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1. Uvod

S povrchové aktivnimi latkami se setkavame téméf na kazdém kroku. Pouzivaji se pro
vyrobu produktii uzivanych pro osobni hygienu a pro péci o doméacnost. Povrchoveé
aktivni latky (PAL), vyznacujici se dipolaritou, jsou slou¢eniny hromadici se na fazovém
rozhrani. Po piekroceni urcité hodnoty koncentrace PAL v roztoku zacinaji tyto latky
vytvaret shluky o rizné struktufe. Pti nizkych koncentracich PAL v roztoku dochazi k
Vzhledem ke svym vlastnostem jsou tyto struktury vyuzivany v chemickych i
biologickych odvétvich jako napiiklad v kapalinové chromatografii, jSou vhodnymi

modely biomembran a vyuzivaji se téz jako prenasece 1éka. /1/

Asolectin je fosfolipidova smés ze sojovych bobt, kterd je hojné¢ vyuzivana pro tvorbu
liposomt a studium vlastnosti biologickych membran. I ptes velké vyuziti nebyl asolectin
doposud intenzivné studovan z hlediska tvorby agregati (urCovani kritické micelarni
koncentrace, vliv riznych podminek na agregaci apod.). V piedlozené praci byla
studovana agregace asolectinu. Vyzkum byl zaméten na zévislost tvorby agregatli na pH,

kdy byla ke studiu agregace pouzita metoda cyklické voltametrie.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Povrchové aktivni latky

Povrchové¢ aktivni latky (PAL, surfaktanty, tenzidy) jsou organické slouceniny, které se
hromadi v mezifazi polarniho a nepolarniho rozpoustédla. Svou interakci s molekulami
disperzniho prostfedi méni reakéni podminky na fazovém rozhrani, které oznacuje plochy
odd@lujici dvé faze jako kapalina/kapalina, kapalina/pevnd latka ¢i kapalina/plyn.
Surfaktanty ovliviiuji energetické poméry rozhrani, ¢imz se snizuje povrchové a
mezifazové napéti. Jejich specifické vlastnosti souvisi s fyzikalni a chemickou strukturou
jejich molekul, které jsou asymetricky dipolarni. Tedy obsahuji hydrofobni a hydrofilni
¢ast (obr. 1). Hydrofilni skupina oznacuje polarni ¢ast, ktera disponuje velkou afinitou
k vodé a zvySuje rozpustnost PAL. Naopak nepolarni hydrofobni ¢ast odpuzuje vodu a
V jeji pFitomnosti vytvati struktury, z nichZ jsou molekuly vody vytlaéeny. Oproti

hydrofilni ¢asti rozpustnost snizuje. /2,3,4/

O Mepolarnd hydrofobni Sast

Polérnd hydrofilnd dast

Obr. 1. Schématické znazornéni molekuly povrchové aktivni latky

Povrchové aktivni latky mizeme klasifikovat z mnoha hledisek. V literatuie se nejcastéji
uvadi déleni podle ionicity na dvé zakladni skupiny, iontové a neiontové (obr. 2). Mezi
iontové fadime aniontové, pii adsorpci PAL ziskava povrch zaporny naboj (mydla,
sulfonany, sulfaty, karboxylové kyseliny a jejich soli), dale kationtové naopak s kladnym
nabojem na povrchu diky adsorpci kationti (kvartérni amoniové a pyridinové soli) a
v neposledni fadé¢ amfoterni PAL, kdy jsou pfitomny oba naboje a jeden pievlada na
zakladé pH prostiedi (alkylbetainy, sulfobetainy, alkylaminokarboxylové kyseliny).
Neiontové tenzidy jsou bez vyrazného ndboje, tedy ve vod¢ nedisociuji. Piikladem
mohou byt polyhydroxyslouceniny, oxyethylendty, aminoxidy, alkylpolyglykosidy.
12,3,5/
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Obr. 2. Druhy surfaktantti podle ionicity

Po piekroCeni urc¢ité koncentrace (tzv. kritické micelarni koncentrace) se v roztoku
zacinaji tvofit shluky tzv. micely. Hnacim motorem pro tvorbu micel je snizeni kontaktu
mezi vodou a uhlovodikovym fetézcem, diky ¢emuz se sniZzuje volna energie systému.
Pro tvorbu micel vSak musi PAL spliovat ur¢it¢ podminky. DileZitd je dostatecné
vyrazna polarni skupina a velky uhlovodikovy fetézec. Pti tvorbé agregati dochazi ke

zvyseni celkové rozpustnosti, ktera je za normalnich okolnosti celkem nizka. /2,6/

