feltétleniil
egy letekeredett hélix,hanem egy JjoOl1 meghatérczott tdmdr,
de a nativ éllapottél kiil3nbbzé Uj szerkezet is lehet [15).
A CD és ORD vizsgélatok nagyon elterjedtek az ilyen irényt
szerkezet kutatésban [15,17=-21]).

Az enzimek aktivitdsa is naspgymértékben flgg az alkal-
mazott debtergens koncentrécidjatél és anyagl mindségétdl.
Példéul a nem ionos detergensek egy csoportja a vérkatalés
reakclé jat gyorsitja a cemec. alabtti koncentréciéban, mig
felette lassitja, ill. gételja (22]. Vannak detergensek,
amelyek egyes ensimek aktivitdedt serkentik,mig mésokét
ghtoljék [22].

Lehet még vizegélni a fehérjék visszkozitésat [23-251,
vezetdképességét [21],elektroforetikus mozgékonységat [25],
ezek is védltozhatnak detergens hatéséra, Ezen jellemzbk
megvédltozdsa a hidrétburok vadltezédséval és fehérje~deter-
gens komplexek képzddésével figghet Ossze,

Az ultracentrifugdlést is fel lehet haszndlni a fe-
hérje-detergens rendszerek aggregitumainak molekulasily
meghatérozéséra (26].

A detergensek hatésa abban is megnylilvénulhat,hogy a
fehérje aktiv csoportjai hozzaférhetbbbekké vélnak a de=
tergens jelenlétében a nativ &dllspothoz képest,szaz az ak-
tiv csoportokra jellemz$ reakcidék a detergens jelenlétében



létrejonnek. Ilyenkor az aktiv csoportok a fehérje felii-
letén vannak,méekiilénben pedig a fehérje belsejében [15].

l.1. Az ionos detergensek hatésai.

Az ionos detergensek és fehérjék kdlcsOnhatését szé-
les kirben igen vélteozatos mddszerekkel vizsgélidk,

A dioktil-szulfoxinét, a natrium-dihexilszulfoxinét,
a nétrium-kaproét anionos detergensek és a y -globulinok,
a szdjabab tripszin-inhibitor, a pepszin és a kazein fe-
hérjék kélcsdnhatésdt ORD mbédszerrel vizsgdltédk [18], A
debergensek hatéséra megnétt a fehérjék diszperzids kons=-
tansa,ez a hatés figgdtt a detergensek hidrofob lanchosz~
824061, Lbbél arra kivetkeztetiek,hogy & debtergens hidro-
fob részével részben behatol a fehérje hidrofob belsejébe
és azt mintegy "kiteriti",

Natrium-dodecil,~decil,~sktilezulfét batésat vizsglle
ték szérum~ Y -globulin,pepszin,tripszin,tripszinogén, A =
krimotripszin,krimotripszinogén ég széjabeb tripszin inhi-
bitor fehérjéken szintén ORD mbddszerrel [19]. Meghllapi-
totbdk,hogy a nem helikélis proteinek bizonyos feltételek
mellett a nativtdl kiilonbizd rendezett strukbtirat vesznek
fel a fenti detergensek hatéséra.

ReW.COWGILL (13] az inzulin és a ribonukledz fluo=-
reszcencidjat vizsgélta kiilénb6z8 denaturald anyagok hoz=
zéadésa esetén., Cetildimetil-aumoniumbromidot és natrium-



~dodecilszulfétot haszndlt kationos és anionos deter—
gensgként a c.me.ce alatti koncentricidban. A ribonuklesz
fluoreszcencia intenzitésa a natrium-dodecilszulfat haté-
séra jelentésen megndtt,ami a kvantumhatdsfok nivekedésé-
nek tudhaté be,ami viszont azt jelenti,hogy a fluoreszké-
16 amincsavak erdsebben hidrofil kdrnyezetbe keriiltek,
azaz a fehérje szerkezete megvaltozott,a fehérje denatu-
réalédott. A fluoreszcencia intenzitds valtozédsa figgdtt

a pH-tél és figgetlen veolt az ionerfsségitél. £z azt jel=-
zi,hogy a kllcsbnhatés nem elektrosztatikus: Az anionos
detergens hatdstalan volt., Ugyancsak nem véltozott az in-
zulin fluoreszcenciaja a két detergens hatéséra pH=3,5-
-nél, mig pH=8-nél az anionos detergens megnivelte az in-
zulin fluoreszcenciajat.

A ribonukleédz és dodecilszulfét differencia spekt-
rumdt vizsgédlva megéllapithaté [15), hogy a harom Giro-
zin kOzil egy keril cldészer kdrnyezetvbe a globuléris
tartoménybél. Ugyancsak megmutatték,hogy a dodecilszul-
£4t nem eredményezi minden esetben a tirozinok oldészerbe
keriilését,dodecilszulfat hatéséra a ribonukleéz négy hisz~
tidin maraiékéboél egynek a szokatlan reakiivitisa megszi- |
nik és a négy wmetionin tovabbra is hozzaférhetetlen marad
a jédacetét szémara, épp Ugy,mint a nativ fehér jében.

Szérum albumin és anionos detergensek kdlcsOnhatésat
is tObben vizsgéltdk [15). A nativ szérum albumin moleku-
l4n kevés olyan hely van,ahovd detergens kotédhet. Ha az



albumin denaturélédik,akkor ezek a helyek eltiinnek és a
megvaltozott konforméeid olyan,hogy sokkal t6bb detergens
iont képes az albumin megkdtni [27). Ha a detergens kone-
centrécidé kicsiny,akkor az albumin annyl detergens iont
kdt meg,ahédny kdt8désre alkalmas helye van. Ezt a szémot
[27)-ben 38 detergens molekula/ 1 febérje molekula-nak
taldlték, [23] eredményei gzerint akér 1000 detergens is
asszocidlédhat egyetlen fehérje melekuléval,amikor a de-
tergons nagy koncentriciéban van jelen, Természetesen a
k6t6dés mértéke filigg a fehérje koncentricidtol is. ‘

S8zérum albumin és dodecileszulfét kB8lcsdnhatésdt dif-
ferencia spektroszképidval is tanulményoszték [15],. Az e-
redmények azt mutattdk,hogy a fehérje aromis oldalléncai
megvéaltozott kdrnyezetbe keriiltek., Bz a reakcid két lé-
pésben zajlott les:s el8szdr a triptoféanckra Jellemzd sév
valtozott meg kismértékben (ez a vAltozés sokkal kisebb
volt,abhoz a védltozédshoz képest,amelyet egyetlen tripto-
£én molekula okoz,amiker hidrefil k8rnyezetbe keriil),
mésodszor pedlg a tircozinra Jellemz8 sév valtozott meg,
de olyan mértékben,hogy feltételeznl lehetett,tibb tiro-
zin molekula keriilt az oldbészerbe a fehérje glcbuldris
tartomény4bél, Ezt az abgzorpceid véltozést csak kismér-
tékii ORD valtozds kbveti (23], azaz a natrium~dodecil-
gzulfédt hatdsdra a gstruktira jellemzlk lényegesen nem
valtoznak meg.

Megmutatték,bogy a lizozim aromés Cotton-effektusa,



amely a triptofénock asszimetrikus kirnyeszetét Jelenti a
nativ fehérjében,dodecilszulfét hatdséra eltinik [28].
£29] szerint a lizozim a hosszabb szénlénch detergense-
ket jobban meg tudja kitni,és a lizozimon sok olyan hely
van,ahol kitédés jOhet létre.

1.2. Nem ionos detergensek hatésal.

A triton X~100 és wés nem ionce detergensek hatését
vigsgaltak emberi és marha szérum albumin, (3 -laktoglobu=
lin és ribonukleédz oldatokban papir elektroforézist hasz-
nalva [25), Megéllapitottdk,hogy nagy detergens koncente
récidknil a fehérjék elektroforetikus mozgékonységa cslk=
kent,anit a febérjék hidratécidjénsk nivekedése okozhat.

