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SOUHRN

Disertacni prace se zabyva studiem vlastnosti fosfolipidovych molekul a jejich agregata
riznymi analytickymi metodami. Byly studovany agregacni vlastnosti smeési fosfolipida
izolovanych ze sojovych bobii, komerén¢ dostupné pod nazvem Asolectin. Asolectin byl
vyuzit jako modifikator uhlikové pastové elektrody pro zvyseni citlivost stanoveni pesticidu
paraquatu ve vode. Agregacnich vlastnosti asolectinu bylo vyuzito pro vytvoteni lipidové
vrstvy na povrchu elektrody ze skelného uhliku. Cyklickou voltametrii, elektrochemickou
impedancni spektroskopii a mikroskopii atomarnich sil bylo zjiSténo, Ze fosfolipidova vrstva
pokryvé cely povrch elektrody, je kompaktni a jeji tloustka (7,1 £ 1,2 nm) odpovida tloust'ce
biologick¢ membrany (5-10 nm). Takto pfipravend lipidovd membrana je stabilni nejméné
24 hodin i v prostiedi obsahujicim paraquat. Elektroda s lipidovou membranou byla vyuzita
pro studium interakci s latkami rGzné hydrofobicity. Selektivni propustnost a schopnost
akumulace lipofilnich latek umoznila vyvinout elektrochemicky sensor pro square wave

voltametrické stanoveni paraquatu s mezi detekce 2,2 nmol 17



SUMMARY

The thesis deals with investigation of fundamental properties of phospholipids
molecules and their aggregates using various analytical techniques. Aggregation properties of
phospholipids mixture from soybeans, commercially available as Asolectin, were used for the
purpose. Asolectin was employed as a modifier in carbon paste electrode to improve the
sensitivity of paraquat determination in aqueous samples. Aggregation capabilities of
asolectin were used for preparation of lipid layer on the surface of glassy carbon electrode.
Cyclic voltammetry, electrochemical impedance spectroscopy and atomic force microscopy
revealed that phospholipid layer covers whole electrode surface, layer is compact and its
thickness (7.1 £ 1.2 nm) equals to those of biological membrane (5-10 nm). The lipid
membrane is stable enough for 24 hours even in presence of paraquat. The electrode with
lipid membrane was applied for investigation of interactions with various compounds of
different hydrophobicity. Selective permeability and ability to accumulate lipophilic
compounds enables to develop electrochemical sensor for square wave voltammetric

determination of paraquat with detection limit 2.2 nmol I"".
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1. UVOD

Fosfolipidy jsou velmi dilezitou skupinou slozenych lipid, nebot’ jsou zékladnim
stavebnim prvkem bunécnych membran. Jsou to estery vysSich mastnych kyselin s alkoholem
glycerolem. Diky své struktufe maji fosfolipidy amfifilni charakter. Obsahuji hydrofilni ¢ast
(polarni "hlavu"), tvofenou glycerolem, zbytkem kyseliny fosfore¢né a alkoholem a
hydrofobni ¢ast (nepolarni "ocas"), ktery je tvoren jednim nebo vice uhlovodikovymi fetézci.
Ve vodném prostiedi vlivem hydrofobnich interakci vytvaii fosfolipidy rtzné agregaty -
micely, dvojvrstvy ¢i liposomy, v zavislosti na jejich koncentraci v roztoku.

Fosfolipidy jsou zakladni stavebni jednotkou cytoplasmatické membrany (fosfolipidova
dvojvrstva), ktera chrani a obklopuje kazdou zivou bunku a odd€luje jeji vnitini a vnéjsi
prostor. Jeji polopropustnost zajistuje, ze se do buiiky dostavaji dalezité latky a odpadni latky
jsou zpét z buiiky vyluovany. AvSak ne vSechny latky jsou schopné pies membranu pronikat.
Transport latek ptes cytoplasmatickou membranu zajist'uji v mnoha piipadech proteiny, které
jsou "vnoieny" do fosfolipidové dvojvrstvy. Slozeni biologické membrany je zavislé na typu
buiiky, kterou obklopuje. Obsahuji rizny pomér lipida (25-79 %), proteint (18-75 %) a
sacharida (0-8 %) v zavislosti na jejich ptivodu.

Z hlediska farmacie, mediciny a zdravi nejenom clovéka je diilezité porozumnét tomu,
jakym zplusobem pronikaji razné latky pies biologickou membranu a které z nich jsou nebo
nejsou schopné tohoto transportu. Z tohoto divodu se fosfolipidové dvojvrstvy (membrany)
vyuzivaji jako modely ke studiu vlastnosti biologickych membran. Umélé fosfolipidové
membrany jsou vytvareny riznymi zpiisoby na riznych typech materidlti v zavislosti na tom,
k jakym tcelim maji slouzit. Pouzivaji se ke studiu tloustky membran, jejich elektrickych ¢i
mechanickych vlastnosti nebo pro objasnéni interakci riznych biologicky vyznamnych latek s
membranou (tedy pro simulaci interakce téchto latek s bunéénymi membranami).

Ptiprava umélych fosfolipidovych membran je popisovana pouze z Cistych fosfolipidii
nebo ze smési dvou nebo tii typt fosfolipidi. Jelikoz redlné bunééné membrany jsou tvoreny
smési fosfolipida, byla v této praci pouzita ptirodni fosfolipidova smes izolovana ze sojovych
bobi (komeréné dostupnad pod ndzvem Asolectin) ke studiu jejich agregacnich vlastnosti na
pevném povrchu. Agregacni vlastnosti této smési ve vodném prostiedi byly jiz diive
studovany né¢kolika rliznymi analytickymi metodami a bylo také analyzovano sloZeni této

smesi.




V této praci byl asolectin vyuzit nejdiive jako modifikator pro zlepSeni citlivosti
uhlikovych pastovych elektrod pfi analyze pesticidii. Déle byla tato latka vyuzita pro piipravu
umélé membrany na pevném povrchu a nasledné ke studiu jejich vlastnosti jako je tloustka,

kompaktnost, stabilita a interakce s riznymi typy latek (hydrofilni, lipofilni).




2. TEORETICKA CAST

2.1. VYZNAMNE MEMBRANOVE LIPIDY

Lipidy lze rozdélit podle stavby jejich molekul do nékolika skupin (obr. 1). Prvni
skupinou jsou jednoduché lipidy, coz jsou estery mastnych kyselin a alkoholti. Jednoduché
lipidy se dale déli na vosky (estery vyssich alifatickych alkoholll) a acylglyceroly (estery
glycerolu). Slozené lipidy obsahuji nejen vdzané mastné kyseliny a alkoholy, ale také dalsi
slozky, podle kterych se dale rozdéluji na fosfolipidy (obsahuji esterové vazanou kyselinu
fosfore¢nou), glykolipidy (obsahuji glykosidicky vazanou cukernou slozku) a lipoproteiny,
které vznikaji spojenim lipida se specifickymi bilkovinami. Posledni skupinou jsou odvozené
lipidy (izoprenoidy), které maji jinou strukturu, ale s lipidy je poji podobné vlastnosti. Patii
sem terpeny a steroidy, z nichz nejvyznamnéj$im zastupcem je cholesterol.

Mezi hlavni membranové lipidy - tedy lipidy, které se podileji na vzniku biologickych
membran - patii fosfolipidy, glykolipidy a steroidy, kterym budou vénovany dalsi kapitoly.

Acylglyceroly

Jednoduché |

Vosky

Fosfolipidy

|

Slozené J Glykolipidy

Lipoproteiny

N —

Terpeny

Odvozené I
(1zoprenoidy)
Steroidy

Obr. 1: Rozd¢leni lipidi podle jejich stavby




2.1.1. Fosfolipidy

Fosfolipidy jsou velmi dilezitou skupinou slozenych lipid, nebot’ jsou zékladnim
stavebnim prvkem bunécnych membran. Jsou to smiSené estery vyssich mastnych kyselin a
kyseliny fosfore¢né s alkoholem glycerolem (glycerofosfolipidy) nebo sfingosinem
(sfingofosfolipidy). Nejvyznamnéjsi skupinou fosfolipidii jsou glycerofosfolipidy, které se
de€li na ti1 zakladni skupiny podle po¢tu vazanych mastnych kyselin, dalSich typi vazeb a
struktury dalSich slozek na fosfatidy, lysofosfatidy a plasmalogeny [1]. Fosfatidy jsou
derivaty fosfatidylu, jehoz zakladem je 1,2-diacyl-sn-glycerol, v némz je na tfetim uhliku
vazana kyselina fosforecnd nebo jeji ester. Zakladni slouceninou je kyselina fosfatidova.
Pokud poloha C, neni obsazena acylem, nazyva se vznikly zbytek odvozeny od
1-acyl-sn-glycerolu lysofosfatidyl. Ve fosfatidech i lysofosfatidech je kyselina fosforecna
esterifikovana dal§imi hydroxyslouceninami, nej¢astéji cholinem, serinem, ethanolaminem,
inositolem nebo glycerolem za vzniku pfislu$nych fosfolipida (obr. 2) [2].

Diilezitou skupinou fosfolipidl jsou sfingofosfolipidy, jejichz zakladem je nenasyceny
aminoalkohol sfingosin. Na molekulu sfingosinu se mohou vazat dva zbytky mastnych
kyselin. Jeden z acyla se vaze pies sekundarni alkoholovou skupinu esterovou vazbou, druhy
pies primarni aminoskupinu jako substituovany amid. Na primarni alkoholovou skupinu se
vaze kyselina fosforecnd nebo jeji ester, podobn¢ jako ve fosfatidech. V pftirodé
nejrozsitenéjsim typem sfingofosfolipidii je sfingomyelin. Sfingomyeliny jsou soucasti
biologickych membran a zejména myelinového obalu nervovych buné¢k [3].

Fosfolipidy jsou nezbytnou slozkou zivociSnych i rostlinnych organismu, kde jsou
pritomny jednak jako soucast bunécnych a vnitrobunécnych membran, jednak jako soucast
lipoproteint. Na fosfolipidy jsou zvlasté bohaté nékteré Zivocisné tkané, predevSim nervova
tkan a vajecny zloutek. Také sdjové boby jsou pomérné bohatym zdrojem fosfolipidl, avsak

jejich slozeni je znacné odlisné od vajecnych.
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Obr. 2: Ttidy fosfolipidu.

2.1.2. Glykolipidy

Glykolipidy jsou derivaty mastnych kyselin, které obsahuji véazané cukry. Pokud
obsahuji také vazany glycerol, nazyvaji se glyceroglykolipidy, obsahuji-li vazané sfingosiny,
nazyvaji se sfingoglykolipidy. Nejcastéjsim vazanym cukrem je D-galaktosa, fidCeji také
D-glukosa nebo D-fruktosa, ale i jiné cukry. Provazeji fosfolipidy jako soucasti bunécnych
struktur a rovnéz byvaji vazany v lipoproteinech [1]. Jsou velmi rozsitené ve vSech tkanich,
zv1asté pak v nervové tkani, jako naptiklad v mozku. Vyskytuji se zejména ve vnéj$im listu
plasmatické membrany, kde ptispivaji k bunéénym povrchovym sacharidiim [4].

Sfingoglykolipidy maji na primarni alkoholové skupiné¢ sfingosinu na misté
fosfocholinu glykosidové vazany sacharid - jsou to napt. cerebrosidy a gangliosidy.
Cerebrosidy obsahuji na tomto misté jednu hexosu - glukosu nebo galaktosu. Gangliosidy
obsahuji fetézec 3 nebo vice cukrii navazanych na primarni alkoholovou skupinu. Jsou

soucasti vnéjSiho povrchu bunéénych membran [1,3,4].




2.1.3. Steroidy

Steroidy jsou derivaty hexadekahydro-cyklopenta[a]fenanthrenu. Jsou to hydrofobni
nebo amfifilni latky, z nichz mnohé maji charakter hormont. Strukturni a transportni vyznam
maji steroly a zlu¢ové kyseliny, které fadime do skupiny lipida [3].

Steroly se dosud bézné de¢li na kategorie podle vyskytu v pfirodé na zivocisné steroly
(zoosteroly), rostlinné steroly (fytosteroly) a steroly hub (mykosteroly). Steroly jsou v
organismech nezbytnou slozkou lipoproteind a tukovych membran, u zivocichi jsou zvlasté
vyznamné v nervovych tkdnich a pfi transportu lipida [1].

Nejvyznamnéj§im zoosterolem je cholesterol. Cholesterol je vyznamnou slozkou
zivo¢iSnych plasmatickych membran a v mensi mife se vyskytuje v membranach
vnitrobunéénych organel. Jeho polarni OH-skupina mu poskytuje slaby amfifilni charakter,
zatimco jeho kondenzované cykly mu zarucuji vétsi pevnost, neZ maji ostatni membranové
lipidy. Cholesterol je tudiz dilezitou latkou urcujici vlastnosti membran. Je rovnéz zastoupen
v lipoproteinech krevni plasmy. Cholesterol je metabolicky prekurzor steroidnich hormonii,
latek regulujicich velké mnozstvi riznych fyziologickych funkci véetné pohlavniho vyvoje a

metabolismu cukri [5].

2.1.4. Agregované formy lipidu

Vyse popsané vyznamné membranové lipidy maji amfifilni charakter - obsahuji
nepolarni alifatické uhlovodikové konce (hydrofobni ¢ast) a polarni hlavicky (hydrofilni ¢ast).
Na zéklad¢ hydrofobnich interakci mezi hydrofobnimi fetézci maji lipidy tendenci spontdnné
agregovat [6] tak, aby hydrofobni oblasti byly stinény pfed vodou, zatimco hydrofilni polarni
skupiny zlstaly ve styku s vodnym prostiedim. Spontanni agregace vede ke vzniku
lipidovych micel a vyssich lipidovych struktur. Koncentrace, pfi niz zacne dochdzet k
agregaci molekul, se nazyva kritickd miceldrni koncentrace (CMC). Velikost a tvar micel pak
zéavisi na chemické povaze a velikosti molekuly.

Pti vyS$i koncentracich vytvaii lipidové molekuly velké micely, které mohou prechazet
az do dvojnych vrstev lipidl, ve kterych jsou uhlovodikové fetézce orientovany k sobé,
zatimco polarni hlavicky jsou orientovany do vodného prostfedi na obou stranach dvojvrstvy.

Vysledna lipidova membrana je zékladnim stavebnim prvkem vSech biologickych membran.




Lipidové dvojvrstvy se mohou déle uzavirat do sférickych dutych vacka (liposomi) [7],
které ve svém stfedu uzaviraji vodnou fazi. Diky schopnosti liposomil enkapsulovat hydrofilni
latky do svého vnitiniho prostoru a/nebo inkorporovat hydrofobni latky do lipidové vrstvy,
nasly tyto agregaty uplatnéni v mnoha védnich oborech a primyslovych odvétvich, predevsim

ve farmacii a 1€katstvi [8], kosmetice ¢i potravinaiském primyslu [9].

2.2. BUNECNE MEMBRANY

Kazda ziva buitka musi byt obklopena selektivné propustnou bariérou, kterd chrani jeji
vnitini prostor pfed chemickymi zménami a nezddoucimi vlivy jejiho okoli. Timto obalem,
ktery chrani kazdou zivou buniku, je cytoplasmatickd membrana. Jeji polopropustnost
zajistuje, ze zakladni molekuly jako jsou glukosa, aminokyseliny a lipidy mohou pronikat
dovniti buiiky, metabolické intermedidty zlistavaji v bunce a odpadni latky jsou z bunky
vyluCovany [10]. Uvnitt eukaryotickych bun¢k se nachazi také vnitrobunééné (intracelularni)
membrany, které obklopuji jednotlivé organely. Biologické membrany jsou rozmanité a
obsahuji rizny pomér lipida (25-79 %), proteint (18-75 %) a sacharidd (0-8 %) v zavislosti
na jejich ptivodu [11].