Povrchové aktivni latky nachéazeji uplatnéni v téméf kazdém chemickém primyslu pii
vyrobé pracich praska, vlaken, plastil, kosmetiky, 1€Civ, barviv i agrochemikalii. Oviem
jejich vyuziti se tyka i biologickych systémt, kdy se agregaty PAL, nejcastéji liposomy,

pouzivaji diky svym vlastnostem jako modely biomembran. /6,7/



2.2 Agregaty povrchové aktivnich latek

2.2.1 Kriticka micelarni koncentrace a micely

Charakterizujicim prvkem povrchové aktivnich latek je kriticka micelarni koncentrace
(CMC), po jejimz piekroceni se v roztoku zaCinaji tvofit shluky raznych struktur a
velikosti. CMC vykazuje zavislost na hydrofobnich ¢astech PAL, tedy ¢im delsi alkylovy
fetézec surfaktant obsahuje, tim diive latka dosdhne hodnoty CMC. Snizeni kritické
micelarni koncentrace miizeme docilit 1 pfiddnim soli do roztoku, coz podporuje agregaci
monomerd, resp. molekul PAL. Tato vlastnost ma mnohem vétsi vliv u iontovych tenzidii

oproti neiontovym, ale i piesto byla potvrzena platnost empirického vztahu

log cx = konst — kgcg 1)

vV némz ¢y vyjadiuje kritickou micelarni koncentraci [mol.dm=], ks konstantu solného

vlivu a ¢ koncentraci ovliviiujici soli [mol.dm™]. /7,8/

Pro vyzkum povrchové aktivnich latek je dalezité znat jejich CMC. K jejimu stanoveni
se vyuziva nespocet elektrochemickych metod, pro ptedstavu konduktometrie /9,10,11/,
kapilarni elektroforéza /9/, cyklicka voltametrie /8,9,12,13,14/. OvSem vyuZzivaji se i
metody neelektrochemické napt. staticky svételny rozptyl /9/, spektrofotometrie /10/,
solubiliza¢ni metody /10/. Mukerjee a Mysels sestavili ve své praci roku 1971 pichled
CMC pro ruzné povrchove aktivni latky zjisténych mnoha metodami. /15/ Pro ukazku je

v tab. 1. uvedeno né&kolik hodnot CMC zikladnich surfaktantt. /6/

Tab. 1. Hodnoty CMC nékterych povrchové aktivnich latek /6/

Surface active agent C.m.c. (mol dm=3)
(A) Anionic

Sodium octyl-l-sulphate 1.30 x 107!
Sodium decyl-l-sulphate 3.32x 1072
Sodium dodecyl-l-sulphate 8.39 x 1073
Sodium tetradecyl-1-sulphate 2.05 x 1073
(B) Cationic

Octyl trimethyl ammonium bromide 1.30 x 107!
Decetryl trimethyl ammonium bromide 6.46 x 1072
Dodecyl trimethyl ammonium bromide 1.56 x 1072
Hexacetyltrimethyl ammonium bromide 9.20 x 107*

(C) Nonionic

Octyl hexaoxyethylene glycol monoether CsEq 9.80 x 103
Decyl hexaoxyethylene glycol monoether CyoEg 9.00 x 10~*
Decyl nonaoxyethylene glycol monoether CyoEq 1.30 x 1073
Dodecyl hexaoxyethylene glycol monoether C;,Eq 8.70 x 10~°
Octylphenyl hexaoxyethylene glycol monoether CyEg 2.05 x 107*

10



Jak jiz bylo fec¢eno, PAL tvoii, po piekroceni urcité koncentrace, ve vodnych roztocich
agregaty. Nejjednodussimi agregaty jsou micely. Jejich molekulové uspofadani zamezuje
nezadoucimu kontaktu mezi nepoldrnimi hydrofobnimi konci PAL a polarni vodou.
Prvné se o micelach zminil J. W. McBain v roce 1911, kdy zkoumal mydlové roztoky
méfenim vodivosti a osmotického tlaku. Se svym kolegou H. S. Hartleym ptedpokladali
pouze kulovity tvar téchto agregati. Pojmenovali dvé zakladni micelarni struktury.
Hartleyovy micely, sférické agregaty, v jejichz struktufe hydrofilni Casti sméfuji do
polarniho rozpoustédla a hydrofobni uhlikové fetézce jsou propleteny uvniti agregatu.
Laminarni (McBainovy) micely, tvofici se pfi vyssich koncentracich PAL v roztoku,
vytvaii dvouvrstevnou strukturu, kdy poldrni ¢asti opét sméfuji ven a jednotlivé
uhlovodikové fetézce jsou obraceny k sobé. AvSak dnes zname mnoho micelarnich typt
(obr. 3). Jejich struktura zavisi kromé& molekularni struktury (velikosti hydrofilni ¢asti,

poctu dvojnych vazeb, délce uhlovodikového fetézce) také na koncentraci a teploté.