Triton X-100, tween 20, 40, 60 és 80 és lubrol de-
tergensek hatésa sokféle enziure - liphs,vérkataléz, -
-glikoziddk,foszfatbzck - gokféle, Detergens és enzim
koncentréacidtél fugglden ghtolhatja, ill. serkentheti a
detergens az enzim aktivitésat (221,

FoALGREEN [12]) a triton X«100 detergens és &z em=
beri és marha szérum aslbumin, a - lakteglobulin, a 16
mioglobin, & tripszin, az emberi immunoglobulin G, a kaw
zein és a neomicin kblcsbnhatésdtv vizsphlia. Vegdllapi-
totta,hogy ezen fehérjékbbl az elsd hérom jol, az utolsd
nem, a tibbi pedig kiswmértékben kbtddik a triton X=100=
«lo%. A Criton Y-100 abszcrpeldjit mérve 285,5 na-nél és



-}l e

abrézolva a triton koncentrécié figgvényében, a gbrbe el-
88 szakasza egy egyenes,amely a c.m.c-nél megtdrik ész egy
mésik meredekségi egyenessel folytatddik., A c.m.c, alatti
szakasz meredeksége Jellemzd arra,hogy mennyi detergens
kot6dik a fehérjékhez,feltételezve azt,hogy a fehérjéhesz
kotitt detergens nem képes micellét alkotni. A fehérje
koncentrécié csbkkenésével Jelentbsen megndit a detergens
kbtédés mértéke egy fehérje molekuldra vonatkoztatva.Bzek
az adatok arra utalnak,hogy Jjelentds a hidrofob kdlcsdne
hatés a tritom X«100 és a vizsgdlt fehérjék kdzdit. Lzt
még nyilvénvalébbé teszik a (30)-ban kapott eredmények,
amelyek még két mésik, a triton X-100-hoz hasonldé deter-
gensre, a triton X-1l02-re és a triton N-lOl-re vonatkoz-
nak, A triton X-102-nek ugyanclyan alkil csoportja vaan,
@mint a triton X-l0U-nak,csak 2«3 etilénoxid egységgel van
t6bb rajta. A triton N-10lenek eggyel tébb alkil esoporte
ja van és ugyahannyl etilénoxid egysége,mint a triton
X=100=-nak, A triton N-l0l majdnem olyan jo6l k6t6dOtt az
albuminhoz,mint a wmésik kettd,a triten I-100 és X-102 k-
z8tt pedig alig volt kiillSnbség.

A tween 20 detergens és & tojésfehérje lizozim kdl-
csbnhatését vizspgdltdk aktivitéds méréssel [lai, A lizozim a
Micrecoccus lysodeikticus faléban 1lévd 5 -l,4 glikozid
kétést hidrolizalja. Ha a detergens iz jelen volt,a ce.m.
ce feletti komcentrécidé tartoményban,az aktivitas jelen-
t6s mértékben megnbit,amit azzal magyaréztek,bogy a li-



z2ozim molekuldk & micellékkal clyan kilcsdnhatdgban vane
nak,hogy sktiv oldalukkal kifelé a micelléra adszorbeé-
loédnsk és igy idSegység alatt t3bb szubsztrdt molekula é-
rintkezik az aktiv feliletilkkel. A szubsztridt-enzim reak-
ciét a szubsztrét szempontjdbél mésodrendiinekr taldlték.

A kinetikai, ultrafiltrédcibés, UV abszorpciés és fluoresz-
cencids vizsgélatok aldtémesztjék az enzim-micella komp-—
lex létezését., Zagkn-nél mérték az abszorpcidt és megél-
lapitottédk,hogy kezdetben additiv volt a detergens és a
fehérje abszorpcibdja,de szobahdémérsékleten vald &lléds u-
tédn 7 nap milva a lizozimstween oldat sbszorpeidja gyor-
sabban né,mint a tiszta lizozimé, A tiszta lizozim cldat
kezdeti aktivitdsanak 40 Z-4t tartja meg,mig a keverék
oldat a 60 %#-4t. A szerzdk megjegyzik,hogy a "helyesen”
kOtOtt enzim,azaz az olyan enzim,amely természetes kire
nyezetéhez hagonldé kdrnyezetben van,nagyobb aktivitéssal
rendelkezik,mint az oldatban 1lév8 enzim.
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24§ o A detergensek és a fehérjék kilcsdn=-
hatésénak mechanizmuséra irényuld magyarﬁzatdgy
k‘\

Bar igen sok kisérletet végeztek kiildnbdzé fehérje de-
tergens rendszereken,egységes képet wma még nem lehet alkot-
nl a fehérje~detergens kdlcsdnhatésérél., A detergensek &l-
talédban cenaturdljék a fehérjéket. A denaturdldédbs mérté-
ke erbsen figg a fehérjék és a detergensek anyagli minlségé-
t61 és koncentrécidéjatéol, Példdul 1 mg/l koncentrécidju
albumin cldat un. intrinszik viszkozitésa megnd,ezaz az ale-
bumin denaturdlédik,ha dodecilszulfatot tesznek az oldatba
[é}], de nem véltozik,vagy csak kissé nbvekszik,ba témé=
nyebb a fenérje koncentracié (24).

Altaléban a fehérjék nem veszitik el globuléris alak-
Jukat a detergensek hatéséra,hanem t5mdr szerkezetet vesge
nek fel. Bz a struktira Jelentdsen kiilénbizhet a nativ fe-
hérje struktirasol (151,

(22] szerint a detergensek a makromolekuldkkal,igy a
fehérjékkel is mésképpen lépnek kilcsdnhatésba,mint a kis
molekulédkkal,amelyek kis detergens koncentricidknél komp-
lexet képeznek,mig a nagy detergens koncentréacidknal a
kis molekuldk beépililnek a micellékba., Kis detergens kon-
centrécidkndl szintén kouplexet alkothatnak a detergens—
gel,die a c.m,c, feletti koncentrécidknil az egéaz fehérje
molekula, - amely maga is lehet akkora,vagy nagyobb,mint
egy micella -, mint egész 1lép kdlcsdnhatésba a micellékkal.



Az ionos detergensek esetén szédmolni kell az elektroszta-
tikus és a hidrofob erékkel is,mig a nem ionos detergen-
sek esetében tdbbnyire csak hidrofob kdlesdnhatéds lép fel.
Az ionos detergensek hatésalt [20]-ban a kidvetkezd
médon prébaljék magyarézni, A detergens molekuldk pl. ne=
gativ tdlvésii ionjai és hidrofob részei is részt vesznek
a detergens és a fehérje kdz6tti komplexképzbdésben. A de~
tergens negativ ionjeli a fehérjék "pozitiv" oldaléval kap-
¢solddnak,mig a hidrofob léncok az aminosavak hidrofob Re-
~cgoportjaihoz hidrofob kitésekkel kapcgolébdnak. A deter-
gens hidrofob léancai egy hidrofeb burckkal veszik kiril a
peptid kitéseket és igy elésegitik a hélix képzlddést és
stabilizéldst, A sOk elbsegitik ezt az Atmenetet azdltal,
hogy egy olyan teret hoznak létre,amely a pozitiv tdltési
fehérje oldalak elektrosztatikus taszitésénak tulajdonite
hatbé,valamint azédltal,hogy ezek az oldalak nagy affini-
tdssal rendelkeznek a negativ t8ltésili detergens ionok i-
rént. A komplex képzldés és a konformécids adtmenet fiigg
a szénhidrogén lénc hossziségatdl. Bz alédtémasztja azt az
elképzelést,hogy a hidrofob kdtések dontd szerepet jat-
gzanak a protein konformécidban,és hogy hidrofob kidrnye-
zet gziikséges a hidrogén kdtés mésodlagos struktira kép=-
zéséhez és stabilizaléséhoz.
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}.§ o« Kigérleti nédazeregy

3ele Az abszorpelids spektrum moghatéroz&agg

Az abazopcids szinképeket Optica Milano CF4DR tipu-
80 regisztirédld spektrofctométerrel vettik fel. A gpektro-
fotométer felolddképessége JNA< 0,2 nm sdvszélességnek fe-
lel meg,mérési pontossdga L 0,15% . 4 1g I,/1 dekadikus
extinkcids koefflclens olvashatd le kdzvetlenll a kildnbi-
28 bullémbosszaknél. Sbbdl az abszorpeids egyltthatéd az
isnert mbédon szémolbatd kis

1
K(7) = 2,3026 4~ 1g ~r% (1)

ahol { a vizagdlt oldat rétegvagtagséga.

32+ A Tluoreszcencla spekirum Telvételey

Kézvetlen méréssel a killsd fluoreszcencia spektrum
hatérozhatd meg,ebbdl szémitissal nyerhetd a valddli speki-
rum. A kilsd fluoreszcencia spektrumokat & Szegedl Blold-
glal Kozpont Perkin-ilwmer MPF-3 tipusi spektroflucoriméte-
rén vettik fel. A gerjesztd fényforréds egy X380 150 W/4
tipusi nagynyomésel xencn léupa,a detekior egy R 106 ti-
pust fotowultiplier volt. A készlilék automablikusan korrie
gélja a gerjesstd fény latenzitéds véaltozdsdt,ezért a kii-
18ub628 iddpontokban végzelt méréseknél nem kellelt O8&-
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szehasonlité standardot hasznédlni. lehetéség volt a merd-
ioges és egyeb sz0pg alattl megfigyelésre.