Lipidova ¢ast membrany (fosfolipidova dvojvrstva) je slozitou smési a jeji slozeni se
1i$i podle druhu membrany. Hlavnimi lipidy tvoficimi pfirodni biologické membrany jsou
glycerofosfolipidy, sfingolipidy, glykosfingolipidy a steroly. Membrana eukaryotickych
bunck je pfiblizné z 50 % tvofena fosfatidylcholinem (PC) s malymi frakcemi
fosfatidylethanolaminu (PE), fosfatidylserinu (PS), fosfatidylinositolu (PI) a fosfatidové
kyseliny (PA) [12]. DalSimi vyznamnymi strukturnimi lipidy savéich buné¢k jsou sfingolipidy,
z nichz nejvyznamnéj$i je sfingomyelin, stejné tak jako glykosfingolipidy obsahujici
mono-, di- nebo oligosacharidy [13]. Posledni vyznamnou skupinou lipida tvoficich bunécnou
membranu jsou steroly, z nichz nejrozsifenéjSim sterolem v membrénach je cholesterol.
Hojnéji se vyskytuje na vnéjsi strané plasmatické membrany a vyrazné ovliviiuje jeji fluiditu
[4,14].

Membranové fosfolipidy plisobi jako médium zodpovédné za ukotveni membranovych
proteintl, které se rozd€luji podle toho, jak pevné jsou spojeny s membranami (obr. 3).
Integralni proteiny se tésné vazou k membrandm hydrofobnimi vazbami a mohou byt od nich

oddéleny pouze Cinidly, kterda membrany rozruSuji (napf. organickd rozpoustédla, tenzidy,




apod.). Periferni proteiny se daji z membran uvolnit relativné mirnymi postupy, které
membrany neporusuji, jako je ptisobeni roztokli o vysoké iontové sile nebo zména pH [5].

Membranové proteiny uskutecituji velké mnozstvi specifickych procest a tak se mnoho
proteini vyskytuje pouze v membranach. Pomér proteini k lipidim v membranéach se znacné
li$1 podle funkce membrany - vétS§ina membran je alespon z jedné poloviny z proteinil [5].
Proteiny v membranach maji kromé transportu specifickych Zzivin, metaboliti ¢i ionti pres
lipidovou dvojnou vrstvu celou fadu dalSich funkci. Neékteré ukotvuji membranu k
makromolekuldm na jedné ¢i druhé strané. Jiné funguji jako receptory, které deteguji
chemické signaly v okoli buiikky a ptedavaji je dovnitf bunky. Dalsi pracuji jako enzymy,
které katalyzuji specifické reakce. Kazdy typ bunécnych memban obsahuje jinou sadu
proteini odrazejici specifickou funkci specifické membrany [5,15].

Membrany jsou stdle vice studovany pro pochopeni jejich vlastnosti a funkei.
K vlastnimu studiu bunéénych membran Ize pouzit bud’ redlné buitkky nebo systém bunécnou
membranu do jist¢é miry napodobujici (modelové membrany). Z divodu slozitosti
biologickych membran a narocné prace s realnymi bunikami vzrasta zdjem pouzit jednoduché

modely napodobujici buné¢né membrany ke studiu membranovych procest in vitro.
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Obr. 3: Model bunééné membrany




2.2.1. Umélé biologické membrany

Bunécna membrana je slozity systém, ktery interaguje s vnitinim i vnéjSim bunénym
prostiedim a jeho funkce je obtizné studovat pfimo. Z tohoto diivodu je nutné vytvaiet
racionalni modely membran napodobujici membranovou strukturu. V souvislosti s timto
problémem byly vyvinuty razné modely biologickych membran napodobujici jejich zakladni
funkce a poskytujici systémy pro studium rtiznych druht membranovych procest [16]. Um¢lé
biologické membrany jsou tvoieny jednim nebo vice druhy fosfolipidi a slouzi k lepsSimu
pochopeni vlastnosti a funkci biologickych membran, jako napiiklad k charakterizaci
membranové struktury, ke studiu interakci membrany s 1€¢ivy, interakci protein-membrana a
mnoha dalSich membranovych procesii in vitro. Jednoduché modely biologickych membran
sestavaji z purifikovanych nebo syntetizovanych fosfolipidl. Existuje n¢kolik typt lipidovych
membran, které se pouzivaji jako modely pro tyto studie. Jsou to:

e cCerna lipidova membrana (BLM)

¢ lipidové membrany na pevnych nosi¢ich (SLB)

e hybridni lipidové membrany (HBM)

e lipidové membrany podloZené polymerni vrstvou
e volné a/nebo voln¢ zavésené lipidové membrany
e ukotvené lipidové membrany (tBLMs)

e samouspofadané lipidové membrany

e liposomy

Nékteré z téchto membranovych modeld jsou na obr. 4.




Dvojvrstvy na pevnych nosicich
(SLB)
Dt

Liposomy

Cema lipidova membrana Ukotvené lipidové dvojvrstvy

(BLM) (tBLM)

Obr. 4: Nékteré typy modelt biologickych membran [17].

2.2.1.1. Cerna lipidovd membrdna (black lipid membrane, BLM)

Jako modelovy systém byla ¢ernd lipidovd membrana (BLM) zavedena pied vice jak
50 lety a od té doby vyznamné pfispéla k soucasnym znalostem biologickych membran.
BLMs umoziuji charakterizaci fyzikalné-chemickych vlastnosti membran a jsou zvlasté
citivé na modifikace elektrickych vlastnosti, jako je vodivost, dielektrickd konstanta
membrany nebo povrchovy néaboj [18]. Nazev Cernd lipidovd membrana je odvozen od
vzhledu vrstvy, pokud ji osvitime a sledujeme odrazené svétlo v mikroskopu. Je-li tloustka
vrstvy zanedbatelnd vzhledem k vinové délce svétla, pak se membrana v mikroskopu jevi jako
tmava (Cernd) v duisledku interference svétla odrazeného od rozhrani voda/lipid a fazové
posunutého svétla odrazeného od rozhrani lipid/voda [18].

Existuje nékolik metod formovani BLM, vSechny vSak zahrnuji vytvofeni membrany
pies maly otvor, obycejné ne vétsi nez 1 mm. Otvor je vytvoien na hydrofobnim materialu
jako je napft. polyethylen nebo teflon. Formovani ¢erné lipidové membrany poprvé studoval

Mueller se svymi kolegy a to metodou "malovani" (painting) nebo nanaSeni roztoku lipidu
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ptes maly otvor [19]. Druhou nejvice popisovanou metodou pro piipravu BLM je pak metoda
skladani monovrstev [20].

Prvni z uvedenych metod spo¢iva v pouziti nanaSeciho StéteCku (ptivodné ze soboli
srsti, velikost 3), kterym se 1 - 2% roztok fosfolipidu v organickém rozpoustédle (nejcastéji
n-dekan) nanese pfes maly otvor v hydrofobnim materidlu (teflon, polyethylen). NanaSeni
roztoku se provadi pod hladinou vodného roztoku pufru, kde dojde ke spontannimu
preusporadani molekul fosfolipidit a béhem nékolika minut dojde k vytvoreni stabilni
dvojvrstvy [19,21]. Nevyhodou této metody je, ze dvojvrstva miize obsahovat rozpoustédla,
ktera se pouzivaji na rozpousténi lipidl, coz ovliviiuje fyzikalni vlastnosti vzniklé membrany.
Proto Montal a Mueller pfisli s metodou skladani monovrstev. Roztok lipidi v organickém
rozpoustédle se rozprostie na hladiné vodného roztoku ve dvou kompartmentech oddélenych
piepazkou a teflonovou folii s malym otvorem. Po odpafeni rozpoustédla a spontdnnim
uspofadani monovrstev na hladiné se teflonova folie pomalu ponofi pod hladinu, pficemz se
fosfolipidové monovrstvy uchyti prostfednictvim hydrofobnich interakci z obou stran folie a v
misté otvoru vytvori dvojvrstvu. Alternativné je mozné skladat monovrstvy postupnym nebo
soucasnym zvysenim hladin v obou kompartmentech opatrnym ptidavanim pufru do obou
oddélenych ¢asti. Témito zpisoby vznikd dvojvrstva s velmi malym ¢i dokonce Zadnym
obsahem rozpoustédel [20].

Braun et al. vyvinuli metodu pfipravy planarni lipidové dvojvrstvy z monovrstev za
pomoci vzduchové bubliny. Tato metoda kombinuje vyhody metody painting a skladdani
monovrstev. Umoziuje rychlou piipravu stabilnich dvojvrstev a rychlé snizovani poctu
aktivnich kanal v dvojvrstve [22].
je formovani kanalkti ve fosfolipidové vrstvé plsobenim peptidi [23], proteinid [24],

antibiotik [25] a dalSich pory-formujicich biomolekul.

2.2.1.2. Lipidové membrany na pevnych nosicich (supported lipid bilayers, SLBs)

Lipidové dvojvrstvy na pevnych nosi¢ich jsou robustnéjsi a stabilngj$i nez cerné
lipidové membrany. Vyhodou SLB je, ze se mohou pfimo vytvofit na povrchu, ktery je
specificky pro urcitou analytickou techniku. Aby se SLB co nejvice piiblizily vlastnostem
biologick¢ membrany, zejména zachovanim membranové fluidity, nemohou lezet pfimo na

pevném podkladu. Membranova fluidita je v systému SLB udrzovéana 1-2 nm tenkou vrstvou
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vody mezi membrdnou a substratem [26]. Separace membrany od pevného substratu
ultratenkou vrstvou vody udrzuje termodynamické a strukturni vlastnosti volné membrany
[16,27].

Aby bylo mozné pfipravit membranu vysoké kvality (tzn. membranu s malym
mnozstvim nebo s zadnymi defekty a vysokou lipidovou mobilitou), je nutné, aby povrch, na
kterém se membrédna pfipravuje, byl hydrofilni, hladky a cisty. NejlepSimi substraty pro
pfipravu membran jsou kiemenné sklo [26], borosilikatové sklo [28], slida [29] a zoxidovany
kiemik [26].

SLB mohou byt pfipraveny na rovném hladkém povrchu nékolika riznymi zplsoby:
Langmuir-Blodgett technikou, fizi liposomil nebo kombinaci obou metod.

Langmuir-Blodgett technika spociva v postupném pieneseni dvou lipidovych filma
(monovrstev) z fazového rozhrani kapalina/vzduch na povrch substratu Prvni vrstva je
vytvofena vytdhnutim substratu ve vertikdlni poloze z kapaliny na vzduch ptes lipidovou
monovrstvu. Na povrchu substratu se vytvoii vrstva, kde "hlavicky" lipidu sméfuji k substratu
a "ocasky" voln¢ do prostoru. Druha vrstva je vytvofena ponoienim substratu s prvni vrstvou
lipidu horizontdln¢ (Langmuir-Schaeffer technika) nebo vertikalné¢ (Langmuir-Blodgett
technika) ze vzduchu do kapaliny ptes lipidovy film [30].

Druha metoda ptipravy fosfolipidové dvojvrstvy na pevném substratu je adsorpce a fuze
liposomt z vodné suspenze [31]. Jsou pfipraveny malé unilamelarni vesikuly (SUV, primér
30-50 nm) s jedinou lipidovou dvojvrstvou. Proces zafind adsorpci liposomt z roztoku na
povrch substratu. V prvni fazi mize dojit ke splynuti jednotlivych liposomli mezi sebou.
Po kontaktu liposomu dojde k jeho prasknuti a na povrchu substratu se vytvoii lipidova
dvojvrstva [30,32].

Tteti metoda sestdva z kombinace uvedenych dvou metod, tedy ptipravy monovrstvy
pomoci Langmuir-Blodgett metody a druhé monovrstvy naslednou fuzi liposomt pro
vytvofeni fosfolipidové dvojvrstvy [33]. Tato metoda je velice efektivni pro piipravu
asymetrickych dvojvrstev [34] a pro inkorporaci transmembranovych proteinit do ptipravené
vrstvy [33].

Takto ptipravené lipidové membrany byly pouzity napiiklad pro charakterizaci
membranové struktury [35], studium interakci mezi 1é¢ivy a membranou [36,37] a interakci

bilkovin s membranou [38].
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2.2.1.3. Hybridni lipidové membrany (hybrid bilayer membranes, HBMs)

K ptipravé hybridnich lipidovych membran se pouzivaji alkanthioly, které jsou
kovalentné¢ navazané na tenké vrstvé kovu, jako je zlato [39] ¢i rtut’ [40]. Vyslednd
samouspofddand monovrstva (SAM) mé diky alkanovym fetézciim hydrofobni vlastnosti
napodobujici lipidové fetézce. Adsorpci liposomi na povrch SAM se vytvoii hybridni
dvojvrstva, jejiz spodni vrstva je slozend z alkanthiolu a horni vrstva z fosfolipida [41].

Tyto typy membran jsou velice stabilni a robustni. Byly pouzity naptiklad pro studium
izolacnich vlastnosti fosfolipidové vrstvy, aktivity proteinovych périt membrany [39] nebo

pro studium interakci receptor-ligand ¢i buiika-bunka [42].

2.2.1.4. Lipidové membrany podlozené polymerni vrstvou (polymer-cushioned
membranes)

Klasické lipidové membrany na pevnych nosi¢ich (SLB) maji mezi substratem a
dvojvrstvou 1-2 nm tenkou vrstvu vody. Tato vrstva neposkytuje dostateCny prostor pro
cytosolické domény vétSiny transmembranovych proteind a v disledku toho se bude protein
dotykat povrchu nosice, deformovat se a nakonec denaturovat [43]. Aby se zabranilo kontaktu
inkorporovanych proteina s nosicem, byly vyvinuty lipidové membrany podlozené polymerni
vrstvou.

Tento model oddéluje membranu od pevného substratu pomoci mékkého polymerniho
materidlu. Polymer slouzi jako lubrikacni vrstva mezi membranou a substratem a vyznamné
redukuje kontakt mezi proteiny inkorporovanymi v membrané¢ a substratem. Tim U¢inné
omezuje moznost denaturace proteinu - proto se tyto membrany nejvice pouZzivaji pro
inkorporaci proteinu do lipidové membrany [16].

Pouzivané polymery musi mit urcité vlastnosti. Musi byt schopné vytvaret homogenni
tenkou vrstvu vhodnou pro formovani dvojvrstvy, musi byt hydrofilni a chemicky inertni tak,
aby nedochazelo k nezddoucim interakcim s membranou [43]. Podle vazby polymeru s
membranou se polymery rozdéluji na dvé hlavni skupiny. Nezavislé (samostatné) polymery,
které nejsou piimo vazané na lipidovou dvojvrstvu - napi.: polyakrylamid, celulosa, agarosa
nebo polyelektrolyty. Druhou skupinu tvoii vazané (pfipojené) polymery, které jsou celé nebo

jejich Casti spojeny s lipidy nebo hydrofobnimi molekulami integrovanymi v membran¢ -
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napf.: polyethylenglykol nebo poly(2-methyl-2-oxazolin) [43]. Jako polymerova podpora
umélych biologickych membran byly dale studovany naptiklad polyelektrolyty, lipopolymery,
biomakromolekuly jako chitosan, celulosa a streptavidin [44].

K nanaseni fosfolipidové membrany na polymerni vrstvu se pouzivaji tfi metody.
Prvni krok je stejny pro vSechny a to vytvofeni fosfolipidové monovrstvy
Langmuir-Blodgettovou technikou. Druha monovrstva pak miZe byt nanesena fuzi malych
unilamelarnich liposomii, horizontalni Langmuir-Schiferovou metodou nebo opét pouzitim

Langmuir-Blodgettovy techniky [43].