13,16,17/

(c) Lamellar phase (I Vesicle

Obr. 3. Struktury agregati PAL: (a) sféricka micela, (b) cylindricka micela,
(c) lamelarni micela, (d) reverzni micela, (¢) bikontinualni struktura, (f) vacek /18/
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Micely se mohou tvofit i v nevodnych roztocich koloidnich PAL, naptiklad v roztocich
PAL v uhlovodicich. Rozdil je v orientaci polarnich a nepolarnich ¢asti, kdy struktura
vypada opacné nez u micel v koloidnich roztocich. Hydrofilni Casti jsou orientovany

dovnitf a hydrofobni konce sméfuji do uhlovodikového rozpoustédla. /2/

2.2.2 Liposomy

Pii vysSich koncentracich (po piekroceni uréité hodnoty koncentrace) uz se molekuly
PAL neshlukuji v jednoduché micely, ale zaCinaji vytvafet uzaviené vacky, sférické
vesikuly, naplnéné rozpoustédlem, ve kterém se tvofi. Jsou ohrani¢ené jednou dvojnou
vrstvou. /17/ V ptipad¢, ze jsou vesikuly tvofené lipidy, nazyvame tyto struktury jako
liposomy (obr. 4) a hodnotu koncentrace tvorby liposomu jako kritickou liposomalni

koncentraci (CLC).

lipidova dvojvrstva

—— voda

Obr. 4. Struktura liposomu /19/

Liposomy se daji délit podle riznych kriterii. Nejcastéji se vyuziva déleni podle poctu
lamel a velikosti (obr. 5). Malé unilamelarni vesikuly (SUV) tvofené jednou lipidovou
dvojvrstvou maji vysoké membranové napéti. Jejich velikost priiméru se pohybuje pod
50 nm. Jsou také relativné nestabilni pro vysoky stupenn deformace membran. Velké
unilamelarni vesikuly (LUV) dosahuji praméru >50 nm. Vykazuji vétsi stabilitu a nizké
membranové napéti. Maji v sobé velky podil rozpoustédla. Gigantické unilamelarni
vesikuly (GUV) dosahujici priiméru v rozmezi 1000 az 3000 nm. Velké oligolamelarni
vesikuly (LOV), které vytvareji nékolikavrstevné membrany, vznikaji spiSe jako vedlejsi

produkt pti tvorbé LUV. Velké multilamelarni vesikuly (MLV), mnohovrstevné vesikuly

12



s prumérem 100-1000 nm obsahujici mnoho lipidovych dvojvrstev. Multivesikularni
vesikuly (MVV), v jednom vétsim vacku je uloZeno vice mensich vesikul. Také vétSinou
vznikaji jako vedlejsi produkt pii tvorbé jinych druht. /20,21,22/ Kromé tohoto déleni

muzeme najit v literatufe i déleni podle slozeni, ndboje ¢i funkce.

MLV 'r‘//'//;i§\'[ N
/) Gong 2
\&E/// MVV f{f)@%}

NS |

v

Lipid bilayer

Obr. 5. Typy liposomt podle po¢tu lamel a velikosti. /23/

Liposomy jsou pomérné stabilni, coz urCuje rovnovaha mezi van der Waalsovou a
odpuzujici elektrostatickou silou. Pravé diky stabilité jsou vyuzivany jako transportéry
1€kii a enzym do tkdni. Pro tcely pfenaseci jsou uzivany liposomy tvotené fosfolipidy.
Kromé této vlastnosti se vyznacuji propustnosti a tekutosti (fluidita), neboli schopnosti
pohybu fosfolipidii v membrang. Tekutost zvySuje obsah nenasycenych mastnych kyselin
a naopak s pritomnosti cholesterolu se fluidita snizuje. Diky témto vlastnostem se
liposomy pouzivaji jako vhodné modely biomembran. Dalsi charakteristikou je
nejednotny naboj liposomu. Podle obsaZenych lipidli mohou tyto agregaty nést kladny,
neutralni ¢i zaporny. /7/ Kromé biologického vyuziti se liposomy ¢asto vyuzivaji i
v analytické¢ chemii, naptiklad kapalinové chromatografii, kapilarni elektroforéze ¢i

imunologickych testech. /23/
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2.3 Metody pro studium agregace povrchové aktivnich latek