Y valodi flnarecsceneia spektrum meghatérozésdhoz fi-
gyelembe kell veunl a reesbszorpeciét és a szekunder fluo-
reszcenciét., A spektrofluoriméterrel mért fluoreszcencia
intenzitésbél, I{(X)-bél, a valédi reabszorpeidra korri-
gélt npcktrnmot.:W(XW-t. a kivetkezé formulédval hatéroz-
hatjuk meg [(31]:

£, X)= C-QN)I (N) ¢ (2)
ahel ¢ konstans, az optikal elrendezéstdl és a spektiro=-
fluorinéter adataitél fugg, a fluoresszcencia )\ hullémhosz~
8zatol pcdig nem. Q(N) a spektrofluoriméter kvancum érgé-
kenysége a hullamhossz fuggvényében, ¢ pedig a reabszorp-
ci6és korrekcit,amelynek értéke merdleges,ill. L‘“ 820g aw
lasti (lasd.l.abra) megfigyelés egetén

= ..ﬁ.—-— 111. ‘ = 0(i+ p)
Y ) PO ’ ’ Lo ) '
i I i ’ A
abol 5= k(AJL, L= k(D) ===n- &5 f= k(D) "E;f 4

3

A a gerjesztd fény, A pedig a fluoreszeencia féany hullém-
hossza, { az oldat rétegvastagséga. Mivel az (') -vel @gzé-
molt ¢ értékek eltérése az (<+p)=val szamolt ¢ értékektdl

a mérési hibshatérom belil volt, ezért a nem merdleges meg-
figyelés esetén is (A+2)=val szémoltumk (o= k(M) €).
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Ha k(;\)nnx'£'< 0,5 feltétel teljesiil,akkor a sze-
kunder Iluoreszcencia hatésa a mérési hibahatéron beliil
van,és igy nem kell szémités Utjén figyelembe wenni [32].
A fluoreszcencia spektrumckat két fiipgetlen bemérésbil ké-
82ilt oldatok esetén bataroztuk umeg,és a két mérés kizép-
értékét hasznéltuk fel.

3¢5+ A gerjesztési szinképek meghatérozésa,

A gerjesztésl szinképeket szintén a Szegedi Bioldégiai
Kézpont Perkin-Elmer MPFP-3 tipusi spektrofluoriméterén
vettik fel. A kapott fobtodramokat, az I()\,) értékeket kor-
rigéltuk a xenon lampa energiaeloszlds girbéjével, EB(),) -
~vel. Az E(N4) -t egy Kipp and Zonen termoelemmel haté-
roztuk meg,melyet a kiivetta helyére tettiik és mértik az
egyes gerjesztd hullamhosszakndl a termoelem fesziiltségét,
amely az elnyelt energidval arényos. Figyelembevettik a
reabszorpeidét is a megfigyelés irdnydtél figgben [31, 331,
Ezek alepjén a gerjesztési szinképeket az

I(n,)

()\%)s 4

fexe E(Aq)

Bsszefiiggés alapjén hatéroztuk meg, ahol y a reabszorpel-
6t figyelembevevd tényezb.



wll =

3.4%4¢ A fluoreszcencia abszolit kvantum
hatasfokénak meghatéarozéasa.

Az abszolit kvantum hatdsfokot lényegében a [34]-ben
leirt médszer alapjén hatéroztuk meg. A kiilldnbség csak any-
nyi volt,hogy a megfigyelés irénya nem volt merSleges a kii=
vettéra,ezért a fluoreszcencia fénynek a megfigyelés iré-
nyéba esd részével kellett szémolni, A hatésfokot, 'q/-t,

a kbvetkezd Osszefiiggés alapjén szémoltuk ki:

, Y S 1

" 3;’“;@\(\,u ¥ “f_; =1
b n pEVa co5 ‘}a

——— (3)

1’L: T —
jjgm QA K(AdA— = 333 A K () d2

t.C)

ahol T = 0,85, a Mg0 reflexids koefficiense a gerjesz-
t8 hullamhossznédl ([35], n = 1.36 az oldat - azaz a viz~
térésmutatéja a gerjeszté hullémhosszndl, ¢ = 0,9 a ref-
lexibs veszteségeket veszi figyelembe, a Fresnel-féle for-
mulékkal szémolhaté (361, v = 45°, a MgO lapnél a ger-
jeszté fény beeséei és visszaverbdési szige, fw(7V) a
vizsgélt oldat normélt fluoreszcencia spektrums

8
tésa. A v, v, U, é8 U, szdgek jelentése az l.&bra alapjén
nyilvanvaléd,.

(S“?q&AW<ﬂAi==ﬂ ) s I_()) a gerjeszt5 fény intenzie
o
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l.ébra

A (3) bsszefiiggés csak akkor érvényes,ha

cos ?/QA o5 U3

)

mert csak ekkor alkalmazhatd az Osszefiiggés levezetése
goran felhasznédlt sorfejtés.



3.5, Lgyéb fluoreszcencia jellemzék megha-
térozdza.

. A fluoreszcencia természetes cgillapodési idejét,

‘T,"O -{ s &

dy ()

2. o 2,88 107 »? iy (5145 : S —
T 3

@ (V)9 UV v

1
J

bsszefilggés alepjén szémoltuk ki (37), ahol B az oldat
torésmutatédja, tq(ii) a normidlt fluoreszcencia spektrum
a hulldmszém filg vényében és < (5 ) az anyag moléris de-
kadikus extinkcidés koefficiense a Vv hullémszémnél,

3.6. Az elektron gerjesztési energia
vandorlésa.

Ha induktiv rezonancién alapulé energiadtaddst fel-
tételeziink a gerjesztett donor és a gerjesztetlen akcep~-
tor molekula kozdtt,akker az energliadtadds gyskorisaga:

R 6
DA Top R

Porster-féle formuldval irhaté le (311, ahol T, a donor

molekula fluoreszcencidjdnak természetes csillapodési i-
deje az skceptor molekula tavollétében, R az akceptor
és donor molekula tavolsaga, Ry pedig az a "kritikus"
tévolsag,amelynél az energiadtadéds gyakoriséga egyenld a



primer gerjesztett molekula kisugérzésénak gyakoriségi-
val. R, =t a kdvetkezd formulédvel hatérozhatjuk meg:

o0

e oy dv

= ‘l 'i)é$V)ﬁ%DCV)9“ (5)
q B

9.2 10 10 ¢* 1

nﬁ.

(5)=ben 2 orientécids faktor,amelynek értéke -§- ’
¢ a fénysebesség, n, 8 donor molekula fluoreszcenclé=
jénak kvantum hatésfoka, B a torésmutaté, N = 6-10°°
az 1 millimélben 1év6 molekuldk széma, ¢,(V) az akcep=
tor molekula moléris dekadikus extinkcidés kocefficiense,
fcyb(V) a donor molekula normélt fluoreszcencia spekt-
ruma & hulliamszim figgvényében.

A donor és akceptor molekula kOzittli energiadtadés
batékonységat, £ -t, az

kifejezés adja meg [31]. Ha az energiadtadds nem induktiv
rezonancién slapszik,akkor éltalédnosan igaz,hogy az at-
adés hatékonységa: |



\
\
|
|

(By)?
£ = 11 T
N

ahol jJ a tavolség fiigeés kitevije [38]. Tehdt,ha £ -t
valamilyen médszerrel meg tudjuk hatérozni,akkor a 1lgR
figgvényében a lg (2'1 - 1) értékeket 4dbrézolva egyenest
kapunk,amelynek meredeksége J .

A gerjesztési energia Atadésénak hatékonysdgdt ki-
gérletileg meghatarozhaté sdatokbél a kivetkezd Ssszefiig-
gés adja meg [39]:

£ = (6)

Xy (g )
-I, (A)

Ky (g )

I, (A)

ahel I, o (1)) a keverékoldat, I, (1) a csak donor mo=-
lekuldt tartvalmazé oldat, I, (7A) a csak akceptor mole-
kulét tartalmazé oldat reabszorpeidra korrigdlt fluoresz-
cencia intenzitdsa. k; ()Ks), 111, x, (;Ks) pedig a
céak donor,ill., a csak akceptor molekulat tartalmazé ole
dat abszorpcids koefficiense a gerjesztd hullédmhossznél,



3.7« Az enzimaktivités mérése.