2.2.1.5. Volné a/nebo volné zavésené lipidové membrany

Voln¢ stojici a/nebo volné zavésené lipidové vrstvy jsou membrany formované pies
pory velikosti mikrometri nebo nanometrit [45]. Tim se stavaji atraktivnim modelem pro
fyziologicky vyzkum, protoze volné¢ stojici nebo zavéSena lipidova membrana je pfistupna z

obou stran a poskytuje vétsi prostor pro analyzu [16].

2.2.1.6. Ukotvené lipidovée membrany (tethered lipid bilayer membranes, tBLM)

Ukotvené lipidové dvojvrstvy jsou membrany na pevnych nosi¢ich, kde spodni vrstva
fosfolipidi je kovalentné vazana k povrchu pies tzv. spacerovou skupinu. Tato skupina
izoluje membranu od povrchu, kompenzuje povrchové nerovnosti substratu a miize slouzit
jako rezervoar iontli pod membranou. Obvykle tyto membrany vykazuji vysokou stabilitu i po
dobu né¢kolika dnti nebo tydnt [17]. Tento typ membran je pouzivan piedevSim pfi studiu

membranovych proteina [46].

Nékteré typy popisovanych umélych lipidovych membran jsou na obrazku 5.
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Lipidové dvojvrstvy na pevnych nasigich (SLB) Hybridni lipidové dvojvrstvy (HBM)

Polymerem zmékéeneé membrany Volné stojici nebo zavésené lipidové
membrany

=

Obr. 5: N¢které typy umélych lipidovych membran [16]

2.2.1.7. Samousporadané lipidové membrany (self-assembled lipid bilayers)

Vytvéfeni samoorganizovanych lipidovych dvojvrstev na pevnych elektrodach poprvé
publikoval Tien a Salamon [47]. Piisli s jednoduchou metodou pfipravy fosfolipidové
membrany na pevném substratu. Izolovany kovovy dratek (naptiklad teflonem obaleny
Pt dratek) je Cerstvé odfiznut po jeho ponotfeni do roztoku fosfolipidi. Hydrofilni polarni
skupiny lipidovych molekul vytvoii monovrstvu na povrchu Cerstvé odtiznutého kovu, ¢imz
vytvoii zaklad pro formovani druhé vrstvy, kterd se na zédkladé hydrofobnich interakci sama
uspotrada [48]. Jako substrat pro takto vytvofené membrany byly pouzity naptiklad stiibro
[49], zlato [50], rtut’ [51], agarovy gel [48], skelny uhlik [52] a jiné materidly [53].

Takto pfipravené membrany jsou stale vice vyuzivany v membranovém vyzkumu nebot’
maji mnoho vyhod: jednoduchd a reprodukovatelnd ptiprava, dlouhd mechanickd stabilita,
pouzitelnost pro elektrochemické analyzy a povrchovou detekci [47]. Jsou mnohem stabilngjsi
nez klasické BLMs, mohou tak byt dale vyuzity pro zdkladni vyzkum biomembran a jsou

vhodné k pfipravé biosensort, jako jsou naptiklad enzymatické nebo DNA biosensory [54].
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2.2.1.8. Liposomy

Liposomy jsou koloidni sférické méchyiky skladajici se z jedné nebo néckolika
fosfolipidovych dvojvrstev uzavirajicich vodnou fazi. Diky tomu mohou liposomy slouzit
jako nosice jak pro rozmanité hydrofilni latky rozpusténé v roztoku enkapsulovaném uvnitt
liposomu, tak pro hydrofobni slouc¢eniny inkorporované v lipidovych dvojvrstvach [55-57].

Velikost liposomt se pohybuje v rozmezi od 25 nm do 150 um. Podle zplisobu pfipravy
mohou vznikat rizné typy liposoml - unilamelarni, oligolamelarni nebo multilamelarni
obsahujici jednu, vice nebo mnoho koncentrickych fosfolipidovych dvojvrstev (lamel).
Nejcastéji se liposomy rozdé€luji podle velikosti a lamelarity na [58] :

e malé unilamelarni liposomy (small unilamellar vesicles, SUVs)

e velké unilamelarni liposomy (large unilamellar vesicles, LUVs)

e obfi unilamelarni liposomy (giant unilamellar vesicles, GUVs)

e velké oligolamelarni liposomy (oligolamellar large vesicles, OLVs)
e multilamelarni liposomy (multilamellar vesicles, MLVs)

¢ mnohovackovité liposomy (multivesicular vesicles, MV Vs)

Jako prvni popsal pfipravu liposomi v 60. letech minulého stoleti Bangham [59].
Od té¢ doby bylo vyvinuto mnoho riznych metod ptipravy liposomi. Metodou piipravy a
vyuzitim dalSich procest béhem nebo bezprosttedné po piipraveé liposoml (napi. extruze,
sonifikace, apod.) lze ovlivnit jejich vlastnosti, jako napiiklad velikost, stabilitu, fluiditu,
apod. [55]. V zavislosti na tom, k jakému tcelu jsou liposomy piipravovany, se voli vhodna
metoda ptipravy. Obecné se rozdéluji na:

e mechanické metody [56,59]

e metody zalozené na vymeéné rozpoustédla [60-62]
¢ metody zalozené na odstranéni detergentu [63]

e freeze-thaw metoda [64]

e metoda spontanni revesikulace [65]

Liposomy se vyuzivaji v mnoha vyzkumnych oblastech jako jsou biochemie a
molekularni biologie [66], kosmetickd a potravindiska vyroba [67,68] a predevSim jako

nastroj pro cilené davkovani 1éCiv v in vivo farmakologii [69].
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2.2.2. Metody studia biologickych membran

Fyzikalni vlastnosti uméle ptipravenych biologickych membran (jako jsou tloustka
vrstvy, povrchovy naboj, molekuldrni dynamika, apod.) byly studovany riznymi metodami.
Mezi nejvice pouzivané metody patii nuklearni magneticka rezonance (*H NMR), ktera je
Siroce pouzivand pro charakterizaci fyzikédlnich vlastnosti a dynamiky modelovych a
biologickych membran [70,71] a také pro stanoveni tloustky ptipravené vrstvy [72,73].
Touto metodou byla napiiklad studovéna interakce antimikrobidlniho peptidu magaininu s
umélou membranou [74]. *'P NMR byla pouzita pro sledovani tvorby hexagondlni faze
nekterych typi fosfolipidi [35]. Dalsimi metodami pro méfeni tloustky fosfolipidové
membrany jsou méieni rozptylu rentgenového =zareni (x-ray scattering) [75,76] a
elipsometrie [77].

Pro charakterizaci membranové struktury s vysokym rozliSenim se pouziva mikroskopie
atomarnich sil (AFM) [35,78-81]. Tato metoda se dale pouziva pro studium interakci
membrany s nékterymi typy latek jako jsou 1éciva [36,37], enzymy [82,83], peptidy [84] a
iontové kapaliny [85].

Cyklickéd voltametrie (CV), elektrochemickd impedancni spektroskopie (EIS) a dalsi
elektroanalytické¢ techniky byly pouzity pro studium elektrickych vlastnosti a principti
prenosu elektronu pies lipidovou membranu [54,86,87]. Témito metodami byly takeé
studovany interakce biologicky aktivnich latek s umélymi lipidovymi membranami. Z peptidi
byly timto zptisobem studovéany naptiklad surfactin - lipopeptid s amfifilnim charakterem [88]
a nisin - antibakteridlni peptid [89]. Z 1&Civ to byly napiiklad ibuprofen - dobfe znamé
1é¢bé hluboce zakotenénych houbovych infekci [91]. Z dalSich molekul to byly naptiklad
antioxidant resveratrol [92] a flavonoid kvercetin [93].

Difuzni charakteristiky lipidi a membranovych proteini byly studovany metodou
obnoveni opticky vybélené fluorescence (fluorescence recovery after photobleaching, FRAP),
kde intenzivni laserovy pulz vybéli fluoreskujici znacku v malé oblasti na povrchu
fluorescenéné¢ znaCené builky. Fluorescenénim mikroskopem se sleduje obnoveni
fluorescence v dusledku difuze fluoreskujicich molekul z okolnich ¢asti bunikky do vybélené
oblasti. Z rychlosti obnovy fluorescence je mozné urcit rychlost difuze znaCenych molekul
[5,94-96]. Dalsi metodou pro sledovani diftznich charakteristik je fluorescen¢ni korelacni

spektroskopie (FCS) [97].
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Kiemenné krystalové mikrovahy (dissipative quartz crystal microbalance) byly pouzity
pro studium adsorpce/fize liposomii a formovani fosfolipidové membrany [44] nebo pro
sledovani vzniku defektt ve fosfolipidové vrstvé v disledku piisobeni iontovych kapalin [85].

Metodami pouzivanymi pro charakterizaci struktury, sloZzeni a vlastnosti lipidovych
filmi jsou fluorescenéni mikroskopie [98], Brewsteriv mikroskop (Brewster angle
microscopy, BAM) [99], rentgenova reflexe a difrakce [100,101] a neutronova reflektivita
[102]. Povrchova plasmonova resonance (surface plasmon resonance, SPR), povrchové
zesilena Ramanova spektroskopie (SERS) a reflektan¢ni-absorpcni infracervena
spektroskopie (RAIRS) byly pouzity pro monitorovani formovani lipidovych filmt a vazani s
biomolekulami [103-105]. Statickd hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontl
(static secondary-ion mass spectrometry SSIMS) poskytuje specifické informace o slozeni,

struktufe, orientaci a tloust’ce lipidové vrstvy [106].

2.3. ELEKTROCHEMICKE SENSORY

Sledovani interakci mezi riznymi typy molekul a lipidovou dvojvrstvou vedlo k vyvoji
elektrochemickych biosensort. Pro vytvofeni citlivého a selektivniho sensoru se mohou
ruzné typy elektrodovych povrchti modifikovat riznymi typy latek. Naptiklad uhlikové
pastové elektrody (CPEs) jsou Casto modifikovany lipidy nebo mastnymi kyselinami pro
zvyseni jejich citlivosti a selektivity. Pastové elektrody modifikované asolectinem,
fosfatidylcholinem ¢i kardiolipinem byly pouzity pro stanoveni 1éCiv a farmakologicky
vyznamnych latek - napiiklad k prekoncentraci a stanoveni 1€Civ jako jsou promethazin [107],
adriamycin a epirubicin [108], celiptium [109] a marcellomycin [110]. Mastné kyseliny,
konkrétné kyselina laurova, stearova a lignocerova (tetrakosanova), byly pouzity k modifikaci
CPE a pro stanoveni 1éCiv jako trimipramin [111], piroxicam a tenoxicam [112].

Nekteré fosfolipidové vrstvy na pevnych nosi¢ich byly modifikovany vhodnymi latkami
ke zlepSeni selektivity a citlivosti na analyt. Xanthinovy biosensor byl vyroben modifikaci
fosfolipidové vrstvy streptavidin-biotin technologii k vazbé s hydrofilnim enzymem xanthin
oxidasou [113]. Podobna metoda byla pouzita pro ptipravu glukosového minisensoru [114].
Kienova peroxidasa (horseradish peroxidase, HRP) byla zakotvena ve fosfatidylcholinové
dvojvrstvé pomoci dithiotreitolu a byla pouzita jako biosensor ke stanoveni dopaminu [115].

Pro stanoveni atenololu byl pouzit lipidovy film stabilizovany polymerizaci [116].
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Stabilizovany lipidovy film je schopny akumulovat organické latky v zavislosti na jejich
naboji a hydrofilnim-hydrofobnim charakteru. Tato jejich vlastnost byva vyuzita pro piipravu
selektivnich biosensori. Naptiklad stabilizovany lipidovy film s inkorporovanou ureasou byl
pouzit pro rychlou, selektivni a citlivou detekci mocoviny v mléce [117]. Siontorou et al.
vyvinuli biosensor pro stanoveni oxidu uhli¢itého zaloZeny na hemoglobinu inkorporovaném
ve fosfolipidové vrstvé na kovovém substratu [118] a minisensor na kyanidové ionty zaloZeny
na methemoglobinu inkorporovaném v membrané [119]. Pro stanoveni aflatoxinu M; v syru
byla pouzita na filtru vytvofena fosfolipidova membrana s inkorporovanou DNA [120].
Chovani a vlastnosti DNA inkorporované¢ v umélé membrané byly studovany metodami
cyklické voltametrie, diferencné€ pulzni voltametrie a mikroskopii atomarnich sil [121,122].

Schopnost mnoha organickych latek, jako jsou pesticidy, 1éCiva a jiné¢ farmakologicky
vyznamné slouceniny, interagovat s fosfolipidy a akumulovat se v lipidovych membranéch,
byla vyuzita pro jejich stanoveni. Néktera 1é¢iva nebo pesticidy je mozné inkorporovat
(akumulovat) do fosfolipidové vrstvy vytvofené na povrchu elektrody a poté tyto latky
elektrochemicky detegovat. Tato metoda byla pouzita naptiklad pro stanoveni

protinadorového 1é¢iva marcellomycinu [123].

2.4. PARAQUAT

Paraquat (1,1'-dimethyl-4,4'-dipiridinium dichlorid; methylviologen; Gramoxon) je
kvartérni dusikaty herbicid. Jeho struktura je na obr. 6. Poprvé byl syntetizovan v roce 1882.
Jeho herbicidni vlastnosti byly objeveny v roce 1955 a registrovany v Anglii v roce 1962
[124]. V celosvétovém méfitku patfi k nejpouzivanéj§Sim herbiciddm [125].
Je to Sirokospektralni, neselektivni a rychle ptsobici kontaktni biocid, ktery ni¢i rostlinné

bunky tim, ze interferuje s nitrobunéénym systémem pienosu elektronii [126,127].

+// +
HiC—N \ ,N-CH;

Obr. 6: Struktura paraquatu.
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Ackoliv je paraquat zakdzan v Evropské Unii [128], je stidle pouzivan v rozvojovych
zemich jako je Thajsko nebo Filipiny [129] a v dalSich asi 130 zemich [130] v ovocnych
sadech a na plantazich produkujicich rizné plodiny jako jsou kava, kakao, kokosové ofechy,
olejové palmy, banany, vinna réva, olivy, ¢aj, vojtéska, cibule, porek, fepa cukrovka a chtest.
Je pouzivan jako desikant a defoliant pro ananas, cukrovou titinu, sojové boby a slunecnici
[131]. Paraquat se mtize z osetfenych plodin dostavat (mimo jin¢) do potravin, pitné vody a
do zeméd¢lskych kanala [132].

Paraquat ma dlouhou perzistenci v zivotnim prostiedi, nebot’ nedochazi k jeho
hydrolyze, nepodléhd fotodegradaci ve vodném prostfedi a je rezistentni k mikrobialni
degradaci za aerobnich i anaerobnich podminek [133,134]. Paraquat je velice dobfe rozpustny
ve vodé (620 g I'' pii 25 °C) [135]. Ve vodném prostiedi je viak siln& adsorbovan na
nerozpustnych casticich a sedimentech. Adsorpce paraquatu z vodné faze na sedimenty je
velice rychld - v ¢erstvé vode je to 50 % po 36 hodinach a 100 % po 4 tydnech [136]. Polocas
rozpadu paraquatu ve vodném prostiedi v podminkach stfedni Evropy se odhaduje v rozmezi
2 az 820 let v zavislosti na intenzité slunecniho zareni a hloubce vody [124].