Ke studiu agregace PAL se vyuziva mnoha metod. Nejbéznéjsi jsou optické metody,
napiiklad fluorescencni spektroskopie /24,25/, spektrofotometrie /10,26/ ¢i staticky
svételny rozptyl /9/, a metody elektrochemické, které jsou podrobné&ji popsany v dané
kapitole. Dalsimi metodami studia agregace mohou byt méfeni povrchového napéti,

ultrafiltrace, refraktometrie. /15/

2.3.1 Elektrochemické metody
Konduktometrie

Konduktometrie je metoda méfeni vodivosti zalozena na pohyblivosti iontt, tedy na
schopnosti roztoku elektrolytu vést elektricky proud. Samotné meéfeni probiha
v konduktometrické nadobce se dvéma platinovymi elektrodami. Pouziva se ovSem pouze
pro iontové surfaktanty. /27/ Ve védeckych ¢lancich miizeme nalézt zminky o stanoveni
CMC u teicoplaninu /9/, dodecylsulfatu sodné¢ho (SDS) /10,11/, Spolaponu AOS 146 /10/,
hexadecyltrimethylammonium  bromidu (HTAB), tetradecyltrimethylammonium
bromidu (TTAB) a cholatu sodného (SC) /11/. Kromé& stanovovani CMC se vyuzila pfi
studiu procesu formovani liposomd /13,28/ ¢i studiu interakci rtznych barviv

s aniontovymi i kationtovymi PAL /26,29/.

Tenzametrie

Tenzametrické méteni spada pod polarografické techniky. Pfezdiva se ji polarografie se
stiidavymi proudy, jejimz zakladem je kapkova rtutova elektroda. /3/ A.Szymanski a
Z.Lukaszewski stanovovali nepfimou tenzametrii neiontové surfaktanty a adsorpcni
rozpoustéci tenzametrii nizké koncentrace tenzidu. /7,30,31,32/ Stanovenim povrchové

aktivnich latek v Zivotnim prostiedi se zabyvali v roce 2011 v Polsku. /33/

Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie patfi mezi nestaciondrni elektrolytické metody, které se dale déli na

metody galvanostatické, u nichz se kontroluje proud, a metody potenciostatické, kde

14



sledujeme potencial a kam patfi voltametrické metody. U voltametrie tedy kontrolujeme
potencial a métime proud. Tvar kiivek u nestaciondrnich voltametrickych metod je dan
Casovou zavislosti koncentratniho gradientu. Dilezitou informaci je, ze =za
nestaciondrnich podminek je proud vyrazné zavisly na case. Pii cyklické voltametrii
vkladame potencidl trojihelnikového pribéhu na stacionarni elektrodu v nemichaném
roztoku s rychlosti polarizace dE/dt. Vzniklé polariza¢ni kiivky maji tvar piku. /34/
Cyklicka voltametrie je dalsi elektroanalytickou metodou, ktera muze byt vyuzita pro
studium agregace povrchové¢ aktivnich latek. Byla pouzita pfi sledovani chovani smési
CTAB a SDS za pritomnosti ethylenglycolu /35/ a ke zjistovani kritické micelarni
koncentrace u teicoplaninu /9/, cetyltrimethylammonium bromidu (CTAB) a
cetylpyridinium chloridu (CPC) /12/, Marlophenu NP-10 /8/, 1,2-Distearoyl-sn-glycero-
3-fosfatidylcholinu (DSPC) /13/ nebo za pouziti borem dopované diamantové (BDD)
anody u BRIJ 35, 1-(hexadecyl)trimethylammonium bromidu (CTAB) a
dodecylbenzensulfonatu sodného (SDBS) /14/. Cyklicka voltametrie nasla vyuziti i pro
posouzeni velikosti a morfologie agregatl, pfi zkoumani u¢inkli iontovych kapalin na
povrchovou aktivitu SDS. /36/ Pomoci cyklické voltametrie mizeme studovat i
propustnost fosfolipidové vrstvy a jeji vliv na voltametrickou odpovéd uhlikové
elektrody /28/. Zajimavosti muze byt vyzkum pouziti zapouzdienych liposomu

imobilizovanych na elektrodach pro zjisténi ptitomnosti toxinu tvoticich pory. /37/