A lizozim aktivitédsdt a [40)-ben leirt médszer alap-
Jéan hatdroztuk meg. A szubsztrit-enzim kdlcsbnhatés kb=
vetkeztében létrejovd transzmisszidvaltozast Optica Mila~-
no CP4DR tipust repgisztrald spektrofotométerrel mértik. A
szubsztrat Micrococcus lysodeikticus volt,amelyet megfe~
lels pH=-ju és detergens koncentriciéji foszfét pufferben
oldotitunk fel. Ebb8l az oldatbdl meghatérozott térfogatot
pipettéztunk a kivetvdba és ehhez szintén meghatérozott
térfogatt fehérje-detergens keverék oldatot adtunk,amely-
ben a detergens koncentracidja megepgyezett azzal a deter-
gens koncentrécidval,amely a szubsztratot tartalmazéd ole
datban volt,

Az enzim hozzdaddsédnak pillanatétoél kezdve ndvekszik
a transzmisszidé,ahogy a lizozim elbontja a szubsztrit
> =ly4 glikozid kdtéseit. A transzmisszid véalbtozasat
450 nm-nél figyeltilk meg. Az aktivitésédra Jjellemz5 meny-
nyiség az

lal = < oi - [-liﬁ%;.]

ahol At a 40 %-s transzmisszilndvekedéshez tartozd 146,

¢ & tényleges enziukoncentricidé,amely a szubsztrathoz va=-
16 hozzékeverés utén alakul ki, Mivel a szubsztritkoncent-
récié a killdnbdzé térfogath fehérje-detergens oldatok hoz-



zéadésa esetén valtozott,ezért egy korrekcioval ezt is
figyelembe vettilk,
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4, § « A viusgélt anysgok.

Fehérjeként tojasfenérjébdl eléallitott lizozimeot,

2 Nutritional Bicchemical Corporataion (Cleveland) ké-
szitményét és 1liofilizAlt emberi szérum albumint, a Re-
anal készitményét hasznéltuk fel., 4 lizozim viszonylag
kisméretii (mélastlya 150003 mérete 45x3ox30 : ) globu-
léris rehéfdo. Szerkezetét elészér D,C,FHILLIPS 4lla-
pitotta meg 1966~ban (41]. Két tirozin mclekuldt és hat
triptofén molekuldt tartalmaz. A fluoreszcencia spektrue
méban csak a triptofan fluoreszcencia Jelenik meg, &8 gere
Jesztésl energia valdszinileg teljesen Atmegy a tripto-
fanckra [29]. A hat triptofén kézil is csak a 62, 63 és
108 helyen 1évé fluoreszkél,a t8bbi fluoreszcenciija ki-
oltédik [42). Az albumin egy triptofént és tizenhét ti-
rozint tartalmaz,és a gerjesztd fénynek a 19,5 %-4t asz
egyetlen triptofén nyeli el (43], A fluoreszcencia szin-

képében mind a tirozin,mind a triptefén fluoreszcencidja
~ megjelenik 280nm-s gerjesztd féuynél,csak a triptefén
fluoreszcencidja sokkal intenzivebb,mint a tiroziné,mert
valészinilileg a gerjesztési energia nagy része Atadddik a
tirozinekrél a triptoféanra [44]). Az slbumin szintén glo=-
buléaris fehérje,valamivel na;yobb mint 2 lizozim: wmbl-
silya 67000,

Az alkalmazott detergens a triton X-100, a2 Rhoom

and Heas céyg gyértmanya volt., ¥z nem lonos deterpens ég
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gyakran hasznéljék biolégial vizsgdlatokban ([1,2,45-47],
Szerkezetl képlete: ‘

77\
Cglly o -<i==:>- 0 (CE,CHL0 ), H

ahol x ~10 (48], Moélstlya 647, micelldit kb, 100 mole-
kula elkotja (49], kritikus micella koncentriciéja:
3.10™ u (5,501,

A fehérjékbdl és a detergensbil 0,05 M-g pH = 7
foaszfat pufferes tdrzsoldatot ké-iitottﬂnk és ezekbll
pipettédztunk ki megfeleld térfogatokat a fehérje,a de-
tergens és a fehérje-detergens keverékoldatokhoz, A li-
zozim koncentrécidja 2-107® M-to61 6, 107 M-ig, az al=
buminé 2-10™° M-t61 8-10™% M-ig és a triton X=100 =é
pedig 2-10™° M-tél 8-10™ M-ig vAltozott.

A felhasznélt Micrococcus lyscdeikticust a
Worthington Biochemical Corporation (Freshold,New Yersey)
kégzitette,



5.6+ A tritom X-100 fényelnyelése

és fluoreszcencidja.

5¢ls A triton X~100 fényelnyelése,kritikus mi-
cella koncentracid,

A triton X~100 szerkezetl képletébdl léthatéd, hogy
fencl kromofort tartalmaz,ez az ultraibolya tartoményban
nyel el., Az abszorpcids spektrumét mér régebben meghaté-
rozték [5]. A molaris dekadikus extinkcids koefficiens,
¢ (A\), bizonyos mértékben fiigg a koncentréciodtol,

15F

£(A)10°
10

2.8bra
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tehét a Beer-tdrvény nem érvényes (2.4bra). Az ¢ ())

csak kissé nivekszik a detergens koncentrécié ndvelésé-
vel a 275 nm-s séavban, Jjelentésebben ndvekszik a 282 nm-s
84v. Lzek az abszorpcids sévok a c.m.c. feletti tarto-
ményban a detergens koncentricidé ndvelésével eltolédnak
277 nm-re $s 285 nu-re, Ennek a valtozésnak a magyaréza-
ta [5] szerint az,bogy a kromofor erdsebben hidrofodb kdre
nyezetbe keriil a micellék kialakulédséval.

A 285 nm-nél fellépd abszorpcidvaltozdst fel lehet
hasznélni a c.m.c. meghatérozéséra, (5)-ben ennek alap=-
Jén hatéroztédk meg a c.m.c.~t vizes triton X-100 oldatban
és 0,2 mg/ml-t kaptak, ami megegyezett az Altalunk kapott
3.5'10"q I értékkel. Bzt az értéket egyrészt abszorpcid=-
méréssel nyertik (3.4bra), mésrészt kordbban végzett fe-
lileti fesziillteég méréssel [50]. Ha a 285 nm-nél mért
k (285) abszorpeids egyiitthatékat a koncentracié figgvé-
n:‘bcn abrézoljuk,akkor két egymédssal szbget bezdrd egye-
nes szekaszt kapunk., Ez csak viszonylag kis koncentrécid
tartomanyban igaz szigorfdan,mert ceak ott tekinthetd ki-
elégitd kdzelitéssel érvényesnek a Beer-tdrvény. Méréseink
sorén elég nagy koncentrécié tartomdnyt vizsgdltunk. Itt
mar a Beer-tirvény szigorian véve ugyan nem érvényes
(2.4bra), mivel azonban az eltérés nem nagy, varhatd,hogy
k (285) a koncentrécidé figgvényében nagy koncentrécid tar-
tomény esetén is két szdget bezdrd egyenest ad. Kénnyebb
ébrézolbatésdg kedvéért a koncentréelid logaritmusénak fiigge



vényében dbrézoltuk a k (285) értékek logaritmusét, és
valéban két egyméssal pérhuzames egyenest kaptunk (3.4bra).

2 /
a A=275
o A=285 J #
ye
1 &
&
g k()
A/c/
of e
o’/
F
_1._
-2._
3
gc(cM) ——
50‘-er

A tO0rési szakaszhoz tartozd koncentrécidé tartoményban keze
denek a micelldk kialakulni., Osszehasonlitésul k&z8ljik a
lg k(275) értékeket is a koncentricié logaritmusénak fiige-
vbnx&ben,nni azt mutatja,hogy a 275 nm-s s&v viszonylag
Jél kidveti a Beer-tirvényt.
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5¢24 A triton X-100 fluoreszcencidja.

A fluoreszcencia spektrumokat 275, 285 és 290 nm-s
gerjesztd fénnyel vettilkk fel. A spektrumok menete mind
hérom esetben azonos volt,ezért csak a 285 nu-s gerjesze-
t6 fény esetén kapott gdrbéket mutatjuk be (4.4bra).