V pud¢ je paraquat velmi perzistentni. Snadno a silné¢ se vaze na jilovité materidly a
organickou hmotu a muze byt neaktivni po dlouhou dobu. Jeho sorpéni koeficient je v
rozsahu od 8400 do 40000000 [137]. Polocas rozpadu paraquatu v pid¢ muze byt az 20 let.
Ptesto miize dochazet k jeho desorpci a mlize se opét stat biologicky aktivnim. Jeho rezidua
byla zjisténa v povrchové vodé, pitné vode a podzemni vodé, prestoze se piedpoklada, ze je v

pudé neaktivni a nedochazi k jeho vyluhovani do podzemnich vod [124].

2.4.1. Toxicita paraquatu

Paraquat je extrémné toxicky jak pro &lovéka (LDsy 35 mg kg'), tak i pro zvifata
(mysi: LDso 110-150 mg kg™') [138]. Biochemicky mechanismus toxicity paraquatu je spojen
s cyklickou oxidaci a redukci paraquatu, ktera probihd v plicnich buinikach a je spojena s
produkci vysoké koncentrace superoxidového aniontu a dal§ich cytotoxickych volnych
radikald kysliku. Tyto anionty a volné radikaly zptsobuji peroxidaci membranovych lipidl a
tim dochézi k poskozeni tkdni a ptipadné az k smrti [136,139]. Miize zpisobovat poSkozeni
plic, ledvin, jater nebo jicnu [140-142]. Epidemiologické studie [143,144] ukazuji, ze
paraquat muze piispivat k neurodegenerativnim poruchdm jako jsou naptiklad Parkinsonova

choroba [144-149], plicni fibréza nebo rakovinny nador zlaz [150] a oxidativnimu stresu
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ovlivitujicimu funkci jater [150,151]. Proto je nutné sledovat, zda zbytky této latky
nepiekracuji limit dany Evropskou komisi (20 pg kg™ pro vétsinu plodin) [152].

2.4.2. Stanoveni paraquatu

Od 70. let minulého stoleti védci vyviji citlivé a rychlé metody pro stanoveni paraquatu
v zivotnim prostiedi a biologickych materidlech. Nejvice pouzivanou technikou pro stanoveni
paraquatu v ruznych typech vzorkll je vysokoucinnad kapalinovéd chromatografie (HPLC).
Pro stanoveni paraquatu ve vod¢ byla pouzita HPLC s UV-Vis detektorem s diodovym polem
[153,154] nebo metoda LC/MS/MS [155]. V biologickych materialech byl paraquat pomoci
HPLC stanovovan v lidském séru [156,157], moci [158,159], v plasmé [160], v krvi [161] ¢i v
mozku mysi, které byly vystaveny plisobeni paraquatu [162,163].

Dalsi vyznamnou metodou pro stanoveni paraquatu je plynova chromatografie (GC).
Vzhledem k iontovému charakteru paraquatu je nutné nejdiive pouzit chemickou redukci
(napf. pomoci NaBH; nebo NaBH4-NiCl,) pro ziskdni tekavéjSich sloucenin. Vznika
perhydrogenovany paraquat (1,1'-dimethyl-4,4'-bipiperidin), ktery je vhodny pro GC analyzu
[164]. Metodou GC/MS byl paraquat stanoven ve vodé [165], v plasmé a v moci [165,166],
v mekoniu [164] a v posmrtnych vzorcich krve, moci, jater, plic a ledvin [167].

Elektrochemické metody jsou Siroce pouzivané pro analyzu paraquatu v Zzivotnim
prostiedi a v biologickych vzorcich, protoze jsou rychlé, levné a maji nizké detek¢ni limity.
Nejvice pouzivanou elektrochemickou metodou pro stanoveni paraquatu je square wave
voltametrie (SWV) a diferen¢né pulzni voltametrie (DPV). Tyto metody byly pouzity pro
stanoveni tohoto pesticidu ve vodé, jablkich a bramborach s riiznymi typy elektrod.
Ptehled metod, vzorki a pouzitych elektrod je v tabulce 1.

Nekteré sensory pro stanoveni paraquatu byly vyvinuty na zéklad¢ tekutych membran
iontoveé selektivnich elektrod [168,169] a oktamethylcyklotetrasiloxanem modifikované

elektrody [170,171].
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Tabulka 1: Prehled elektrochemickych metod a pouzitych elektrod pro stanoveni paraquatu.

Metoda Vzorek Typ elektrody Citace
CPE modifikovana pfirodnim fosfatem
SWV voda (NP-CPE) 130
borem dopovand diamantova elektroda
SWV voda (BDDE) 172
CPE modifikovana hydroxyapatitem
SWV voda (HAP-CPE) 173
SWV voda visici rtut'ova kapkova elektroda (HMDE) 174
SWV voda elektroda z pyrolytlckgho grafitu s 175
metalloftalokaninem
GCE s mnohosténymi uhlikovymi
SWV voda nanotrubkami (MWCNTSs) 176
jablka, CPE impregnovana fluoroapatitem
A brambory (FAP-CPE) iy
SWV brambory staticka rtutova kapkova elektroda (SMDE) 178
SWV, DPV voda zlata mikroelektroda 179
SWV, DPV,CV  nespecifikovéno DNA modifikované zlaté nvanocastlce na zlaté 130
elektrodé
SWV, CV voda CPE s kaolinem (KCPE) 181
SWASV olivovy olej, CPE s chitinem (Chit-CPE) 138
olivy
DPV voda bismutova filmova elektroda (BiFE) 182
DPV voda GCE pokryta nafionem (NFGCE) 183

Kapilarni elektroforéza byla pouzita pro stanoveni rezidui paraquatu v pitné vodé

[184,185], bramborach [186] a marihuané [187].

V literatufe najdeme mnoho dal$ich metod pro stanoveni paraquatu v€etné¢ Ramanovy
spektroskopie [188,189], spektrofotometrie [190,191], spektrofluorimetrie [192], fluorimetrie
[193] ¢i dielektroforetické frakcionace tokem v poli (dFFF) [194]. Velmi rychlé a spolehlivé

techniky pro detekci paraquatu v biologickych vzorcich jsou imunochemické analytické

metody jako ELISA [195,196] nebo radioimunoanalyza [197].
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2.4.3. Elektrochemické chovani paraquatu

Elektrochemické chovéani paraquatu je znamé a bylo jiz popsano v literature
[176,198,199]. Cyklicky voltamogram paraquatu je na obr. 5, kde jsou vidét dva katodické a
dva anodické piky (oznacené A az D). Katodicky pik A blizko -0,7 V (vs. Ag/AgCl) odpovida
rychlé reverzibilni redukci paraquatu dikationtu na modry kation radikal (rovnice 1).
Pik blizko -1,0 V je povazovan za redukci methyl viologen kation radikdlu na jeho
redukovanou molekularni formu (1,1'-dimethyl-1,1'-dihydro-4,4'-bipyridin), jak popisuje
rovnice 2 [176]. Kation radikal mtze v koncentrovanych vodnych roztocich reversibilné tvofit

dimer [198,199].

HaC—Ny 7 N\ch, + e A pon ) N—-CH (1)
el e e Ua s
H3C_N@—<;\N_CH3 + e_ é{ H3C—N N_CH3 (2)

Proud (pA)

12 ] B

x ————T—— r r T
-1.4 -1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2
Potencial (V)

Obr. 5: Cyklicky voltamogram paraquatu.
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2.5. VYBRANE ANALYTICKE METODY PRO CHARAKTERIZACI MEMBRAN

2.5.1. Elektroanalytické metody

Jak jiz bylo popséano vyse, elektroanalytické metody jsou hojné vyuzivany pro studium
jak umélych biologickych membran, tak pro stanoveni pesticidu paraquatu (viz kap. 2.2. a
2.4.2.). V této praci byly pouzity ptredevsim cyklickd voltametrie (CV), diferencné pulzni
voltametrie (DPV), square wave voltametrie (SWV) a elektrochemickd impedancni
spektroskopie (EIS).

Cyklicka voltametrie (CV) je Casto pouzivana metoda pro studium fluidity fosfolipidové
vrstvy a propustnosti membrany pro rtzné latky, jako je napiiklad ferrokyanid, ktery se
pouziva jako modelova latka pro ovéfeni uplného pokryti povrchu elektrody fosfolipidovou
vrstvou [90,200]. Cyklickou voltametrii byly studovany interakce i dalSich latek s
fosfolipidovou membranou - naptiklad peptidii, 1é¢iv ¢i antioxidantd [88-92], dale pak
ionoforu gramicidinu A [201] ¢i sterolit [202]. Touto metodou bylo také zjiSténo, Ze nékteré
latky mohou naruSovat fosfolipidovou vrstvu, naptiklad peptid nisin [89] nebo melittin [203].

Diferen¢né¢ pulzni voltametrie (DPV) je jednou 2z nejvice pouzivanych
elektroanalytickych metod pfedev§im pro stanoveni stopového mnozstvi organickych
1 anorganickych latek. Pti této metod¢ se na potencidl, ktery se linearné méni s Casem,
vkladaji napétové pulzy a registruje se rozdil proudit zmétenych tésné pred vloZzenim pulzu a
na jeho konci. Poloha piku na potencialové ose je dana kvalitou analytu a jeho vyska zavisi na
koncentraci [204]. DPV byla pouzita pro sledovani inkorporace DNA do fosfolipidové vrstvy
na povrchu elektrody ze skelného uhliku (GCE) [121]. Tato metoda byla vyuzita pro
sledovani iontového pfenosu raznych typt 1é¢iv nebo dopaminu pies nelipidové membrany
[205,206] nebo pro stanoveni pesticidu paraquatu s pouzitim raznych typa elektrod
[182,183,207].

Square wave voltametrie (SWYV) je jednou z nejcitlivéjSich elektrochemickych metod
pouzivanych k pfimému stanoveni koncentrace fady sloucenin. SW voltamogram vyjadiuje
zavislost prochazejiciho proudu na vlozeném potencidlu. Kvantita stanovovanych latek
odpovida plose piku, kvalitativni informace odpovida specifickému potencidlu, pfi némz se
pik objevuje. Jak jiz bylo uvedeno vySe, SWV se hojné pouziva pro stanoveni rezidui

paraquatu v riznych typech vzorka s pouzitim riiznych typt elektrod (tab. 1).
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Elektrochemickd impedancni spektroskopie (EIS) je metoda, kdy se na pracovni
elektrodu vkladéd konstantni potencidl se superponovanym stfidavym napétim o urcité
amplitud¢ (nejCastéji v rozsahu 5-10 mV) a méii se stfidava slozka proudové odezvy.
Frekvence stfidavého napéti se pfi méfeni méni s Casem. Obvykle se méfi od vysSich
frekvenci k niz§im. Pouzivané frekvence se pohybuji od 1 MHz do 0,1 mHz a pro méfeni se
obvykle pouziva potenciostat v tiielektrodovém zapojeni [208]. EIS je neinvazivni metoda a
pouziva se pro charakterizaci elektrickych vlastnosti mnoha systému. Dnes se vyuziva, mimo
jiné, pro detailni studie struktury a funkce umélych biologickych membran [209].
Tato metoda byla pouzita pro ovéteni pokryti tuhé elektrody fosfolipidovou vrstvou [210],
pro stanoveni tloustky lipidové vrstvy [200] nebo pro sledovani interakci riznych latek s

membranou [88] ¢i studium naruSovani vrstvy riznymi latkami [203].

2.5.2. Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

AFM pouziva ostry hrot na konci ohebného nosniku pifedev§im ke zkoumani
topografickych a mechanickych vlastnosti vzorku. Sily pisobici mezi povrchem a sondou
zpusobuji vychyleni nosniku, které je zaznamenano laserovym paprskem odrazejicim se od
zadni strany nosniku (obr. 6). Informace o vychyleni nosniku je pak pouzita pro vytvoreni
obrazku topografie vzorku [211].

AFM je metoda s vysokym rozliSenim, Siroce pouzivand pro vyzkum struktury
a mechanickych vlastnosti biologickych materiali. Je to efektivni nastroj k vyzkumu struktury
a funkce organickych tenkych filmi, vCetné biomembran [212,213] a pro stanoveni jejich
tloustky [214]. AFM studie byvaji provadény pro biologické procesy zahrnujici fyzikalni
vlastnosti umeéle piipravenych lipidovych membran [79,215,216], sledovani hydrolyzy
a kinetiky degradace fosfolipidové vrstvy piisobenim fosfolipasy A, [217,218] ¢i interaktivni
sily mezi biomolekulami. Byla vyvinuta metoda pro pfimou inkorporaci membranovych
proteind do detergentem destabilizované umé¢lé lipidové membrany [219]. Pomoci AFM byl
sledovan vliv riznych typt peptidii na vlastnosti fosfolipidové membrany a jejich vzajemné
interakce [220,221]. Bylo zjisténo, ze nékteré peptidy mohou naruSovat vrstvu nebo
zpusobovat jeji fidnuti [222,223].

Studium interakci fosfolipidové membrany s 1é¢ivy na molekularni Grovni je dal§im

Sirokym uplatnénim modelovych membran. Ve farmakologii je dobfe znamo, Ze struktura a
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vlastnosti biologick¢é membrany mohou byt siln€¢ ovlivnény interakci s 1é¢ivy. Tyto interakce
ovlivityji aktivitu ¢i toxicitu lé¢iva. Byly studovany interakce antibiotik s membranou, jako
naptiklad fluorochinolonova antibiotika [224] nebo azitromycin [36]. Anestetika predstavuji
dalsi dulezitou skupinu 1éCiv, protoze je dulezité objasnit jejich plisobeni na plasmatickou
membranu bun¢k neuront. Molekulova teorie pusobeni anestetik zahrnuje hypotézu ze
anestetika naruSuji strukturu lipidové membrany a tim i biofyzikalni vlastnosti membrany
[37]. Pomoci AFM byla studovéana napiiklad anestetika dibucain [225] nebo halothan [37].

AFM bylo dale pouzito 1 pro zobrazeni rtiznych membranovych proteini a jejich
interakci s membranami [38,79,226,227]. Proteiny inkorporované do bunééné membrany hraji
zésadni roli v membranovych procesech a vice souvisi s fyziologii ¢lovéka. Proto je tento
model membran biologicky vyznamny.

Z téchto vyzkuml mohou byt ziskany informace pro vyvinuti biosensori a novych
metod pro prendseni 1éCiv a genti. AFM muze byt pouzito pro vyzkum stabilizovanych
fosfolipidovych vrstev na pevnych substratech. V takovém piipad¢é jsou formovany velké
bezdefektové plochy, které slouzi jako modely bunéénych membran [78].

Ptehled dalSich aplikaci AFM ve spojeni s fosfolipidovymi membrdnami je uveden v

ptehledovych ¢lancich [105,213,228].

Fotodioda

AN 4 Nosnik

Snimaé

Obr. 6: Princip AFM [105].
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2.5.3. Rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS)

XPS je spektroskopickd metoda métici energetické spektrum elektront uvolnénych z
atomu po excitaci elektromagnetickym zafenim. Z méfeni energetického rozdéleni elektront
emitovanych povrchem meétené pevné latky v dusledku fotoelektrického jevu lze urcit
chemické slozeni a stav povrchu pevnych latek. Jako excitani zdroj se pouziva rentgenové
zateni (50 - 25000 eV), které ma relativné vysokou energii a vede proto k emisi vnitfnich
elektronil. Energie elektronti se urcuje pomoci zaktiveni drahy v magnetickém ¢i elektrickém
poli. Pomoci této metody lze studovat ionizacni energie atomit v povrchové vrstvé vzorku.
XPS je v soucasnosti jednou z nejrozsifenéjSich metod studia povrchti latek a velmi tenkych
vrstev. Mezi jeji pfednosti patii schopnost ziskat informace nejen o tom, z jakych prvkl je
povrch slozen, ale i o vazbach atomi k jejich okoli. Metoda podavé kvantitativni informace a
slozeni, umoziuje urcit tloustku velmi tenkych vrstev a pomoci thlové zavislych méfeni také
rozlozeni sledovanych atomi v zavislosti na hloubce pod povrchem vzorku [229].