15



2.4 Asolectin

Asolectin, povrchové aktivni latka ziskané ze sojovych bobd, je ¢astou latkou pouzivanou
pro vyzkum vlastnosti membran. Z chemického hlediska ji mizeme popsat jako smés
fosfolipidu s ptibliznym slozenim 25% fosfatidylcholinu, 25% fosfatidylethanolaminu a
25% fosfatidylinositolu (obr. 6). /38/

/\/\/ﬂ/ﬂ/\/\/\/lk jﬁ
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Obr. 6. Vzorce hlavnich slozek asolectinu: (a) fosfatidylcholin, (b)
fosfatidylethanolamin, (c) fosfatidylinositol /39/

Vyuziti asolectinu je Siroké. Kromé studia podminek tvorby a stability fosfolipidovych
agregatu (liposomu) byly naptiklad asolectinové liposomy podrobeny ptsobeni kyseliny
a-Oleostearové, kdy védci zkoumali vliv na dynamické vlastnosti liposomu. /40/ V roce
2014 byl asolectin pfidan védci z Georgia Southern University k polymeru tungového
oleje (olej lisovany ze semen tungovych ofechil) vyztuzeného a-celulosou a zkoumali
zmény vlastnosti polymeru. Asolectin se také Casto vyuziva pii syntéze funkénich
membranovych proteinti a pti tvorbé lipidovych dvojvrstev uzivanych nasledné ke studiu

transportnich procestt Cd*™ a Pb*. /38/
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Pro praktické studium agregatti asolectinu byly pouzity nasledujici chemikalie: asolectin
ze sojovych bobit s obsahem fosfatidylcholinu minimalné 25% (Fluka, Buchs,
Svycarsko), monohydrat chloristanu sodného (puriss p.a. > 99%, Fluka Chemika,
Svycarsko), hydroxid sodny (p.a., Lachner s.r.o. Neratovice), kyselina fosfore¢na (puriss
p.a. > 85%, Fluka Analytical, Némecko), kyselina borita (p.a., Lachema n.p. Brno, zavod
Neratovice), kyselina octova (99,7+%, A.C.S. Reagent, Sigma Aldrich), redestilovana
voda pfipravena v kifemenné aparatuie z destilované vody s piidavkem manganistanu

draselného a kyseliny sirové.

3.2 Priprava roztoku

Ze studované latky asolectinu byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 8 g/l. Navazka
asolectinu byla v odmérné barce rozpousténa v redestilované vodé za stalého tfepani na
tiepacce pii rychlosti tiepani 400 rpm a po dobu alesponn 12 hodin. Poté byl roztok

doplnén redestilovanou vodou po rysku odmérné banky.

Pufry o pozadovaném pH a o konstantni iontové sile 0,15 byly pfipraveny smichanim
20 ml zakladniho roztoku Britton-Robinsonova (B-R) pufru (0,04 M kyselina fosfore¢na,
0,04 M kyselina borita, 0,04 M kyselina octova) S vypocitanymi objemy 0,2 M roztoku

hydroxidu sodného a 1 M roztoku chloristanu sodného v tab. 2.

Tab. 2. Pridavky 1M-NaClO4a 0,2M-NaOH

pH V[mI] 1IM-NaClOa V[mI] 0,2M-NaOH
4,1 2,75 5
6,09 2,48 8,5
7 1,98 10,5
7,96 1,66 12
9,15 1,5 14
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3.3 Pristroje

Vysledna pH pufri byla kontrolovdna pomoci pH metru inoLab 720 se sklenénou
elektrodou SenTix 21 (WTW, Weilheim, Némecko). Pro pfipravu vodného roztoku
asolectinu byla pouzita tfepacka Vibramax 100 (Heidolph, Némecko).

Pro experimentalni méfeni byl pouzit polarograf ECO-TRIBO (Polaro-Sensors, Praha)
ovladany pocitaCem v programu Polar 4. Méfeni byla provedena v tfielektrodovém
zapojeni s pracovni visici rtutovou kapkovou elektrodou (HMDE), referentni
argentchloridovou elektrodou (Ag/AgCl/AIM KCI) a pomocnou platinovou elektrodou.
Pro titraci asolectinu do studovaného roztoku, resp. pufru byla vyuzita automaticka byreta

ABU 80 Radiometer (Radiometer AIS, Kodai, Dansko).