200r

—— 11102 M Triton X-100

4 .,4bra

Mindegyik spektrum 305 nm-nél mutat egy maximumot. A de=-
tergens koncentricié ndvelésével 5'10‘“ M koncentrécid=
val kezdddfen egy véll jelentkezik 340 nm-nél, amely a
koncentrécidé nbvelésével btovabb novekszik, Ez arra mutat,

hogy a koncentrécié névelésével valamilyen 0j, fluoresz-



k&4lé molekula-komplexum (micella, aggregatum) képzddik.
Az quSQO)/tqf}OS) bényadest a koncentrécidé logarit-
musdnak fliggvényében az 5.4bra mutatja.

o5F r A
o (345)
fqmax A
A
A
A
A A A A
0 1 ] 1
-5 -4 =3 =2

igc (c M) ——

Se dbra

Mivel a gbrbében a tOrés éppen a c.m.c.-nél ian. ezért
ez a mbédszer is alkalmas lehet a c.m.c. meghatérozéséra.
A gerjesztési szinképet is felvettik 305 nm-s és
340 nm-s megfigyeld hullémbossznél, A relativ gerjeszté-
gi szinképek és a relativ abszorpcids szinképek a méré-
gi hibahatéron beliil megegyeznek, tehdt mind a 305, mind
a 340 nm-nél lévé fluoreszcencia sév az abszorpcidés gire



be mindkét sdvjatél szérmazik. 92 arre mutat,bogy a két-
fajta (305 és %40 nm meximumi) fluoreszkélé komponens ki
z0tt az elektrongerjesztésl energia édtaddsa gyakorlatilsg
teljes. A 2-107 ¥ triton X-100 oldat esetén a relativ
abszorpcids és gerjesztésl szinképeket a két megfigyelé~-
81 hullémhogszndl a 6.4bra mutatja.

Am=305nm Am =340 nm
— ket (N) — kret (N)
0 foxcyrel (A) 0 fexcyret (N)
10F f or ‘
Keet (A) Kret (A)
fexc,rel o fexc.rel \)
d

o
(8]
T
O.
\
(@]
[84)
T
(¢

) \Q, 0 |
250 300 A(hm)— 250

S.4bra

A (4) Bsszefiggés alapjén uﬁghatérozcuk a fluoresz=
cencia csillapodds idejét is az 1-10™2 ¥ triton 13100
oldat esetén: T = 4,6 107 s. A (4) alapjén kapott T,
természetesen kismértékben filgg 8 koncentrécidtdl, mivel
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€ (A\) is figg t6le. A (3) Ssszefiiggés alapjdn a triton
X=100 abszolit kvantum hatasfoka n = 0,3 280 nuo-s
gerjesztd fény esetén.



6. &+ A lizozim fényelnyelése és

fluoreszcenciaja.

A lizozim fluoreszcencia jJellemzdéit mér sokan vizse
gélték [ 1.pl. 29, 51, 52). Tébb kdzlemény foglalkozik a
kdrnyezet hatéséval is. Igy pl. [29l-ben a pH hatését,
[53]-ban & pH és hémérséklet hatésdt vizsgaltak.

A jelen munkéban sziikség volt a lizozim abszorpcids
és fluoreszcencia spektrumédra,abszolit kvantum hatésfo-
kéra és csillapodédsi idejére,ezért a rendelkezésiinkre
4llé lizozim esetén Gjra meg kellett hatéroznunk ezeket.

510°M Lizozim

k(\)

250 300 A(m) —

7 .4bra
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A 7.4bra mutatje az 5-10° M koncentraciéji lizozim
oldat abszorpcidés spektrumdt. Az ¢(280) értékeket a kon=-
centrécié logaritmusénak figz-vényében a 8,4brén tintettik
fel. A nagyobb koncentricitkndl a csbkkenés annak tudhatd
be, hogy az c()\) szémitéséndl a felhasznalt koncentréclid
nem valdédi monomer koncentrécié,hanem annédl nagyobb.

o o
37+ o
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e(A)10° 'Y
3.6 = \\
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35- \
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e — I
-6 -5 -4
lgc(cM) ——
S8.a4bra

Ugyanis a koncentrécié nivelésével a lizozim aggregé-
l6désra képes és monomer-dimer egyenshly 4ll be [54).
Az 4ltalunk felhaszndlt legnagyobb koncentrécidnal
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(6-107* M) a molekuldknak kb. 8 20 %-a dimerizalédik.

A dimerizécié kb, 2-10™2 Me-nsl nagyobb koncentricidknél

valik szémottevdvé, mert ekkor a bemért molekuldknak kb.
7 %=a dimerizélédik.

A fluoreszcencia spektrumok eloszlésa a koncentracid
fiiggvényében lényegesen nem valtozik ([55]. 340 nm-s mege=
figyeld hullédmhosszndl felvettilkk a gerjesztési szinképe-
ket,amelyek az abszorpcidés szinképekkel jo6 egyezést mu=-
tattak.

! 510° M Lizozim l 10° M Lizozm
foncirei (A} 0 fexc.ret ()

VAR Y

0 = [o; A

250 30 Aem— 250 300 Alm) ——

9 . abra



A 9.,4bra pl. az 5016‘5 Més 1-10™% M koncentrécidju
lizozim oldatok relativ ebszorpcids és gerjesztvésl gzin-
képeit mutatja.

A fluoreszcencia cgillapodédsi idejét és az abszolut
kvantum hatésfokét a (4), 111, a (3) Gsszefiiggés alap-
Jjan hatéroztuk meg. A Eapott értékek:

T= 1,96 10~ o és 7= 0,074

Az irodalomban ezek az értékeks U= 2,1077 s (56] és
N = 0,07 [57]. Az 1) meghatérozésndl a gezrjesztd hule
lémhossz 280 nm volt.

A vizsgdlt koncentraciétartomdnyban a T és 1) esu-
pén kismértékben firg & koncentrdcidtél,mert & (1)) és
fq,(ﬂ) is csak kismértékben véltoznak, Hzért ezeket a
valtozédsokat elhanyagoltuk,mert a wmérési hiba nagység-
rendjébe esnek.



7.8+ Az emberi szérum slbumin fény-
elnyelése és fluohe::oonottaa.

Az emberi eredetii szérum albumin f{luoreszgencia
Jelleuzéi j61 ismertek az irodalombél (51, 52]. Minthogy
vizsgélatainikhoz szlizségink volt az abszorpclids,valanint
a flucreszecencia szinképek szédmezeri adataira,és a rene
delkezégilinkre 4110 slbumin minta fluoreszcencidjénak abe
#z0lit kvantum hatdsfokéra, ezért ezeket a jellemabket
ujodl meghataroztuk,

-5 )
k(M) 210 "M Albumin

zéo 300 Nnm) ——

10.ébra



A 10.,ébra a 2-10™° M koncentréciéjd slbumin oldat
szinképét mutatja. A koncentrdciétél az abszorpcids szine-
kép alakja nagyjébél filggetlennek mutatkozott, de a mo=-
léris extinkeids koefficiens kissé figpgbtt. A meximumhoz
tartozé c()\) értékeket a 1l.4brén tiintettilk fel,

31
2 o
e(A)-10*
2|9-
o o
()L o O g
2.7'_ o
1 1 1 1
-6 -5 -4 -3
igc(cM) —
1ll.é4bra

Habér ezek eléggé szdérbddnak,de tendencia jellegiien a kon-
centricié ndvelésével kis mértékben csdkkennek, £z ~ha-
sonldéen a lizozimhoz - azzal magyarézhatd, hogy a nagy
koncentriciéknél az albumin argregélédik és igy az ¢ (0)
szémitésdhoz felhaszndlt koncentricidé (a bemért koncent-



récié) nem & valdédi koncentrécioc.
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A 12.4brén a 2-10™7 u koncentréciéjt albumin cldat
fluoreszcencia gpektruma ldathatdé.A fluoreszcencia meximum
helye 339 om, ami az ircdalmi értéikkel jé egyezésben
van [52]. 20% nm-nél megjelenik egy véll, ami & tirozin
tlaoreazcenciéré Jellemzb, A 739 nm-s maximum a tripto-
fén fluoreszcenciénak felel meg. A koncentrécid névelé-
gével a spektrum alakja és maximum helye nem valtozik,
280 nm-s gerjesztd fény esetén az abszolit kvantum ha-



tésfoket (3) alapjén szémoltuk és értéke: m) = 0,029,
ami 8z irolalml értékkel jol egyezik (52).
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8.5 ¢ 4 lizozim és triten X-100 keverék
oldatok fényelnyelése és fluoreszcencidja.