Elektrochemicky pfedupraveny povrch elektrody ze skelného uhliku byl studovan
pomoci XPS, pro charakterizaci povrchovych zmén [230] a tato metoda byla pouzita i pro
dalsi Gpravy povrchu této elektrody [231]. XPS mize poskytnout informace o chemickém
slozeni lipidovych filma a také o jejich molekularni organizaci [106,232,233], a proto byla
pouzita pro charakterizaci pfipravenych umélych lipidovych filmi [234,235].

2.5.4. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z nejvice pouzivanych
separacnich metod. V souvislosti s fosfolipidy se HPLC pouziva pro urceni sloZeni
fosfolipidovych smési a membran, piipadné pro urCovani zmén v jejich slozeni vlivem
ruznych aspektt [236,237]. Tato metoda byla také pouzita pro sledovani orientace a vazby
peptidi melittinu a gramicidinu A v membranach, liposomech a micelach [238,239].
Fosfolipidy mohou byt také vyuzity jako stacionarni faze, kde slouzi k objasnéni interakci
mezi riznymi 1é¢ivy a biologickymi membranami [240]. HPLC se velice Casto pouziva také

pro analyzu pesticidu paraquatu, jak jiz bylo uvedeno diive (viz kap. 2.4.2.).
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem piedlozené disertatni prace bylo prostudovat vlastnosti fosfolipidi a jejich

agregatll vybranymi analytickymi metodami. Konkrétnéji se tato prace zabyva studiem

agregacnich vlastnosti smési fosfolipidl ze sojovych bobl (komeréné dostupné pod nazvem

Asolectin) predevsim na pevnych povrSich. Agregacni vlastnosti této fosfolipidové smeési byly

vyuzity pro piipravu umélé lipidové membrany na povrchu elektrody ze skelné¢ho uhliku.

Cile této prace miizeme shrnout nasledovné:

vyuzit asolectin jako modifikator uhlikové pastové elektrody pro stanoveni
lipofilnich latek ve vodném prostiedi

prostudovat agregacni vlastnosti asolectinu na pevném povrchu

pfipravit umélou lipidovou membranu z této fosfolipidové smési na povrchu
elektrody ze skelné¢ho uhliku

prostudovat vlastnosti pfipravené membrany jako jsou tloustka vrstvy,
jeji kompaktnost, stabilita, apod.

optimalizovat ciSténi a obnoveni povrchu elektrody po jeji modifikaci
pro jeji dalsi pouziti

prostudovat interakce pfipravené vrstvy s modelovym systémem riznych typia
latek

vyuzit fosfolipidy modifikovanou uhlikovou elektrodu jako sensor pro stanoveni

lipofilnich latek ve vodném prostiedi
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. POUZITE CHEMIKALIE

Pro experimentdlni méfeni byl pouzit asolectin ze sojovych bobl (smés fosfolipidi)
s obsahem fosfatidylcholinu minimalné 25 % (Fluka, Buchs, Svycarsko). Paraquat chloristan
(methylviologen chloristan) byl vysrazen z komeréné dostupného preparatu (Gramoxon)
roztokem chloristanu sodného, rekrystalizovan z deionizované vody a suSen ve vakuovém
eksikatoru s oxidem fosfore¢nym [241]. Dale byly pouzity kyselina fosfore¢na (Fluka, Buchs,
Svycarsko), siran méd'naty, ferrokyanid draselny, alumina, grafitovy prasek, kyselina octova
a kyselina trifluoroctova (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), hexan, ferrikyanid draselny,
kyselina chlorovodikova, kyselina borita, uhli¢itan sodny, chlorid sodny a siran sodny
(krystalicky, Na,SO4-10 H,O) (Lachema, Brno, Ceska republika), chlorid draselny (99,999 %
Suprapur) (Merck, Praha, Ceské republika), kyselina sirovd, methanol (Penta, Praha, Ceské
republika), peroxid vodiku, hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika), chloroform p.a.
(Onex Chemie, Roznov pod Radhostém, Ceska republika).

VSechny pouzité chemikalie byly analytické Ccistoty, pokud neni uvedeno jinak.
Pro ptipravu vSech roztokt byla pouzita deionizovana voda (Milipore, 18,2 MQ).

SPE kolonky Strata Si-1 silica (55 pm, 70 A, 500 mg/3 ml, Phenomenex, USA) byly

pouzity pro prekoncentraci paraquatu v modelovém vzorku vody.

4.2. PRIPRAVA ROZTOKU

Roztok asolectinu o koncentraci 3 mg ml™ [242] pro ptipravu fosfolipidové vrstvy byl
pfipraven v hexanu.

Fosfatovy pufr o pH 7,0 byl pfipraven z roztoku kyseliny fosforecné o koncentraci
50 mmol 1" a 50 % hydroxidu sodného. Pro mé&feni pH byl pouzit pH metr inoLab 720 s
kombinovanou sklenénou elektrodou SenTix 21 (WTW, Weilheim, Némecko).

Britton-Robinsontiv pufr obsahoval kyselinu boritou, kyselinu octovou a kyselinu
fosforenou, kazda o koncentraci 40 mmol I"'. Pomoci 50% hydroxidu sodného bylo upraveno

pH pufru na hodnotu 6,0.
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VSechny ostatni roztoky byly pfipraveny vzdy rozpusSténim odpovidajictho mnozstvi

latky v deionizované vodg.

4.3. POUZITE PRACOVNI POSTUPY

4.3.1. Stanoveni paraquatu adsorpcni rozpoustéci diferencné pulzni voltametrii

Uhlikova pastova elektroda (CPE) byla pfipravena dikladnym smichéanim grafitového
prasku s parafinovym olejem v poméru 70:30 (m/m) v achatové tfeci misce. Homogenni
uhlikova pasta byla naplnéna do téla elektrody z plexiskla. Piipravena CPE byla ponechana
nékolik dni na vzduchu pfi laboratornich podminkéach. Fosfolipidy modifikovana uhlikova
pastova elektroda (LMCPE) byla pfipravena ze zralé uhlikové pasty, ktera byla smichdna v
tfeci misce s asolectinem rozpusténym v minimalnim mnozstvi chloroformu. Pomér uhlikové
pasty a pevného asolectinu byl 95:5 (m/m). Tento pomér byl pievzat z literatury [107,109].
Rozpoustédlo bylo pies noc odpaieno pti laboratorni teploté. Dobfe zhomogenizovana pasta
byla naplnéna do elektrodového téla, stejné jako v predchozim ptipadé.

SPE kolonky Strata Si-1 silica (55 um, 70 A, 500 mg/3 ml, Phenomenex, USA) a
Visiprep SPE vacuum Manifold (Sigma-Aldrich, Némecko) byly pouzity pro prekoncentraci
paraquatu v modelovém vzorku vody. SPE kolonky byly nejdiive kondiciovany promytim
6 ml deionizované vody (pH 9), 6 ml kyseliny chlorovodikové (6 mol I'') v 8% (v/v)
methanolu a 6 ml deionizované vody (pH 9). Modelovy vzorek byl pifipraven piidavanim
standardniho roztoku paraquatu do deionizované vody (200 ml) v koncentracnim rozsahu
0,5 az 3 umol I"'. Vzorek byl zalkalizovan na pH 9 a aplikovan na SPE kolonku ve vakuovém
systému s rychlosti pritoku 2 ml min”. Nésledn& byla SPE kolonka promyta 2 ml
deionizované vody (pH 9) a systém byl vysuSen pod vakuem (10 min). Eluce byla provedena
2 ml kyseliny chlorovodikové (6 mol 1) v 8% methanolu [154,184,185,191,243].
Pted méfenim byl ziskany eludt zalkalizovan piidavkem uhli¢itanu sodného o koncentraci
2 mol 1" na pH 6.

Meéieni adsorp¢ni rozpoustéci diferencné pulzni voltametrie (AdSDPV) bylo provedeno
na Eco-Tribo Polarografu (ECO-TREND PLUS, Praha, Ceska republika) v tiielektrodovém
zapojeni s CPE a LMCPE jako pracovnimi elektrodami, Ag|AgCl|1M-KCIl jako referentni

elektrodou a platinovym dratkem jako pomocnou elektrodou. Pied kazdym méfenim byl
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elektrodovy povrch obnoven vytlacenim cca 1 mm pasty a vyleSténim na hladkém papite.
Vsechna méreni byla provadéna v potencidlovém rozsahu od -0,1 do -1,3 V. Doba akumulace
byla 300 s pro méfeni pii koncentracich vysgich nez 5 pmol I pro obé& elektrody.
Pro koncentrace niz$i nez 5 umol 17 byla pouZita doba akumulace 300 s pro CPE a 600 s pro
LMCPE. Optimalni potencial pro akumulaci paraquatu byl -500 mV. Vyska pulzu byla
-50 mV a Sitka pulzu 100 ms. VSechna meéfeni byla provadéna v prostiedi

Britton-Robinsonova pufru o pH 6,0. Kazdy vzorek byl méfen ttikrat.

4.3.2. Priprava modifikované elektrody ze skelného uhliku

Cista elektroda ze skelného uhliku (GCE) byla vylesténa aluminou (0,05 um) a vloZena
do ultrazvukové 14zn€ na 1 min v deionizované vod¢. Povrch elektrody byl nésledné upraven
elektrochemicky v prosttedi chloridu sodného o koncentraci 9 g I vloZenim potencialu 1,5 V
(vs. AglAgCl|3M-KCI) po dobu 3 min [90]. Poté byla elektroda vysuSena proudem dusiku.
Na povrch GCE bylo naneseno 5 pl roztoku asolectinu v hexanu (3 mg ml™) a elektroda byla
ihned ponofena do roztoku NaCl (9 g I'') na 30 minut. Nésledn& byla lipidem modifikovana

uhlikova elektroda (LMGCE) opatrné oplachnuta deionizovanou vodou a pouzita k méfeni.

4.3.3. Testovani pokryti elektrody

4.3.3.1. Cyklicka voltametrie (CV)

Elektrochemické méfeni bylo provadéno na piistroji Autolab PGSTATI128N (Metrohm
Autolab, Utrecht, Nizozemi) v tfielektrodovém zapojeni. Jako referentni elektroda byla
pouzita Ag|AgCl|3M-KClI a platinovy dratek jako pomocna elektroda. Jako pracovni elektroda
byla pouzita ¢ista GCE (primér disku 3 mm, Bioanalytical Systems, West Lafayette, IN,
USA) nebo GCE modifikovana fosfolipidovou vrstvou (LMGCE).

Uprava  povrchu  elektrody a  proces jeji ~ modifikace je  popsan
v kapitole 4.3.2. Ptipravend LMGCE byla oplachnuta deionizovanou vodou a ponoiena do
roztoku ferrokyanidu draselného o koncentraci 5 mmol 1", ktery byl pouzit jako elektroaktivni
znacka, v prostiedi 0,1 mol I KCI. Takto pfipraveny roztok byl pfed m&fenim zbaven

rozpusténého kysliku probublanim dusikem po dobu 10 minut. Cyklické voltamogramy byly
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zaznamenany v potencialovém rozsahu od -0,4 V do 0,7 V, s rychlosti polarizace elektrody
50 mV s™'. Vzdy byly zaznamenany dva cykly. Ziskané cyklické voltamogramy na LMGCE
byly porovnavany s voltamogramy ziskanymi na cist¢ GCE. Naméfena data byla

vyhodnocena a zpracovana v softwaru Nova 1.10 (Metrohm Autolab, Utrecht, Nizozemi).

4.3.3.2. Elektrochemicka impedancni spektroskopie (EILS)

Me¢teni EIS byla provddéna na stejném pfistroji Autolab jako voltametrické méteni
s pouzitim stejného tiielektrodového zapojeni (kap. 4.3.3.1.). Modifikovana elektroda,
piipravena podle postupu popsaného v kapitole 4.3.2., byla oplachnuta deionizovanou vodou
a ponoiena do roztoku ekvimolarni smési K4[Fe(CN)s]:Ks[Fe(CN)s] (1:1) o koncentraci
jednotlivych slozek 5 mmol v pritomnosti KCI o koncentraci 0,1 mol 1. Tento roztok byl
zbaven rozpusténého kysliku probublanim dusikem po dobu 10 minut. Pied méfenim EIS byl
zaznamenan cyklicky voltamogram pfipraveného roztoku na ¢isté GCE, z jehoz zaznamu se
ziskala hodnota potencialu pro méteni EIS - v tomto ptipadé 0,27 V, coz je hodnota blizka
formalnimu potencialu redoxniho paru [Fe(CN)e]*"* v daném prostiedi. Déle byly nastaveny
parametry metody EIS: frekvence v rozsahu od 50 kHz do 0,1 Hz s amplitudou 10 mV, pocet
frekvenci 50. Nasledn¢ byla zaznamendna impedancni spektra pro LMGCE. Pro srovnani byla
stejnym postupem meéfena impedancni spektra i s Cistou GCE. Nameéfend data byla

vyhodnocena a zpracovana v softwaru Nova 1.10.

4.3.4. Tloustka fosfolipidové vrstvy - méreni AFM

Vsechny nadobky, které byly pouzity pro piipravu roztoki, byly vycistény Cerstveé
pfipravenou smeési koncentrované kyseliny sirové a koncentrovaného peroxidu vodiku
(3:1 v/v), oplachnuty deionizovanou vodou a vysuseny na vzduchu.

Cista GCE byla pieci§téna aluminou (0,05 um) a vloZena v deionizované vodé
na 2 minuty do ultrazvukové 1azn€. Povrch elektrody byl nasledné upraven elektrochemicky
v prostiedi chloridu draselného o koncentraci 9 g 1! vloZenim potencidlu 1,5 V
(vs. Ag|AgCl|3M-KCl) po dobu 3 min a poté byl oplachnut deionizovanou vodou a vysusen

pod proudem argonu.
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Fosfolipidova vrstva na povrchu GCE pro méfeni AFM byla pfipravena stejnym
postupem, jak bylo popsano v kap. 4.3.2. s tim rozdilem, Ze misto roztoku NaCl byl pouzit
roztok KCI o stejné koncentraci. Po ptipravé fosfolipidové vrstvy byla elektroda oplachnuta
deionizovanou vodou a vysuSena proudem argonu.

VSechna méfeni AFM byla provedena ex-situ na piistroji Agilent 5500 SPM
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Pro méfeni byl pouzit hrot s magnetickym
pokrytim (Type II MAClevers) s nominalni hodnotou rezonan¢ni frekvence 75 kHz a
nominélni silovou konstantou 2,8 N m™. Viechny obrazky byly mé&feny v tapping modu s
rychlosti zaznamu 0,8 fadka za sekundu. Kromé informace o topografii vzorku byly zaroven
zaznamenavany fazovy posun a amplituda oscilace hrotu. Tim byly ziskdny kompletni
kvalitativni informace o struktufe povrchu. Nanoshaving (odstranovani molekul z povrchu
vzorku) byl provadén konstantni silou v kontaktnim modu stejnym hrotem. Sila byla
vypocitana z Hookova zakona a byla v rozmezi 640-700 nN. VSechny obrazky byly
zaznamenany s rozliSenim 512 pixeld a byly zpracovany v softwaru Gwyddion 2.7
(Cesky metrologicky institut, Ceska republika). Vysledky z méfeni topografie (jako vyska
vrstvy apod.) byly zpracovany softwarem PicoView 1.10.7 (Agilent Technologies) a
analyzovany v Origin 8 (OriginLab Corporation, Northampton, USA). VSechny uvedené
obrazky jsou vyhlazené (plane-corrected). Uvedené hodnoty drsnosti povrchu a tloustky
vrstvy ziskané z histogramu jsou zaokrouhlené na jedno desetinné misto, coz je v souladu s

limitem pfesnosti AFM.