3.4 Pracovni postup

Do polarografické nadobky byl pfipraven roztok B-R pufru o pozadovaném pH o
koncentraci 10 mM a objemu 10 ml. Polarograficka cela byla ptipojend k termostatu pro
udrzeni konstantni teploty 25 + 0,5°C. Byly zapojeny elektrody, byreta promyta
redestilovanou vodou a nasledné nckolikrat zdsobnim roztokem asolectinu (8 g/l).
Zakladni elektrolyt byl promichan a probublan dusikem (10min). Byly nastaveny
parametry méteni: rozsah potencialu -1200 az 200 mV, rychlost scanu 500 mV/s a pocet
cykli 3. Po zaznamenani cyklického voltamogramu zakladniho elektrolytu byl do
studovaného roztoku postupné titrovan zasobni roztok asolectinu. Po kazdém ptidavku
byl sledovany roztok dikladné promichan a probublan dusikem (1min, po ptidavcich o

objemu vétSim nez 400 pl 3min) a nasledné byl zaznamenan cyklicky voltamogram.

18



4. Vysledky a diskuze

Tvorba asolectinovych struktur byla studovana pomoci cyklické voltametrie za vyuziti
visici kapkové rtutové elektrody. Na zakladé vyhodnoceni voltametrickych dat byly
urceny kritické koncentrace pro tvorbu asolectinovych agregatt a byl sledovan vliv pH
na proces agregace danych agregati. Voltametricka méfeni byla realizovana v rozmezi
hodnot pH od 4,26 do 8,83. Hodnoceni bylo provedeno vzdy ze 3 méfeni pro kazdou
hodnotu pH.

Cyklickou voltametrii byly zaznamenavany kapacitni proudy odpovidajici adsoprci (resp.
desorpci) asolectinovych agregatii na povrchu rtutové elektrody. Na obr. 7 jsou uvedeny
cyklické voltamogramy naméiené v prostiedi pH 4,26, pii riznych koncentracich
asolectinu v roztoku. Z namétenych zavislosti je patrné, ze se zvySujici se koncentraci
asolectinu dochazi k vyraznym zméndm v proudové odezvé elektrody. Zmény byly
sledovany v obou smérech polarizace elektrody, v oblasti potencialit od 150 mV do
- 200 mV (kladnych) a od -800 mV do -1200 mV (zapornych). Pro cely uréovani
kritickych koncentraci tvorby asolectinovych agregati byly vyuzity voltamogramy
zaznamenané v katodickém scanu a hodnoceny byly pouze v oblasti kladnych potenciali.
Pti nizSich koncentracich asolectinu v roztoku (pfiblizné 0,5 g/1) si miizeme povSimnout
nartstu piku (kfivka 2) v kladné potencialové oblasti (kolem 50 mV). Se zvySujici se
koncentraci asolectinu ve studovaném roztoku tento pik klesa. Pfi koncentraci nad 1 g/l
asolectinu v roztoku se za¢ina objevovat novy pik v oblasti okolo -47 mV, ktery dale se

vzristajici koncentraci asolectinu roste (kiivka 3).

19



Obr. 7. Cyklické voltamogramy asolectinu v 10 mM B-R pufru pH 4,26: 1 — zakladni
elektrolyt, 2 — 0,54 g/l asolectinu, 3 — 1,33 g/l asolectinu.

Sledované zmény jsou lépe patrné z obr 8.

| (nAj
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Obr. 8. Cyklické voltamogramy asolectinu v 10 mM B-R pufru pH 4,26 (katodicka
oblast polarizace): 1 — zakladni elektrolyt, 2 — 0,54 g/l asolectinu, 3 — 1,33 g/I
asolectinu.
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Pro urcovani hodnot kritickych koncentraci tvorby asolectinovych agregati byly vyuzity
piky objevujici se v katodickém sméru polarizace v oblasti potenciald 150 mV az
- 200 mV. Na obr. 9 je vynesena zavislost kapacitnich proudt na koncentraci asolectinu
ve studovaném roztoku o pH 7,52. Kapacitni proudy pro urcovani hodnoty koncentrace
tvorby asolectinovych agregati byly odecteny pii zvoleném potencialu - 62 mV, kde
dochazelo béhem titrace (zmény koncentrace asolectinu v roztoku) k nejvétsim zménam
vV proudové odezvé. Na zminéném obrazku si mizeme vSimnout Ctyi zmén (na obrazku
vyznaceny Sipkami). V koncentra¢ni oblasti od 0 do 1 g/l si mizeme vSimnout tfi zmén,
které pravdépodobné souvisi se vznikem micelarnich struktur riznych typt (od
koncentraci asolectinu nad 1 g/1, kdy dochazi nejdiive k prudkému poklesu kapacitniho

proudu a nasledné k jeho pozvolnému naristu. Tato zména souvisi opét s tvorbou novych

vvvvvv
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Obr. 9. Zavislost kapacitnich proudu pii potencialu -62 mV na koncentraci asolectinu
v roztoku 10 mM B-R pufru o pH 7,52.