Egy adott koncentréciéndl a két komponens relativ

abszorpcidés és fluoreszcencia szinképét a 1l7.4bra mutatja.

— ke (A) Lizozim

—-= ko (A) Triton X-100

= fqrel(N) Triton X-100
« faret(A) Lizozim

10

firet(A)
krel (A)

05

13) +&bra

Négy killonbizé koncentréciéji lizozim és triton X-100
keverék oldatban hatéroztuk meg az abszorpcidés, fluoresz-
cencia és gerjesztéesl szinképeket, A vizsgélt oldatok Usz-

sgetétele lizozimra és tritonra nézve:



5.10"7 i lizozin + 5-10™% M triton X=100,
5.10"7 M lizozim + 1-10™° M triton X100,
1-10™% i 1isosin + 5.10"% M triton X-100,

12074 M lizmosim + 1-10™7 M triton X=100,

Az sbegorpeids szinképek JO kbzelitéesel edditivak
voltek. A 14, dbra nutatje a négy keverék oldat és a koue
ponens oldatok abszorpecide szinképeit a kouponensekbdl
szdmitott Bseszeg-~szinkdpekkel egylitt,

A fluoresscencie szinképeket 275 nues &8 290 nu-s
gerjeszt8 fény esetén hatdroztuk meg. A 275 noes gere
jeeztés esetén kapott fluoreszcencia spektrumok a 15,
ébrdn ldthatdk.

Megdllapithatd, hogy & triton X«100 305 nuenél lé=-
v8 csucsa a keverék oldatokban nindig lecstkken. Bzért
feltételezhetd, hogy & gerjesztdéesi energia egy része a
triton X«100-rél & lizozimnak adddik dt. Ezt a liszosiun
abszorpeids és a triton X-100 fluoreszcencia szinképé=
nek viszonylag nagyobb &tfedése (13. dbra ) 48 érte
hetdvé teszi. Bzenkivill a triton X100 fluoreszcencia
eeillapoddel ideje ezy nagysdgrenddel nagyobdb nint a
lizoziné, ani szintén az energiadtadds wegldtét tdnaszte
Ja ald,
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[34]=ben megadtak egy Osszefiiggést a két komponen-
gii keverék oldat fluoreszcencia kvantum eloszlés spekte
ruma (£(\) ) és a két komponens fluoreszcencia kvan-
tum eloszlds spektrumai (£1(7V) . 22(?V)) kBz8tt arra
az esetre, amikor nincs gerjesztési energia atadds a

komponensek koézdtts

K (OD M0 £2,(0) k(A M2 £5(0)
2(N) = » (7
I (N3 + ky (N1 ,00)

ahol kl(X) és 711(R), 111, kz(A) és le(A) az elsd
i1l., a mésodik komponens abszorpcids egylitthatéja és flu-
oreszcenciédjéanak abszolat kvantumhatésfoka a gerjesztd
bullémhosszndl. Ha a mért és a szémitott £( ) értékek
eltérnek egymastél, akkor ebbdl az energiadtadés meglé-
tére kivetkeztethetiink,

A (7) bsszefiiggés alapjén kiszémitottuk a négy ke-
verék oldat esetén az f£()') értékeket a 5\8 = 275 nm
L JKS = 290 nm gerjeszté hullédmhosezsknél.

A 16.4brdn az 5-107° M lizozim + 5-10™" M triton
X-100 keverék oldat szémitott és mért fQ“O\) értékeit
tiintettik fel. A mésik hérom keverék oldat esetén a mért
és szémitott spekirumock kﬁzatti kiilonbség hasonlé volt,

ezeket a spektrumokat nem mutatjuk be.
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510°M Lizozim+510"M Titon X-100 510° M Lizozim+513" M Triton X-100
— mért fq(A)  --- szamitott fy(A) — mért fy(\) Ag=275nm
N --- szamitott fy(A)
15 ‘ \\ )\g=290nm 15

10

1 L L 0 L 1
300 350 400 Anm) —= 300 350 400 Nnm)—

l6.ébra

Megéllapithatjuk, bogy a 290 nmes gerjesztd bulléme
hosez esetén a mwért és gzémitott spektrumck eltérése ki-
cginy, ezért a tritonrél lizozimra tOrtémd gerjessztési e~
nergia Atadés jelentéktelen, viszont a 275 nm-s gerjesz=
tés esetén szdmottevd a killdnbaég a mért és a szémitott
spektrumok kdz8tt, tebdt van energisbtadis.

Ennek az tnorgtaitadtnnak'i hatékonységét a (6) Ssz-
pzefiggés alapjén szémoltuk ki, és az egyes oldatok esetén
az I.téblézetban tintettik fel az értékeket.



o Al =

Iot&bl‘l&t
ﬁm"f M ?im"f u hrlo"“ u ﬁm“' M
% Z02 202 202 Z02
oldat | 4 5-1055 s 110w, 5,1394 M|+ 1—1(%’3 ¥
triton triton triton triton
¥ 0,138 0,111 0,167 0,155

A téblézat adataibél lathatd,nogy az energladtadéds
hatékonysédga a legnagyobb abbqn az esetben, amikor a
[tritonl/[lizozim] koncentrﬁclé arény a legkisebb, és
amikor ez az aréany nagy, akkor a hatékonysdg csbkken,

Eonek oka egyrészt ez lehet,hogy az 1-10™ M kon=
centrécidéju triton X-100 cldatban mér Jelentds mennyisé-
gi micella is jelen van. A detergens kromoforja viszony-
lis a micella belsejében helyezkedik el és nem a felii-
letén,igy nyilvéan nehezebben képes az energldt 4tadni az
oldatba, ill, a micaila feliilletén 1év8 fehérjének ([141].
Mésrészt viszont, ha a lizozim mclekuldk szédma megnd,ak-—
kor az dtvevd centrumok tibben lesznek, és igy nagyobb a
valégziniisége annak,hogy egy triton molekula a gerjesz-
tett Allapot élettartama alatt taldlkozik egy gerjesztet—
len lizozim molekuléval, éaelg képes az energisdt atvenni.

A tovdbbiakban azt kivéntuk felderitveni, hogy a ger-
Jjesztési energia abadéds hatékonységa hogyan figg a mole-
kuldk kozott 1évd tavolsagtél. Lzért egy széles koncent-



récié tartoményban ( a triten X-~l00 koncentrécidja :
2-1077 M=t61 6-10™ H~ig, & lizozimé pedig 2-107° M-
-t61 6-10™% lM-ig valtozott) a triton/lizozim mélardny
minden esetben 10/1 volt) meghatéroztuk az £ -t

275 nm-g gerjesztd fény esetén. Az abszorpeids egyiittha-
tokat 275 és 305 ne-nél ég a reabszorpeidéra korrigélt
fluoreszcencia intenzitésokat 305 nm-nél a II.tédblézat
tartalmazza.

Az asbszorpcids egyilitthaték 275 nm-nél additivak az
egész vizsgélt koncentricid tartoményban. 305 nm-nél ez |
mér nincs igy, de itt a spektrumok lébaindl a kisg k(1)
értékek miatt a mérésli hiba rendkiviil nagy, ezért az el-
térések valésziniileg a mérési pontatlansdgbbdl erednek,

A megfeleld adatok segitségével a (6) Osszefiiggéa~
b6l meghatéroztuk az £ értékeket az egyes keverék ol=-
datoknél., A 1g (2™t -‘1) értékeket a donor és az ake
ceptor molekuldk kSz0tti R tﬁvolsﬂg logaritmusénak
figgvényében abrézoltuk (1l7.ébra). Jelen esetben az R
pontos meghatéaroczésa nehéz lenne, mert az oldatok nem
ekvimoladris keverékeket tartalmaznak. Viszont az egy-
més utén kivetkezd oldatok esetén az 'g tavolsagok a-
rédnya megegyezik pl. a caak‘donor molekuldk tavolsdgénak
arédnyaval, egyenletes eloszlést feltételezve, Ezért,bha a
1g (£™} - 1) értékeket a donor molekuldk kdzsttl R té=
volsdg logaritmusénak fiiggvényében Abrézoljuk,akkor ez
azt jelenti,hogy a 1lg (£} = 1) értékexet valamilyen