4.3.5. Stabilita fosfolipidové vrstvy

Stabilita ptipravené fosfolipidové vrstvy byla testovana pomoci cyklické voltametrie
(CV) a elektrochemické impedan¢ni spektroskopie (EIS). Elektrochemickd meétfeni byla
provadéna na stejném pfiistroji Autolab se stejnym tiielektrodovym zapojenim, jak je popsano
v kapitole 4.3.3.1, postup pro modifikaci elektrody je uveden v kapitole 4.3.2.

Pro méteni CV byla pfipravena LMGCE oplachnuta ponofenim do deionizované vody a
vloZena do roztoku ferrokyanidu draselného o konc. 0,5 mmol 1" v prostiedi NaCl (9 g 1™).
Po odstranéni rozpusSténého kysliku probublanim dusikem (10 minut) byl zméten CV v

potencidlovém rozsahu od -0,4 do 0,7 V s rychlosti polarizace elektrody 50 mV s™.
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Nasledné byla elektroda ponechdna v roztoku a kazdych 5 minut byl zaznamenan CV znovu
az do doby 140 minut. Namétend data byla vyhodnocena a zpracovéana v softwaru Nova 1.10.
Meéieni EIS bylo provedeno na stejném pfistroji a ve stejném ttielektrodovém zapojeni.
Nejdiive byla ¢istda GCE vlozena do roztoku ekvimoldrni smési K4[Fe(CN)g]:K3[Fe(CN)g]
(1:1) o koncentraci jednotlivych slozek 5 mmol v pritomnosti KCl o koncentraci 0,1 mol I
zbaveného rozpusténého kysliku probublanim dusikem (10 minut) a byl zaznamenan CV této
smési pro stanoveni vhodného potencialu pro méteni EIS. Ve stejném roztoku bylo s LMGCE
zaznamenano impedancni spektrum za téchto podminek: potencial 0,180 V, rozsah frekvenci
od 50 kHz do 0,1 Hz, amplituda 10 mV, pocet frekvenci 50, technika single sine. Spektra byla
ve stejném roztoku méfena opakované kazdych 5 minut az do 150 minut. Ziskané hodnoty
byly vyhodnoceny v softwaru Nova tak, Ze data byla proloZena kiivkou odpovidajici
zvolenému ekvivalentnimu obvodu (obr. 7), kde Rs je odpor roztoku, Rvrstva je odpor
fosfolipidové vrstvy, Cvrstva je kapacita fosfolipidové vrstvy, Relda je odpor elektrody a Celda
je kapacita elektrody. Program iteracni metodou vypocital hodnoty jednotlivych prvkl v

obvodu.

Bovestva Relda

Crrstva Celda

Obr. 7: Ekvivalentni obvod pro vyhodnoceni EIS na LMGCE.

4.3.6. Charakterizace povrchu elektrody - méreni XPS

Pro pfipravu Ccistého elektrodového povrchu a pro jeho upravu pied vytvaifenim
fosfolipidové vrstvy byly pouzity nasledujici tii postupy:

(1) GCE byla lesténa aluminou (0,05 um) a néasledné ponotena do deionizované vody a
ultrazvukové lazn€ na 2 minuty, (ii)) GCE byla vylesténa aluminou (0,05 pm), ponotfena do
deionizované vody a ultrazvukové 14zné na 2 minuty a nésledné byl povrch anodicky upraven

tHminutovou polarizaci pii 1,5 V (vs. Ag|AgCl3M-KCl) v roztoku NaCl (9 g I'") a (iii) GCE
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byla vylesténa aluminou (0,05 um) a ponotena do deionizované vody a ultrazvukové l4zn¢€ na
2 minuty a nasledn& byl jeji povrch katodicky upraven v roztoku HCI (0,1 mol I™") polarizaci
-1,5 V (vs. Ag|AgCl|3M-KCI) po dobu 3 minut.

Fosfolipidy modifikovand GCE byla piipravena postupem, ktery je popsan v kapitole
4.3.2.

Odstranéni fosfolipidové vrstvy a obnoveni elektrodového povrchu bylo provedeno
procedurami popsanymi v bodech (i), (ii1) a procedurou (iv), ktera zahrnuje lesténi elektrody
aluminou, dvouminutové ¢isténi v deionizované vod¢ v ultrazvukové lazni, suseni v proudu
argonu a nasledn¢ ultrazvukové Cisténi v hexanu, methanolu a deionizované vod¢, v kazdém
rozpoustédle 15 minut.

Meéieni rentgenové fotoelektronové spektroskopie (XPS) bylo provedeno nasledovné:
vzorek byl upevnén v drzaku na vzorky (o velikosti 1 palec v priméru) pomoci oboustranné
lepici pasky Scotch (3M, St. Paul, USA). M¢feni bylo provadéno na pfistroji
PHI VersaProbe II XPS system (Physical Electronics, Chanhassen, USA) s hemisférickym
analyzatorem a monochromatickym zafenim Al-Ka (15 kV, 50 W), energie fotonu 1486,7 eV.
Vsechna spektra byla méfena ve vakuu (1,3 - 10™® Pa) a pii teplot& 20 °C. Pehledova spektra
byla méfena s prochdzejici energii 187,850 eV s elektronovym skokem 0,8 eV v rozsahu
vazebnych energii (BE) 0-1300 eV, zatimco pro spektra vysokého rozliSeni byla pouzita
prochézejici energie 23,500 eV a elektronovy skok 0,2 eV. Pro vSechna méfeni byla pouzita
kompenzace povrchového naboje. Ziskana spektra byla vyhodnocovéana v softwaru MultiPak
(verze 9.4.0.7., ULVAC-PHI, Kanagawa, Japonsko). VSechny hodnoty vazebnych energii
byly vztazeny k piku uhliku C 1s pfi 284,80 eV.

4.3.7. Interakce paraquatu s fosfolipidovou vrstvou

4.3.7.1. Casovd zavislost

Pro sledovani interakce paraquatu s fosfolipidovou vrstvou v zavislosti na ¢ase byla
LMGCE, respektive GCE ponofena do roztoku paraquatu o koncentraci 1 mmol I"' v 50 mmol
I fosfatovém pufru o pH 7. Roztok byl zbaven rozpu§téného kysliku 10 minutovym
probublanim dusikem. Byl zaznamenan CV na stejném piistroji Autolab a se stejnym

ttielektrodovym zapojenim, jak je popsano vyse (kap. 4.3.3.1.) v potencidlovém rozsahu
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od 0 do -1,3 V s rychlosti polarizace elektrody 50 mV s”'. Poté kazdych 5 minut byl
zaznamenan dal§i CV v ¢asovém rozsahu 0 - 60 minut. Béhem celého méfeni byl nad méfeny

roztok ptivadén dusik. Ziskana data byla vyhodnocena a zpracovana v softwaru Nova 1.10.

4.3.7.2. Zavislost na rychlosti scanu

Cyklicka voltametrie byla také pouzita pro méfeni zavislosti na rychlosti scanu v
roztoku paraquatu na &isté a modifikované GCE. Elektroda byla ponofena do 0,5 mmol 1"
roztoku paraquatu v 50 mmol I fosfatovém pufru o pH 7. Roztok byl zbaven rozpusténého
kysliku probublanim dusikem 10 minut a poté byly zaznamenavany cyklické voltamogramy v
potencialovém rozsahu 0 az -1,3 V s rychlosti scanu od 20 mV s do 1000 mV s™' na &isté i
modifikované GCE na stejném pfistroji Autolab (kap. 4.3.3.1.). Nameétend data byla

vyhodnocena a zpracovana v softwaru Nova 1.10.

4.3.8. Interakce fosfolipidové vrstvy s modelovym systémem

Pro meéfeni interakce pfipravené fosfolipidové vrstvy se siranem médnatym
(model hydrofilni latky) a pesticidem paraquatem (model lipofilni latky) byla pouzita cyklicka
voltametrie. Méfeni CV bylo provadéno na stejném pfistroji Autolab se stejnym
tiielektrodovym zapojenim, jak je popsdno vySe v kapitole 4.3.3.1. Nejdiive byly
zaznamenany voltamogramy kazdé latky zv1ast’, poté smési obou latek a to jak na Cisté tak na
modifikované GCE.

Roztoky CuSO,4 a paraquatu byly pfipraveny v rozsahu koncentraci od 0,1 mmol I
do 1 mmol 1" v prosttedi 0,01 mol I'" Na,SO4 a pH roztoku bylo upraveno na hodnotu
5,0 pomoci 0,1 mol I H,SO,4. Smési obou latek byly piipraveny rovnéz v 0,01 mol 1" Na,SO,
(pH 5). Pfi méfeni smési obou latek byla koncentrace jedné ze slozek konstantni
(0,5 mmol 1'1) a koncentrace druhé se meénila v rozsahu 0,1; 0,2; 0,5; 0,7 a 1 mmol I
Pted kazdym méfenim byl roztok zbaven rozpusténé¢ho kysliku probublanim dusikem po dobu
10 minut. Na GCE a LMGCE byly postupné zaznamenavany cyklické voltamogramy pro
jednotlivé koncentrace v potencidlovém rozsahu od 0,5 V do -1,3 V s rychlosti scanu

50 mV s a ziskana data byla vyhodnocena a zpracovana v softwaru Nova 1.10.
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4.3.9. Akumulace paraquatu do fosfolipidové vrstvy

Akumulace paraquatu do fosfolipidové vrstvy byla studovdana na LMGCE pomoci
square wave voltametrie (SWV) na stejném pfistroji Autolab a ve stejném tiielektrodovém
zapojeni, jak je popsano vyse (kap. 4.3.3.1.). SWV byly zaznamenavény v roztoku paraquatu
o koncentracich 0,05; 0,1 a 0,5 umol I' v prostiedi Na,SO4 (0,01 mol 1) v potencialovém
rozsahu od 0 do -1,3 V za optimalnich podminek: frekvence 40 Hz, amplituda -80 mV
a prirtstek -3 mV. LMGCE byla ponofena do roztoku paraquatu zbavené¢ho rozpusténého
kysliku probublanim dusikem (10 minut) a byl zaznamendn SWYV. Dale byla elektroda
ponechdna v michaném roztoku paraquatu po urcitou dobu (doba akumulace v rozsahu
od 1 do 120 min) bez vlozeného potencialu a poté byl v nemichaném roztoku zaznamenan
SWV. Pro méteni kazdé z koncentraci na LMGCE byla vzdy pfipravena nova fosfolipidova
vrstva. Pro porovnani bylo stejné meéteni provedeno i na Cist¢ GCE. Ziskand data byla

vyhodnocena a zpracovana v softwaru Nova 1.10.

4.3.10. Vliv paraquatu na stabilitu fosfolipidove vrstvy

Vliv paraquatu na stabilitu fosfolipidové vrstvy byl testovan pomoci cyklické
voltametrie a elektrochemické impedancni spektroskopie. VSechna méteni byla provedena na
stejném pfristroji a se stejnym ttielektrodovym zapojenim, jak je popsano vyse (kap. 4.3.3.1.).

Cerstvé pripravens LMGCE byla oplachnuta ponofenim do deionizované vody a
vlozena do roztoku ferrokyanidu draselného o koncentraci 5 mmol Ity 0,01 mol 1! Na,SO4
zbaveného rozpusténého kysliku probublanim dusikem (10 minut). Cyklické voltamogramy
byly zaznamenany za stejnych podminek, jak je popsano vyse (kap. 4.3.5.). Nasledné byly se
stejnou LMGCE zaznamenéana impedancni spektra za podminek popsanych vyse (kap. 4.3.5.).
Poté byla elektroda oplachnuta a vloZena do roztoku paraquatu o koncentraci 1 pmol 17,
respektive 0,4 pumol I, a nechana ponofena 15 minut (bez michéani). Poté byla opét
oplachnuta a prométen znovu CV a EIS. Timto zpiisobem byla prométfena ¢asova zavislost od
0 min do 24 hodin ponoieni elektrody v roztoku paraquatu. Ziskané hodnoty byly
vyhodnoceny v softwaru Nova tak, Ze data byla prolozena kiivkou odpovidajici zvolenému
modelu pro dany systém. Ekvivalentni obvod pro tento model je na obrazku 7, kde Rs je

odpor roztoku, Rvrstva je odpor fosfolipidové vrstvy, Cvrstva je kapacita fosfolipidové vrstvy,
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Relda je odpor elektrody a Celda je kapacita elektrody. Program itera¢ni metodou vypocital

hodnoty jednotlivych prvka v obvodu.

4.3.11. Stanoveni paraquatu

Kalibracni zavislost paraquatu na Cist¢ a modifikované GCE byla méfena pomoci
square wave voltametrie (SWV) na stejném zafizeni a ve stejném tiielektrodovém zapojent,
jak je popsano vySe (kap. 4.3.3.1.). Elektroda byla ponofena do roztoku zakladniho
elektrolytu (0,01 mol 1" Na,SO,) ptedem zbaveného kysliku probublanim dusikem (10 minut)
a byl zaznamenan SWV. Roztok paraquatu o koncentraci 0,1 mmol 1" byl pridavan do
zékladniho elektrolytu tak, aby jeho vysledna koncentrace v roztoku byla 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 a
0,6 umol 1. Po kazdém ptidavku byl roztok 10 minut michan (doba akumulace) a poté byl
zaznamenan SWV v potencidlovém rozsahu od 0 do -1,3 V za optimalnich podminek:
frekvence 40 Hz, amplituda -80 mV a potencidlovy krok -3 mV. Ziskana data byla
vyhodnocena v softwaru Nova 1.10 a nasledné zpracovana v programu OriginPro 8.

SWYV byla za stejnych podminek dale pouZzita pro stanoveni paraquatu v deionizované
vodé& na koncentra¢nich urovnich 0,1; 0,2 a 0,4 pmol "' a nasledné& pro stanoveni paraquatu ve
vzorku ti¢ni vody. Vzorek fi¢ni vody byl zfiltrovan ptes filtr Whatman (velikost pora 1 pm)
pro odstranéni hrubych &astic. Ke vzorku vody byl pfidan pevny Na,SOy4 (¢ = 0,01 mol 1)
jako zakladni elektrolyt a standardni roztok paraquatu na vyslednou koncentraci 0,1 pmol 1™,

Diferencné pulzni voltametrie (DPV) na visici rtutové kapkové elektrodé¢ (HMDE) byla
méfena na Eco-Tribo Polarografu (ECO-TREND PLUS, Praha, Ceska republika) v
tiielektrodovém zapojeni s Ag|AgCl|1M-KCI jako referentni elektrodou a platinovym dratkem
jako pomocnou elektrodou. Vsechna méfeni byla provadéna v potencidlovém rozsahu
od 0 do -1,1 V s rychlosti scanu 10 mV s, amplitudou -50 mV a $itkou pulzu 100 ms.
DPV byla pouzita pro stanoveni paraquatu v deionizované a fi¢ni vode.