Kritické koncentrace tvorby riznych typt agregatli byly urceny jako praseciky ptimek
prolozenych linedrnimi ¢astmi koncentracni zavislosti. Pfi nizkych koncentracich
asolectinu ve sledovaném roztoku byly ur€eny 3 hodnoty kritickych koncentraci (CMCI,
CMC2, CMC3) odpovidajici tvorbé raznych miceldrnich utvard. Pii vySSich

koncentracich asolectinu v roztoku byla uré¢ena hodnota kritické liposomalni koncentrace.

21



Urceni CLC v prostiedi B-R pufru s pH 7,52 je graficky naznaceno na obr. 10. Hodnoty
kritickych koncentraci byly urcovany také jako pruseciky polynomickych regresnich
kiivek. Vzhledem k nepatrnym odchylkdm mezi vysledky ziskanymi pomoci linedrni a
polynomické regrese jsou v praci uvadény pouze hodnoty kritickych koncentraci

urcenych linedrni regresi.
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Obr. 10. Zavislost kapacitniho proudu pfi potencialu -62 mV na koncentraci asolectinu
v 10 mM B-R pufru pH 7,52.

Vypoctené hodnoty kritickych micelarnich (CMC1, CMC2, CMC3) a liposomalnich
(CLC) koncentraci se smérodatnymi odchylkami jsou shrnuté ve vysledné tab. 3. Pii
porovnani hodnot kritickych koncentraci pro rtizna pH jsou patrné rozdily. Vliv pH na
tvorbu malych, jednodus$ich micelarnich utvari je minimalni, s rostouci velikosti

vvvvvv

hodnotou pH prostiedi ovliviiovana tvorba liposomd, jak je patrné ptedevsim z obr. 11.
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Tab. 3. Kritické micelarni a liposomalni koncentrace pro rtizna pH.

pH CMC1 CMC2 CMC3 CMC4
4,26 0,130+ 0,012 0,265 + 0,026 0,517 £ 0,038 1,448 £ 0,212
6,20 0,135+ 0,001 0,224 +£ 0,019 0,446 + 0,058 1,162 +0,112
6,80 0,134+ 0,012 0,274 £ 0,074 0,506 + 0,093 1,556 +£ 0,157
7,52 0,145 + 0,008 0,313 +0,030 0,769 £ 0,020 1,719+ 0,072
8,83 0,158 £ 0,011 0,308 £0,010 0,660 + 0,004 1,820 + 0,092
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Obr. 11. Zavislost kritickych micelarnich a liposomalnich koncentraci na pH prostiedi.

Z obr. 11 je patrné, ze tvorba asolectinovych agregati, micel 1 liposomi, probiha
nejsnadnéji v roztocich o pH blizkém 6,2 (nejnizsi hodnota kritické koncentrace). Tato
hodnota koresponduje s hodnotou pH 6,5, pfi které byla sledovana minimalni hydrolyza
fosfolipidd v liposomech z nasyceného sojového fosfatidylcholinu. /41,42/ V ramci
uvedenych praci byl studovan vliv pH na rychlost hydrolyzy fosfolipidi v liposomech
rizného chemického slozeni. Rychlost hydrolyzy, resp. hodnota rychlostni konstanty,

vzrustala od pH 6,5 log linedrné ve sméru k niz$im i vy$$im hodnotam pH.
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Zavislost kritickych koncentraci asolectinovych agregati na pH ziskana v ramci této
prace (obr. 11) vykazuje velmi podobny trend, ktery byl sledovan ve vyse zminénych
pracich. Na zdklad¢ téchto vysledki lze fici, ze tvorba asolectinovych agregati,
predev§im asolectinovych liposomt, je zna¢né€ ovlivnéna hydrolytickymi reakcemi
fosfolipidi, jejichz rychlost se zvySuje smérem k niz$im i vy$§im hodnotdm pH ve
srovnani s pH 6,2. Je tedy pravdépodobné, ze diky rychlejsi degradaci fosfolipidi pii
nizsich a vyssich pH musi byt pro tvorbu asolectinovych agregatti v téchto pH dosazeno

mnohem vyssi koncentrace asolectinu ve studovaném roztoku.
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5. Zavér