T. tablazat
Oldat k(275) | k(305) 1(305) £
’aelozg M lizozim 0,183 0,038 0,53
g«%g‘ ﬁ {iigggn 0,060 0,000 6409 0,0031
*3,10‘5 M triton 0,240 0,040 6,60
6“19:§ M lizozim 0,486 C,076 0,95
g'%g_é : fiitog 0,198 0,006 17,54 0,0287
6-107% ¥ triton | 01712 | 0,088 | 18,00
1-1077 ¥ lizozin | 0,825 | 0,112 1,78 |
%’%8“5 g {iitog Os324 O,0lo 25432 0,0661
*1'10'“ ' tr?g:n‘ 1,175 05150 25,48
2-1077 M lizosim | 1,700 | 0,224 2,62
50%2“5 g giito? 0,661 0,018 32475 0,1003
+2°:10 7 M trfggnn 24290 0,260 32,19 |
601025»3 lizozim 4,690 0,650 1,95
20%3_5 g.gfitgg 2,060 0,025 22454 00,1317
+6910"4 M trigonn 64510 0,639 21,63
1v10f§ M lizozim 2,870 | 1,085 2493
io%g_“ : :iétggm 3e400 0,036 40,48 0,1122
e (9]
+1-10™2 M triton 11,870 | 1,145 39,01
2»102§ M lizezim | 15,800 | 2,210 2,51
2r§g"“ : {iito? 6,47%0 0,073 45,05 0,0786
+gv10“3 M trig:nu 22,400 24303 44,10
4610:2 i lizozim 32,200 4,726 0,92
zvig_a § ziibo? 13,930 0,150 18,63 O,0616
® , Z0Z1im
& .10~ ¥ triten 47,800 64260 18,43
6»1o:§'u lizozin 55,400 8,790 1,34
2*%8.“ : ziitc? 21,700 0y245 31,74 0,0948
4 : Z0Z1im
+6-10™7 M triton | 509790 | 8y0%¢ | 30,12




médon eltoljuk a 1gR tengely mentén,de a gbrbe meredek—
sége nem valtozik meg. Hzért a kapott 4brérdl csek a J
értéket tudjuk meghatérozni, az Ry értékét mér nem.

r Lizozim +Triton X-100

lg(f1)

20

15 2,0 25
IgR —=

17 .4bra

Kis koncentrdciék esetén a 1g (£™F - 1) gdrbe ponte
Jjal egyenest hatéroznak meg, amelynek s meredeksége :
J = 5,8. A méréei pontatlansdgokat figyelembe véve, ezt
a J értéket tekinthetjiik S.nak; ami arra utal, hogy
amig az oldatban nincsenek micellék, addig érvényes az

energlaétadds hatékonysfgéra az



Osszefiigeés, A micelldk megjelenésével az £ egy kdzel
allandé érték koril szbérddik.

A c.m.c., feletti detergens koncentriciéd tartominy-
ban a gzabad detergens molekulédk széma &llandd (581, te=
hat a lizozim koncentrécid ndveléeével az energisdtadéds
hatékonységanak ndvekednie kellene, feltételezve,hogy csek
szabad delergens molekularél megy at =2z energia a fehér-
Jje molekuléra.

Az £ ndvekedését nem tapasztaljuk. Dzt értelmez-
hetjik azzal,hogy a lizozim molekuldl a micelldkkal lép-
nek kilcsdnhatésba, a micelldk feliletére adszorbedléd-
nak, és igy @ szabad detergens molekuldktél vald tévol-
sdguk nem valtozik, hasonléan a tween 20 és lizozim rend-
szerhez [14],

Az sktivitds mérések is a lizozim-micella k@lcsine-
hatéds meglétét téamesztjdk ald. A II.tédblézatban szerep-
16 lizozim és lizozim-btriton keverék cldatok aktivitésat
meghatéroztuk. Az 132] /.[‘1] hényadost,ahol [‘2] a li=
sozim-triteon keverék oldatban a lizozim aktivitésa és

[‘1} e csak lizeczimot tartalmazd oldat aktivitésa, a
detergens koncentricid logaritmusénak fiiggvényében &bréa-
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A két cldatban a lizozim és a szubszitrat koncentrécidje
azonocs velte.

Lathatd,hogy a triton X«100,amikor jelenitds mennyi-
ségben van jelen micella, a lizozim aktivitéséat nficgy
60 %-kal megndveli. £z egyrészst pekivetkezhet azérty,mert
a triton X=100 fellazithatja a szubsztrét sejifalédban lé-
- v6 kbtésekebt,mhsrészt viszont feltételezhetb, hogy a lizo-
zim a2 micelléval olyan orientdcidju kilesdnhatésban van,
amelynél az enzim aktiv cldala jobban hozzéférhetd a
szubgztrdt széméra.



9¢ & o Az albumin és triton X-100
keverék oldatok fényelunyelége ég fluoresscencidja.

Az 5'10‘“ M koncentrécidéji triton X-100 és az
510" ¥ koncentrdciéjti albumin oldatok, ill. keverékik
abszorpcids spektrumait a 19,84brén tlintettiix fel.

—— 510°M  Albumin
— 5-10’; M Triton X-100
— 510°M  Albumin + 510“M Triton X-100

seee —— ==

19,.4bra

A  pontozott vonal a két komponcns abszorpeiéjénak Sssze-
ge. Lathatd,hogy a két komponens abszorpeidja nem szigo-
rian additiv, Ez srra utael,hogy a komponensek kdézdtt,leg-
alébbis kis mértékben kdlcslnhatés van,
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A 20,6bra mutatja az slbumin és a triton X-100 re-

lativ abszorpeids és fluoreszcenclia spektrumait.

10 Albumin
Triton X-100
Triton X-100
fq,r o(N) Albumin
kret (A)
05+
250 300 350 400 Al(hm) —

20.8bra

Az albumin abszorpcids szinképe eléggé atfedi a triton
X~100 fluoreszcencia szinképét. Lzért vérhaito,hogy keve=
rék oldatben létrejon a gerjeszbtdsi elektron energia &te
adésa a tritonrél az albuﬁinra. Ezt a keverék oldatok
flucreszcencie spektrumal is mutetjédk, A 21l.4brédn az
5»10‘6 ¥ slbumin ¢ 5'10"5 ¥ triton X-100, valamint a2
5010‘4 ¥ albumin + 5:10'3 ¥ triton X~1C0 keverék oldateok



mért és (7) alapjan szémitott flucreszcencia spektrumai
létbhatdk. A gerjesztd hullédmhossz 230 nm velt,.

5.10°M Albumin+ 5% M Triton X-100
mért fq (}\)
szamitott fq(N)

L)/
\
?\g =280 nm

20 -

0 1
300 350 400 Alnm)—
201 1 510°M Albumin+510° M Triton X-100
/1 — mért fy(A)
4@ ---- szamitott fq(A)
10 |
0 1 1
300 350 200 Anm) —=—

21l .8bra
Fzen két anyag esetén is igyekestilk meghatérozni,hogy
8 gerjesztéel energla étaddsénak hatékonységa hogysn figg



a molekuldk kdzdtvl tavolsagtél. Ezért egy széles kon-
centrécié tartoményban meghatéroztuk az £ -t a (6)
Usszefiiggés seglteségével. Az albumin koncentrécidja
2:107° M-t61 8-10™ M-ig véltoszott. A triton X-100-¢
pedig 21077 M-tél 8-10™2 M-ig. Az albumin-triton
X-100 mélarénya 1/10 volt minden esetben., Azért védlaszs-
tottuk ezt az arényt, mert a triton X-100 ¢ ()\) érté-
kei kb. egy nagységrenddel kisebbek, mint az albumin ¢ (1)
értékei. Ezért a fentl ardny esetén a komponensek abszorp-
cié, ill. varhatélag a fluoreszcencia intenzitds értékei
is jOl Osszemérhetdek. A gerjesztd fény kb, 6 nm fél-
érték szélességii 281 nm-s meximumi sév volt. Ily mbédon
Jél1 mérhetd fluoreszcencia intenzitédsckat keptunk, Mivel
a gerjesztd fény meglehetbsen széles sévval rendelkezett,
ezért a (6) Osszefiiggésben szerepld abszorpcids egyiitt-
haték helﬁctt a gerjesztd fényre vonatkozéd 4tlages ab-
szorpeids egyltthatékkal szémoltunk,

A I1I.téblézat tartalmazza az egyes komponens olda-
tok, ill, keverék oldatok abszorpcids egylitthatéit 280
nm-nél és 305 nm-nél, valamint 305 nm-nél a reabszorpci-
6ra korrigdlt fluoreszcencla intenzitésokat, és az egyes
keverékeknél a (6) Osszefiggés alapjén szémitott £
értékeket.