Me¢teni HPLC bylo pouzito pro stanoveni paraquatu v deionizované a fi¢ni vodé.
Pro méteni HPLC byl pouzit chromatograf sestavajici z pumpy Alpha 10 Plus a UV-VIS
detektoru Sapphire 800 (vie ECOM, Praha, Ceské republika). Metoda byla modifikovana z
literatury [153], byla pouzita kolona core-shell Kinetex (100x4,60 mm, 2,6 um CI18,
Phenomenex, USA), mobilni faze obsahovala 0,2 % trifluoroctovou kyselinu v deionizované

vodg¢, pritokova rychlost byla 0,4 ml min” a nastiikovany objem 20 pl. Vzorek vody (100 ml)
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byl lyofilizovan piistrojem Alpha 1-2 LD plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Némecko), rozpustén v 1 ml deionizované vody a analyzovan pomoci HPLC s UV

detekci pii 257 nm.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

Agregace fosfolipidovych molekul byla jiz studovéna jak v roztoku, tak i na tuhych
povrsich, o ¢emz Ize nalézt velké mnozstvi odbornych publikaci (viz kap. 2.2.1.). V literatuie
se vSak popisuji agregacni vlastnosti pouze Cistych fosfolipid, respektive definované smési
dvou nebo tii typt (fosfo)lipidi. Cilem této disertatni prace bylo prostudovat agregacni
vlastnosti pfirodni smési fosfolipidi ziskané ze sojovych bobl (komeréné dostupnou pod
nazvem Asolectin). Jiz dfive byly studovany vlastnosti této smési ve vodném prostiedi.
Agregacni koncentrace asolectinu ve vodném prostiedi byly stanoveny elektrokapilarnim
méfenim, cyklickou voltametrii a nefelometricky. Vzniklé agregaty byly dale vizudlné
studovany elektronovym mikroskopem [244,245]. Asolectin byl pouzit k vyvoji nové metody
pfipravy liposomli bez pouziti organickych rozpoustédel - spontanni revesikulaci.
Tato metoda je zaloZena na postupné titraci koncentrovaného vodného fosfolipidového
roztoku do vodné faze, kde dochazi k rozpadu jiz vzniklych agregatt a k jejich preuspotradani
[65]. Proto je tato metoda pouzitelnd pouze pro fosfolipidy relativné rozpustné ve vodném
prostiedi, coz jsou pfirodni lipidové smési rostlinného a Zivocisného piivodu (predevSim ze
soji a vajecného zloutku). Metodou GC/MS byl stanoven obsah mastnych kyselin a fosforu v
této fosfolipidové smeési [246], dale byla tato metoda vyuzita pro stanoveni kritické
liposomalni koncentrace asolectinu a stanoveni rozdélovaciho koeficientu eugenolu v systému

liposom-voda [247].

5.1. STANOVENI PARAQUATU POMOCI UHLIKOVE PASTOVE ELEKTRODY

V navaznosti na piedchozi vyzkum byl asolectin pouzit jako modifikator uhlikovych
pastovych elektrod (CPE) [248,249]. Cista CPE a CPE modifikované asolectinem (LMCPE)
byly pouzity pro stanoveni pesticidu paraquatu v modelovém vzorku vody pomoci adsorpéni
rozpoustéci diferenéné pulzni voltametrie (AdSDPV). Ptipravend CPE a LMCPE byly vzdy
ponechany zrat 1 tyden na vzduchu pfi laboratornich podminkach, poté byly jejich signaly
stabilni nejméné 10 dni.

Nejdiive byly optimalizovany podminky pro méfeni paraquatu pomoci AdSDPV
na CPE a LMCPE. Jako analyticky signal byl vybran prvni katodicky pik pfi potencidlu

-0,7 V, protoze druhy katodicky pik pii potencialu -1 V byl zaznamenéan pouze pii vysSich
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koncentracich. VIliv potencidlu na vySku piku paraquatu byl optimalizovdn v rozsahu
0 az -0,5 V. Nejvyssi proudovd odezva byla ziskédna pii potencidlu -0,5 V. Vliv doby
akumulace na vysku piku paraquatu byl studovén pfi jeho riiznych koncentracich v roztoku.
Pro koncentrace vy$si nez 5 umol I byl zaznamenan nejvyssi pik pii dob& akumulace 300 s.
Pii koncentracich niz§ich nez 5 pmol I"' byla optimalni doba akumulace stanovena na 300 s
pro CPE a 600 s pro LMCPE, kdy byly odezvy paraquatu nejvyssi.

Kalibrac¢ni zavislosti paraquatu byly zaznamenany na CPE a LMCPE v koncentra¢nim
rozsahu od 0,5 do 50 pumol I za optimalnich podminek. Diferenéné pulzni voltamogramy
byly ziskany s rychlosti scanu 30 mV s pfi akumulaénim potencialu -0,5 V pro ob&
elektrody. Doba akumulace byla v zavislosti na koncentraci paraquatu a pouzité¢ elektrode
300 s nebo 600 s (viz vySe). Obrazek 8 ukazuje DP voltamogramy paraquatu pfi
koncentracich 5, 25 a 50 pmol I'". Z obrazku je vidét, Ze existuji zfejmé rozdily mezi
voltamogramy ziskanymi na CPE a LMCPE. Vys§i proudové pozadi u voltamogrami
zmétenych na LMCPE muze byt zptisobené modifikaci CPE maélo vodivym asolectinem.
Z kalibracnich zavislosti byly vypocitany meze detekce podle rovnice LOD = 3s,/b, kde s, je
smérodatna odchylka (SD) tiseku a b je smérnice regresni kalibracni pfimky [250]. Nejnizsi
hodnota LOD byla 0,8 pmol 1" pro CPE a 0,2 pmol I pro LMCPE. Zlep3eni meze detekce na
LMCPE pro paraquat souhlasi s jiz diive ziskanymi daty pro rGzna 1éCiva a farmaceuticky
vyznamné latky [107,111,112]. Pro vice hydrofobni latky Ize oCekéavat podstatné vyssi efekt
[111]. Smérnice regresni kalibracnich pfimek pro stejny koncentracni rozsah paraquatu byly
51 + 1 nA | pmol™ pro CPE a 240 + 40 nA 1 umol” pro LMCPE. Ze ziskanych hodnot
vyplyva, ze citlivost LMCPE na paraquat je 4,7 krat vyssi ve srovnani s CPE.

Nésledné byl paraquat stanovovan v modelovém vzorku vody pomoci AASDPV na
obou elektrodach. Byly piipraveny tfi modelové vzorky paraquatu o koncentracich
0,5; 1 a 3 pmol I"'. Pro prekoncentraci paraquatu byla pouZita extrakce pevnou fazi na SPE
kolonkéach. Tabulka 2 ukazuje vytézky extrakéni procedury ziskané méfenim na CPE a
LMCPE. Hodnoty vytéznosti v rozsahu 93-98 % ukazuji, Ze extrakéni proces je velice

efektivni 1 pti nizkych koncentracich paraquatu.
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Obr. 8: Diferencné pulzni voltamogramy paraquatu v Britton-Robinsonové pufru pH 6 v
koncentraénim rozsahu 5-50 umol I"' ziskany na CPE a LMCPE. Doba akumulace 300 s,

akumulaéni potencidl -0,5 V, rychlost scanu 30 mV st

Tabulka 2: Vytéznosti SPE extrakce paraquatu z modelového vzorku vody méfené AdASDPV
na CPE a LMCPE.

Koncentrace paraquatu Vytéznost CPE Vytéznost LMCPE
(umol I') (%) (%)

97,3+1,4 98,0 + 0,6

Z uvedenych vysledki vyplyva, ze asolectin zvysuje citlivost uhlikové pastové

elektrody pfedevsim k lipofilnim latkam, jako je naptiklad paraquat. Dalsi vyzkum smétfoval
k prostudovani agregacnich vlastnosti této latky na pevném povrchu, k modifikaci pevné

elektrody asolectinem a k dosazeni niz$iho detek¢niho limitu pro stanoveni paraquatu

ve vode.
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5.2. PRIPRAVA FOSFOLIPIDOVE VRSTVY

Agregacni vlastnosti asolectinu byly studovany na povrchu elektrody ze skelné¢ho
uhliku (GCE). Cilem této prace bylo pfipravit fosfolipidovou dvojvrstvu na povrchu GCE
jako model biologické membrany. Ptiprava samouspotadané fosfolipidové vrstvy na povrchu
elektrod z riiznych materialt byla popsana v tfad¢ publikaci (kap. 2.2.1.7.), avSak pouze s
pouzitim Cistych fosfolipida. Asolectin byl zvolen jako komeréné dostupna smés fosfolipida,
ktera je izolovana z ptirodniho materidlu a proto bude 1épe modelovat realnou biologickou
membranu nez Cisté fosfolipidy. Relativné dobra rozpustnost asolectinu ve vod¢ usnadiuje
pfipravu membrany bez nutnosti pouzit organickd rozpoustédla. Navic je asolectin cenové
dostupny, coz spolu s nizkou cenou a ekologickou nezavadnosti vody jako mozného
rozpoustédla otevird zajimavé moznosti piipadnych primyslovych aplikaci.

Postup modifikace elektrody ze skelné¢ho uhliku byl ¢astecné pievzat z literatury [90],
avSak pro pouziti smési fosfolipidii bylo nutné tento postup pozmeénit. Zakladnim principem
pro vytvoieni samoorganizované fosfolipidové vrstvy je naneseni roztoku fosfolipidli na Cisty
a suchy povrch GCE a ponoteni do roztoku soli, kde dojde k uspotadani fosfolipidové vrstvy.
Bylo vSak nutné optimalizovat podminky tohoto procesu, jako jsou koncentrace roztoku
fosfolipid pro pokryvéni, rozpoustédlo pro pfipravu tohoto roztoku, objem roztoku
nanasen¢ho na povrch elektrody, doba ponotfeni do roztoku formujiciho vrstvu a preduprava
povrchu samotné elektrody. Béhem optimalizace byl zménén vzdy pouze jeden parametr a
ptitomnost fosfolipidové vrstvy byla vzdy prokdzana zdznamem cyklického voltamogramu v
roztoku ferrokyanidu draselného o koncentraci 5 mmol 1" v prostfedi KCl o koncentraci
0,1 mol I"". Obrazek 9 ukazuje cyklické voltamogramy ferrokyanidu zaznamenané na &isté
GCE a modifikované GCE (LMGCE). Na nepokryté elektrodé jsou zfetelné reverzibilni piky

redoxniho paru Fe(CN)64'/3'

, zatimco na LMGCE nebyly zaznamenany zadné odezvy.
To je zpusobené tim, ze fosfolipidova vrstva vytvaii ucinnou bariéru pro pienos naboje mezi
elektrolytem a povrchem elektrody. Za jeji pfitomnosti se tak ionty hexakyanozeleznatanu
draselného nedostavaji az k povrchu elektrody, nedochdzi tak k jeho elektrochemické
pfeméné a proto nejsou zaznamenany zadné piky (obr. 9). Uplné potladeni signalu

ferrokyanidu znamena, ze fosfolipidova vrstva je kompaktni a pokryva cely povrch elektrody.
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Obr. 9: Cyklické voltamogramy 5 mmol I"' ferrokyanidu draselného v roztoku 0,1 mol I
KCI, rychlost scanu 50 mV s™', referentni elektroda Ag|AgCI[3M-KCI. Voltamogramy

zaznamenané na ¢isté a modifikované elektrodé.

Roztok asolectinu byl pfipraven v koncentraénim rozsahu 1 - 6 mg ml”, jako
rozpoustédla byly pouzity hexan a chloroform. NejlepSich vysledki, tedy tplného pokryti
elektrody fosfolipidovou vrstvou, bylo dosazeno pii pouziti hexanového roztoku
o koncentraci 3 mg ml”, coZ je koncentrace, kterd je Gasto uvadéna také v literatufe.
Dalsim krokem optimalizace procesu bylo zjiSténi vhodného objemu pro nanédseni roztoku
asolectinu na GCE. Testovany objem byl v rozsahu 5 - 20 pl roztoku. K uplnému pokryti
elektrody (prumér disku 3 mm) doslo pfi naneseni 5 pl roztoku asolectinu. Mensi mnozstvi
roztoku nestacilo na rovnomérné smoceni aktivniho povrchu elektrody, vétsi objem vedl
pravdépodobné k nerovnomérnému pokryti a vzniku nehomogenni vrstvy. Dal§im krokem pfti
pokryvéni je ponoteni elektrody po naneseni fosfolipidii do roztoku soli, kde se na zaklad¢
hydrofobnich interakci samousporada lipidova vrstva. Bylo testovano né¢kolik riznych
pristuptl po naneseni fosfolipidl a pied ponotfenim elektrody do roztoku:

e po odpareni rozpoustédla elektrodu ihned ponoftit do roztoku soli
e po odpareni rozpoustédla nechat "zaschnout" delsi ¢as a poté elektrodu ponofit

do roztoku soli
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e po naneseni fosfolipidii nechat uschnout do druhého dne a nasledné elektrodu
ponofit do roztoku soli
e ihned po naneseni fosfolipidii vlozit elektrodu do roztoku soli

Nejlepsich vysledkd, tedy uplného pokryti elektrody, bylo dosazeno pii postupu, kdy se
thned po naneseni fosfolipidl elektroda vlozila do roztoku soli, aniz by se piredem odpatilo
rozpoustédlo. Pravdépodobné se diky pfitomnosti rozpoustédla 1épe zprosttedkuji hydrofobni
interakce pifi zachovani dostatecné fluidity béhem samouspotradani vrstvy. Dale byly
testovany 2 druhy roztokd podporujici samouspoiadani vrstvy: 0,1 mol I' chlorid draselny
a 1 mmol 1" fosfatovy pufr, pH 7. K lepdimu a predeviim stabilngjsimu uspofadani vrstvy
dochazelo v roztoku KCI.

Dilezitym bodem optimalizace procesu byla také doba, na kterou se GCE ponoii do
roztoku soli. Doba ponofeni byla testovana v rozsahu od 10 do 60 minut. NejlepSich vysledka
(tedy uplného potlaceni signdlu ferrokyanidu pii méteni CV) bylo dosazeno pfi ponofeni
elektrody do roztoku na 30 minut. Pii del§i dobé v roztoku dochazi pravdépodobné k
vymyvani vrstvy nebo neni vrstva stabilni (viz dale), krat$i doba pak pravdépodobné neni
dostacujici k celkovému uspotadani vrstvy. Proces vytvareni fosfolipidové vrstvy na povrchu

uhlikové elektrody je znadzornén na obrazku 10.

Obr. 10: Proces vytvareni fosfolipidové vrstvy na povrchu GCE.

Optimalizaci uvedenych podminek byla vyvinuta metoda pro vytvareni fosfolipidové
vrstvy na povrchu GCE. AvSak takto pfipravena vrstva nevykazovala dobrou stabilitu.
Pfi opakovaném ponofovani do roztoku dochdzelo k jejimu naruseni a vymyvani.
Proto byl studovan vliv elektrochemické piedupravy povrchu elektrody ptfed nanaSenim
vrstvy na jeji stabilitu. GCE piecisténa aluminou byla ponotena do roztoku KCI a byl na ni

vlozen potencidl 1 V (vs. Ag|/AgCl3M-KCl) po dobu 3 minut, nasledn¢ byla elektroda
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vysusena pod dusikem a pokryta fosfolipidovou vrstvou dle optimalizovaného postupu.
Pokryti bylo pak otestovano pomoci CV v roztoku ferrokyanidu draselného.
Dale byly testovany podminky jako jsou vkladany potencial -1,5 V; -1 V a 1,5 V a prostiedi
(KCl, fosfatovy pufr o pH 7). Elektrochemicka tuprava (elektrooxidace, elektroredukce)
povrchu uhlikové elektrody méa vliv na povrchové funkéni skupiny a tim na
hydrofilnost/hydrofobnost povrchu elektrody [251,252]. Studie také ukézaly, Ze prostiedi,
ve kterém dochazi k elektrochemické Upravé, ma vyznamny vliv na vysledny povrch
elektrody [253]. Vlastnosti povrchu elektrody maji vliv na uspotadani fosfolipidové vrstvy.
Jako nejvhodnéjsi se ukazal roztok KCI a vloZeny potencidl 1,5 V. Pfipraveny hydrofilni
povrch elektrody zpiisobi, Ze fosfolipidové molekuly se orientuji hlavickami k povrchu GCE
a tak se mohou Iépe uspotadat do dvojvrstvy. Takto ptipravena fosfolipidova vrstva je stabilni
a vhodna pro dalsi pouziti.