V predlozené bakalarské praci je popsané studium tvorby asolectinovych agregatl
v zavislosti na pH metodou cyklické voltametrie. Agregace asolectinu byla sledovana
Vv prostiedi o pH 4,26 az 8,83. Vyhodnocenim naméfenych dat byly ziskany 4 hodnoty
kritickych koncentraci pro kazdé méfené pH. Prvni i druha kriticka koncentrace CMC1 a
CMC2, pohybujici se v rozmezi 0,130 — 0,158 g¢/I, resp. 0,224 — 0,313 g/l ve zvoleném
rozsahu pH, odpovidaly pravdépodobné tvorbé micelarnich struktur jednodussiho typu.
Tteti kriticka koncentrace CMC3, objevujici se vV koncentra¢ni oblasti 0,446 — 0,769 g/l
(v daném rozmezi pH), nalezela podle ptedpokladu tvorbé strukturné slozitéjSich
asolectinovych micel. Posledni kritickd koncentrace CLC pravdépodobné odpovidala
tvorbé liposomii a pohybovala se v rozmezi 1,162 — 1,820 g/l ve zvoleném rozsahu pH.
Z vysledku je patrné, ze tvorba asolectinovych agregatu rizné struktury, resp. hodnoty
kritickych koncentraci, jsou vice ¢i méné ovlivnény hodnotou pH prostiedi, ve kterém
k agregaci asolectinovych molekul dochazi. U jednodussich agregacnich struktur
tvoticich se pti CMC1 a CMC2 nebyl pozorovén tak vyrazny vliv pH jako v piipade
agregace fosfolipidovych molekul a tvorba asolectinovych agregatl probihala nejsnadnéji
v roztoku o pH pohybujicim se kolem hodnoty 6,2. K tomuto dochazi pravdépodobné
v souvislosti s hydrolytickymi reakcemi fosfolipidd, které probihaji v pH blizkém 6
v minimalni mife. Naopak je tomu v roztocich o pH niz$im i vy$$im (ve srovnani s pH 6),
kde dochazi k hydrolyze rychleji. Z tohoto divodu se zacinaji tvofit asolectinové agregaty

az pii vyssich koncentracich asolectinu ve studovaném roztoku.

25



6. Summary

In the present thesis is described the effect of pH on asolectin aggregate formation using
cyclic voltammetry. Asolectin aggregation was monitored in a medium with pH 4,26 to
8,83. Evaluation of the measured data were obtained 4 values of the critical concentration
for each measured pH. The first and second critical concentration CMC1 and CMC2,
ranging from 0,130 - 0,158 g/l, respectively 0,224 - 0,313 g/l in the selected pH range,
corresponded presumably formation of micellar structures of a simpler type. The third
critical concentration CMC3, appearing in concentration region 0,446 - 0,769 g/l (in this
pH range), belonged by assuming the formation of a structurally complex asolectin
micelles. The last critical concentration CLC probably corresponded formation of
liposomes and ranged from 1,162 to 1,820 g/l in the selected pH range. The results show
that the formation of asolectin aggregates of different structures, respectively values for
the critical concentration, are more or less influenced by the pH of the environment in
which occurs to aggregation of asolectin molecules. For simple aggregation structures
forming at CMC1 and CMC2 wasn‘t observed as significant as the effect of pH in the
case of complex asolectin formations, which are formed at CMC3 and CLC. Furthermore,
it was found that the aggregation of phospholipid molecules and formation of asolectin
aggregates most readily conducted at a pH ranging around the value 6,2. This is probably
due to hydrolysis reactions of phospholipids which extend at a pH close to 6 to a minimal
extent. Conversely, it is in solutions having a pH of lower and higher (compared to pH
6), wherein the hydrolysis occurs faster. For this reason begin to form asolectin aggregates

at higher asolectin concentrations in studying solution.
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7. Seznam zkratek
BDD

Brij 35
B-R pufr
CLC
CMC
CPC
CTAB
DSPC
GUV
HMDE
HTAB
LOV
LUV
MLV
MVV
PAL
SC
SDBS
SDS
SUV

TTAB

borem dopovana diamantova (elektroda)
polyoxyethylen-23-dodecyl ether
Britton-Robinsondv pufr

kriticka liposomalni koncentrace
kritickd micelarni koncentrace
cetylpyridinium chlorid
cetyltrimethylammonium bromid
1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin
gigantické unilamelarni vesikuly

visici rtutova kapkova elektroda
hexadecyltrimethylammonium bromid
velké oligolamelarni vesikuly

velké unilamelarni vesikuly

velké multilamelarni vesikuly
multivesikularni vesikuly

povrchové aktivni latky

cholat sodny

dodecylbenzensulfonat sodny
dodecylsulfat sodny

malé unilamelarni vesikuly

tetradecyltrimethylammonium bromid
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