Az egyes keverék oldatok esetén kiszémolt 1g(£™* =1)

értékeket a 1gR filigevényében dbrézoltuk (22.4bra).
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I, tablazat
Oldat k(280) | k(305) 1(305) £
2»10_“5 M albumin 0,163 | 0,031 0,841
2f§g_6 : :iiton 0,059 0,006 2,578 0,0131
+3-1075 M triton Os200 | 0,025 | 3,389
5-10:2 ¥ albumin 0,361 0,033 1,758
10 2 M triton 0,135 0O,0l0 6,256 0,0326
10~% ¥ albumin : !
-0»5:1.0"'5 M triton 0uA97 04845 7,828
11077 M albumin | 0,784 | 0,093 | 1,524
i:%g'5 : :i%t°: 0,267 0,006 4,416 0,1l000
+1-10~% M triton & 01996 | 0,107 | 5,546
2clo:§ ¥ albumin 1,467 | 0,178 2,281
gf%g_s t :i:togn 0,554 0,011 6,903 O,1clc
’ um
'5-1077 M albumin | 3,592 | 0,396 | 3,59
;5018_5 : tigtog 1,545 0,024 8,629 00,1460
22070 K orpeost * | 5,083 | 0,432 | 13,156 |
| | | |
| 140:‘3‘ M albumin 2,725 | 0,922 | 1,714 |
12077 M triton 3,214 0,035 | 5,095  0,1828
130 Malbumin + |44 595 | 0,968 | 6,019 |
240.’_; M albumin 14,386 = 1,441 3,072
21077 M triton 6,654 0,064 11,165 | 0,1l01
2/10-3 § Libumln + | 20,585 | 1,579 13,169 |
| 5»10:§ M albumin 34,585 3,620 4,193
5=%g_~ : triton 17,121 0,291 16,641 O,4000
+g:10‘3 M :i?g::n 49,868 4,025 15,080
8-10:§ M albumin | 61,019 = 5,883 1,30l |
(81077 M triton 27,40l 0,271 6,114 = 0,3322
+8.1073 ¥ srivon | 6,044 5,565 |

?860959
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Az BRet bhasonld médon szémoltuk ki,mint a lizozimetrie
ton X-l00 keverék oldatoknél.
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A 1g (£72-1) érvékek 4ltal meghatérozott egyenes
meredeksége 1,7. £2 azt mutatja, hogy a két kompenens
nem egysszeriien keverék oldatet alkot, hanem bizonyos wér-
tékil kbtbdés Jon létre kOzittik, Més irdnyld vizsgdlatok
szerint [55] az albumin melekulén 10 clyen hely van,s-
hol képes megkltni az albumin a triton X-100-i, abban ag
esetben, ha & triton koncentrécid kisebb mint a c.m.c.



kétszerese és a triton/albumin mélarénya nagyobb mint kete
t6. FoACRuUEN [12) megéllapitetta, hogy & triton/albumin
mélardny 10, akkor egy albumin molekula kb, 5 triton X-100
molekulat képes megkdtni. A killdnbizbd kdtddési vizsglla=-
tok szerint [12, 48, 59] a kotddés mértékés nem csak a két
komponens mélarénya hatérozza meg, hanem a komponensek
koncentracidéi is. A 22.,4bra szerint a koncentrécid ndve=-
lésével nd az £ értéke, tehdt feltételezhetjik, hogy
egyre ndvekvd koncentréacié esetén az albumin molekulédk
egyre toébb triton X-100 mclekuldt képesek megkitni és igy
megnd az energladtadés hatékonységa. Ily mbédon a szabad
triton X-100 molekuldk széma csdkken és igy a c.m.c., na=-
gyobb koncentrécidk felé tolddik el, ugyanis a micellédk
csak akkor kezdenek klalakulni, amikor a szabad molekulék
koncentréacidja eléri a c.m.8 -nek megfeleld értékeket.

Az albumin molekula (ha feltételezzilk,hogy gdmb ala-
ki) asugara (kb. 34 2) Osszemérhetd a micellék sugaréval
(kb, 48 & (48] ) (ha Peltételezziik, hogy a micella szin-
tén gomb alakd). Igy nem valdészinii, hogy ebben a rende
szerben micella-albumin kdlcsdnhatés létre jon., Annak el=
dontésére, hogy a c.m.c. feletti detergens koncentrécid
tartoményban milyen a rendszer, még tovabbi vizsgélatok
gzikgégenek,
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Osezefoglalés.

A fotoszintetizdld szervezetek tanulményozésa sorin
gyakran kezelik a kloroplasztisz szuszpenzidkat detergen~
sekkel, hogy kiildnbizb biglant-fehérde komplexeketitartale
mazd frakcidkat @lliteanak e¢ld., Lzideig keveset tudunk apr-
ré6l, hogy a detergensek hogyan befolyéscljdk az igy kapott
komplexek tulajdonségait. E disszertéciéban a detergens—
~fehérje kélcsbnhatds szisztematikus vizsgdlatadt tiztik
ki, |

A lizozim és triton X-100, valamint az albumin és
triton X-100 keverék oldatokban megvizsgéltuk a triton
X~100=-r61l torténd elektron gerjesztési energia adtaddsénsk
hatékonysdgdt az oldatok koncentricidjanak fliggvényében.,

Ebhez meg kellett hataroznunk a triteon X-100 fluo-
reszcencia spektrumdt és abszolit kvantum hatdsfokat,a-
melynek értéke O©,3 280 nm-sg gerjesztd fény esetén,

A koncentréciéd fiiggvényében a triton X-100 fluoreszcen-
cii gpektrunénak eloszlés gdrbéje valtozik: a kritikus
micella koncentrécid felettl koncentrécid tartoményban
megjelenik egy 4J flucreszkdlé komponens 340 nm-nél,a-
melynek fluoreszcencia intenzitésa ndvekszik a koncent-
réacié ndvelésével.

Megéllapitottuk,hogy a lizoczim + triton X-~100 rend-
szerben az energladtadde hatékonysdga a kritikus micel-
la koncentrécié alatti detergens koncentrécidk esetén a
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molekulék kdz8tti tavolség reciprokénak hatodik hatvé-
nyaval arényos, mig a micelldk megjelenése utén gyakore
latilag &llandé., Ez azt Jelenti, hogy kis detergens kone
centrécidk esetén nincs kémiai kdlcsdnhatés a lizozim
és a triten X-100 molekuldk k6z0tt, és a lizozim mole-
kuldk csak a micellékkal vannak kdlcsdnhatésban, Ezeket
2 megéllapitésokat az enzimaktivitds méréseink is alé-
tamasztjdk, emelyek szerint a kritikus micella koncent-
récidé alatt a lizozim aktivitésa nem valtozik a keverék
oldatokban, de ha a micelldk Jjelen vannak, akkor kb.

60 %-gz emelkedést lehet tapasztalni, Ezt a novekedést
nég eldseglitheti az is, hogy a micelldk "fellazitjék™

a szubsztrat faléban lévé kdtéseket,

Az albumin + triton X-100 rendszerekben az energia-
atadéds hatékonységa az egész vizsgdlt koncentrécid tar-
toményban a molekulédk k6z8tti tAvolsdg reciprokénsk mé-
sodik hatvényéval arényocs. Ez azt Jelenti,hogy az albu-
min és a triton X-100 molekuldk kdzdtt kémiali kdlcsdne
hatés lép fel.

Korébbi vizsgélatok szerint (12, 58, 59] ennek a8 kdtd=-
désnek a mértéke filgg a két komponens mdélardnydtdl és
koncentridcid jatél, Bzért rendszeriinkben feltételezhet=-
Jik, hogy egyre nivekvd koncentrédcid esetén az albumin
molekuldk egyre tobb triton X-~100 molekuldt kétnek meg.
Igy a szabad triton X-100 molekuldk széma csdkken, ami



azt eredményezi, hogy a micellédk széma is kevesebb lesz,
és igy a kritikus micella koncentrécid a nagyobb koncent-
récidk felé toldédik el., Az albumin molekula nagy méretét
tekintve valdszinii, hogy nincs micella-fehérje kilcsdnha=-
tés.

A két rendszerben kapott eredmények azt mutatjik,
hogy van kélcsdnhatéds a detergens és fehérje molekuldk ko=
zdtt., B2 a kblcsbnhatds nyilvén befolyidsclhatja a kloro=-
plasztisz frakcidk egyes részecskéinek fluoreszcencids és
foteoszintetikus tulajdonségait.
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