Jako druhd metoda byla pro potvrzeni vzniku kompaktni fosfolipidové vrstvy na
povrchu elektrody pouzita elektrochemickd impedancni spektroskopie (EIS), coz je efektivni
metoda pro studium vlastnosti povrchové modifikovanych elektrod [93]. Elektroda byla
ponofena do roztoku ekvimolarni smési K4[Fe(CN)s]:K3[Fe(CN)s] (1:1) o koncentraci
jednotlivych slozek 5 mmol I v ptitomnosti KCI o koncentraci 0,1 mol I a nejdtive byl
v tomto systému proméfen CV. Z jeho zdznamu se ziska hodnota potencidlu pro méteni EIS -
v tomto piipadé 0,27 V, coz je hodnota blizkd formalnimu potencidlu redoxniho paru
[Fe(CN)]® v daném prostiedi. Ziskané hodnoty z méteni EIS se zobrazuji jako frekvencéni
charakteristiky, tzv. Nyquistiv graf. Jednd se o zavislost imaginarnich slozek impedanci (-Z")
na redlnych slozkach impedance (Z') pfi ménici se frekvenci. Nyquistiv graf zaznamenany na
¢isté a modifikované GCE je na obrazku 11. Na obrazku 11A je vidét typicka frekvencni
charakteristika pro Cistou elektrodu, kde linearni ¢ast se smérnici blizko 1 odpovida limitnimu
difusnimu kroku elektrochemického procesu. V ptitomnosti lipidové vrstvy se impedancni
spektrum vyznamné zméni (obr. 11B). Ziskany plilkruh s hodnotami impedance v fadu kQ a
nepiitomnost linearni ¢asti difusniho kroku ukazuje, Ze na povrchu elektrody neprobiha
elektrochemicka reakce, coz dokazuje kompaktnost lipidové vrstvy dokonale branici ptistupu

elektroaktivnich slozek k povrchu elektrody.
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Obr. 11: Frekvencni charakateristika (Nyquisttiv graf) na Cist¢ GCE (A) a LMGCE (B)
v 5 mmol I'! Fe(CN)63'/4' (1:1) obsahujici 0,1 mol I'' KCI. Frekvenéni rozsah

50 kHz az 0,1 Hz, méteno pti formalnim redox potencialu systému.

5.3. VLASTNOSTI FOSFOLIPIDOVE VRSTVY

5.3.1. Tloustka fosfolipidové vrstvy

Pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM) byly studovany vlastnosti pfipravené
fosfolipidové vrstvy na povrchu GCE - piedevsim jeji kompaktnost a tloustka [249]. Méteni
AFM bylo provadéno ex-situ na riznych mistech povrchu elektrody. Nejdiive byl proméfen
povrch cisté GC elektrody, kterd byla pfed méfenim precisténa aluminou a vlozenim do
ultrazvuku. AFM méfeni na Cist¢ GCE ukazalo, Ze povrch elektrody je relativné drsny s
mnoha ryhami, které mohly byt zpisobené¢ béhem vyroby elektrody a/nebo mechanickym
¢isténim jejiho povrchu (obr. 12A). Z profilli a histogrami porosity (obr. 12B) bylo dale
zjisténo, ze drsnost povrchu elektrody je 3,3 + 0,9 nm s ryhami hlubokymi kolem
5,4 = 1,3 nm. Jemné ryhy odpovidaji mechanickému lesténi povrchu elektrody aluminou, jak

jiz bylo uvedeno v literatuie [254].
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Obr. 12: AFM topografie Cisté GCE (A) a jeji velikost tfidéni (B).

V ptipadé fosfolipidové vrstvy na povrchu uhlikové elektrody (LMGCE) bylo AFM
pouzito pro studium jeji kompaktnosti a k urceni jeji tloustky. Jak je vidét z AFM topografie
LMGCE a z profili na cist¢é a modifikované elektrodé (obr. 13), fosfolipidova vrstva

kompletné pokryva povrch elektrody a kopiruje tak jeji drsnost a ryhy.
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Obr. 13: AFM topografie LMGCE (A) a profily povrchu ¢isté a modifikované elektrody (B).

Tloustka vrstvy byla ziskana metodou "nanoshaving" [214,255], pii které je pomoci
AFM sondy odstranén film z povrchu vzorku. Struktura filmu je nejdfive charakterizovana
pomoci tapping modu (obr. 14A), nésledné je pouzita vétsi sila k odstranéni filmu na vybrané

plose (500 nm x 500 nm) pomoci kontaktniho modu a prostor je znovu zmapovan pomoci
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tapping modu (obr. 14B). Pokud neni substrat poskozen pouzitou silou, hloubka odstranéné
plochy se rovna tloustce filmu [214].

Vyska fosfolipidové vrstvy pak byla ziskdna z rozdilu obou profili pfed a po odstranéni
fosfolipidli (obr. 14C). Tloustka ptipravené fosfolipidové vrstvy byla stanovena na
7,1 £ 1,2 nm (obr. 14C,D). Tato hodnota odpovida tloust'ce fosfolipidové vrstvy udavané pro
bézné bunéné membrany (5-10 nm v zavislosti na lipidovém slozeni zahrnujicim predevsim
stupent nasyceni a délku uhlikového fetézce) [76]. Na nékterych mistech byla tloustka vrstvy
stanovena na 11,9 = 1,9 nm. To miize byt zplisobeno nerovhomérnym rozlozenim roztoku
fosfolipidu béhem pfipravy vrstvy, coz vede k tvorbé tlustsi vrstvy nez odpovida dvojvrstve.

Vysledky ziskané pomoci AFM potvrdily, Ze pfipravena fosfolipidovd vrstva na
povrchu GCE je kompaktni a jeji tlouStka odpovidd dvojvrstvé na vétSin€ povrchu.

Ptipravend vrstva tedy ma charakter bunééné membrany.
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Obr. 14: AFM topografie LMGCE (A) a LMGCE po nanoshavingu (B). Profil LMGCE pied
a po nanoshaving (C) a histogram vysky fosfolipidové vrstvy na GCE (D).

5.3.2. Stabilita fosfolipidove vrstvy

Stabilita  pfipravené fosfolipidové vrstvy byla testovana pomoci dvou
elektrochemickych metod - cyklické voltametrie (CV) a elektrochemické impedancni
spektroskopie (EIS).

Pfipravend modifikovana elektroda (LMGCE) byla vlozena do roztoku ferrokyanidu
draselného o koncentraci 0,5 mmol 1", ktery byl pouzit jako elektroaktivni znatka
neprochazejici fosfolipidovou vrstvou, a byl zaznamenan cyklicky voltamogram. Srovnanim s
CV ziskanym na cisté elektrod¢ bylo ziejmé, ze elektroda je zcela pokryta fosfolipidovou
vrstvou, nebot” nebyly zaznamenany zddné odezvy ferrokyanidu. Nasledné byla elektroda
ponechéna v roztoku a v zavislosti na case bylo sledovéano, zda je vrstva stabilni a nedochazi k
jejimu vymyvani béhem ponoteni v roztoku. Kazdych 5 minut byl zaznamenan CV a to az do
60 minut. Poté byl Casovy interval prodlouzen a méfeni bylo provedeno az do 140 minut.
Na obrazku 15 jsou ziskané CV pro Cistou GCE a nésledné pro pokrytou elektrodu v ¢asech
0, 30, 60 a 140 minut. Je vidét, Ze v zadném z téchto Casli nebyly zaznamendny odezvy
ferrokyanidu a to ani po 140 minutdch ponofeni elektrody do jeho roztoku. Z téchto vysledka

tedy vyplyva, zZe piipravena vrstva je kompaktni, stabilni a nedochazi k jejimu narusovani.
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Obr. 15: Cyklické voltamogramy na GCE a LMGCE v 0,5 mmol 1! K4[Fe(CN)g]
v NaCl (9 g I') ; ref. elektroda Ag]AgCl[3M-KC], rychlost scanu 50 mV s™.

Stabilita vrstvy byla déale studovéana také elektrochemickou impedancni spektroskopii.
Cerstvé pripravena modifikovana elektroda byla ponofena do rozotku ekvimolarni smési
K4[Fe(CN)s]:Ks[Fe(CN)s] (1:1) o koncentraci jednotlivych slozek 5 mmol v pritomnosti
KCl1 (0,1 mol I'') a bylo zaznamenano EIS. Nasledn& byla stejnym zptsobem jako u CV
elektroda nechdna v méfeném roztoku a bylo sledovéno, zda nedochdzi k naruSovani vrstvy.
Kazdych 5 minut byla zaznamenédna impedanc¢ni spektra az do doby 150 minut.

Pro vyhodnoceni ziskanych dat v programu Nova se pouzivd prokladani
experimentalnich dat parametry vhodného ekvivalentniho obvodu, ktery se voli podle
charakteru systému. V piipad¢ Cisté elektrody ponotené do roztoku elektrolytu je mozné tento
systém popsat zdkladnim obvodem, ktery je na obrazku 16, kde Ry je odpor roztoku,
W je Warburgiiv prvek (popisuje difusi latek k elektrod€), Cg je kapacita elektrické
dvojvrstvy na povrchu elektrody a Ry je odpor této dvojvrstvy. V piipadé slozitéjsiho
systému, naptiklad modifikace povrchu elektrody, je tieba zvolit takovy ekvivalentni obvod,
ktery popisuje dané usporadani a zaroven je dostatecné¢ jednoduchy. V piipade elektrody
modifikované fosfolipidovou vrstvou je nutné do obvodu zahrnout i odpor a kapacitu této
vrstvy. Data ziskana na LMGCE byla vyhodnocovana podle ekvivalentniho obvodu, ktery je

na obrazku 17, kde Rs je odpor roztoku, Rvrstva je odpor fosfolipidové vrstvy, Cvrstva je
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kapacita fosfolipidové vrstvy, Relda je odpor elektrody a Celda je kapacita elektrody.
Program nésledn¢ iteracni metodou vypocitd hodnoty jednotlivych prvki v daném obvodu.
Vysledky jsou zobrazovany jako Nyquistiv graf (tedy zévislost imaginarni slozky impedance

na realné slozce impedance).
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Obr. 16: Ekvivalentni obvod pro systém c¢isté elektrody ponotené do elektrolytu.

Bvistva Relda

Crrstva Celda

Obr. 17: Ekvivalentni obvod pouZity pro vyhodnoceni dat ziskanych na LMGCE.

Po vyhodnoceni naméfenych dat byly ziskany Nyquistovy grafy, které jsou v ¢asech
0, 30, 45 a 150 minut na obrazku 18. Thned po pokryti elektrody byl ziskan graf v Case
0 minut, jehoz redlné slozka impedance dosahuje hodnot okolo 14 kQ. Tyto vysledky ukazuji,
ze povrch elektrody je pokryt fosfolipidovou vrstvou, ¢emuz odpovidaji vysoké hodnoty

impedance. Po 30 minutach, kdy byla elektroda ponotfena do roztoku, dosSlo k mirnému
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poklesu impedance na hodnotu okolo 11 kQ. Lze ptedpokladat, ze dochazi k interakci mezi
ionty pfitomnymi v méfeném roztoku a fosfolipidovou vrstvou, ¢imz se ionty mohou dostavat
do relativné fluidni vrstvy fosfolipida a to mtze pfispét k poklesu impedance jak zvySenim
koncentrace nabitych castic ve vrstveé, tak stlaCenim fosfolipidové vrstvy plisobenim
coulombickych sil. Po ustaveni rovnovahy (po dal§ich 15 minutach) se impedance jiz déle
neméni (obr. 18). Ziskané vysledky ukazuji, ze vrstva zlstdva po celou dobu meéfeni

kompaktni, pokryva cely povrch elektrody a je stabilni.
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Obr. 18: Frekvencni charakteristika (Nyquistiiv graf) pro LMGCE v zévislosti na ¢ase
v 5 mmol I Fe(CN)63'/4' (1:1) obsahujici 0,1 mol I KCL. Frekvenéni rozsah 50 kHz
az 0,1 Hz, potencial 0,180 V.

5.4. VLASTNOSTI A OBNOVENI POVRCHU UHLIKOVE ELEKTRODY

Pomoci rentgenové fotoelektronové spektroskopie (XPS) byl studovan vliv riznych
typt elektrochemickych prediprav na vlastnosti povrchu GCE a jeho prvkové slozeni [249].
Byly pouzity tii typy predupravy povrchu GCE: (i) lesténi aluminou a €iSténi v ultrazvukové
lazni (oznacovany jako "lestény"), (ii) lesténi aluminou a anodicka polarizace v roztoku NaCl

o koncentraci 9 g I pii potencialu 1,5 V (vs. AglAgCl3M-KCl) po dobu 3 minut
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(oznacovany jako "anodizovany") a (iii) lesténi aluminou a katodicka polarizace v roztoku
HCI o konc. 0,1 mol I pfi potencialu -1,5 V (vs. Ag|AgCl3M-KCl) po dobu 3 minut
(oznaCovany jako '"katodizovany"). Po upravé povrchu byly elektrody oplachnuty
deionizovanou vodou a vysuSeny proudem dusiku pii laboratorni teploté. Hlavnim cilem
pouzivanych uprav povrchu GCE bylo ziskat Cisty, hladky a polarni povrch pro piipravu
fosfolipidové vrstvy. V takovém pftipadé jsou polarni skupiny fosfolipidovych molekul
(hlavicky) orientovany k povrchu elektrody a tak mohou vytvofit fosfolipidovou dvojvrstvu.
Procentudlni zastoupeni jednotlivych prvkl na povrchu GCE po rtiznych typech jeho upravy

je shrnuto v tabulce 3.

Tabulka 3: Procentualni prvkové zastoupeni na povrchu GCE po raznych typech upravy.

Pieduprava LeStény Anodizovany | Katodizovany
85.9 81.2 85.2
11.8 13.6 12.4
1.4 - 1.4
- 3.6 0.1
0.7 0.9 0.6

Vysledky XPS ukazaly, Zze kontaminace povrchu elektrody aluminou na vSech typech
vzorkll je zanedbatelna. Koncentrace hliniku ve formé Al,Os; (pik Al2p, BE = 74,6 eV)
na Cisté nemodifikované GCE neptesahla 1% (tab. 3).

Na vSech vzorcich vSak bylo nalezeno vyznamné mnozstvi kysliku. Pfestoze celkova
koncentrace kysliku na leSténém, anodizovaném i katodizovaném povrchu byla srovnatelna,
na vzorcich upravenych anodizaci i katodizaci bylo pozorovano zvyieni koncentrace sp’
formy (C-O, BE = 532 eV) a sniZeni koncentrace sp” formy (C=0, BE = 533 ¢V) ve srovnani
s mechanicky lesténym vzorkem. Nicmén¢ tento jev nemd ziejmé vyznamny vliv na stabilitu
fosfolipidové vrstvy.

Vyznamnégjsi je vyssi obsah organického chloru (pfiblizné 3,5 %) s vazebnou energii
200 eV [256], ktery byl nalezen na anodizované elektrod¢, zatimco na ostatnich dvou

elektrodach byl obsah chloru pod mezi detekce (~ 0,1 %). To je jedind vyznamnd zména
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v elementarnim sloZeni, kterd nebyla pozorovana u zadné jiné upravy elektrody. Organicky
chlor je generovan na povrchu elektrody v pribéhu anodizace a pfispiva k vyssi stabilité
fosfolipidové vrstvy pravdépodobné diky vyssi polarizovatelnosti povrchu, ktery je bohaty na
atomy chloru ve srovnani s atomy kysliku. Z tohoto divodu byla anodizace povrchu uhlikové
elektrody vybrana jako proces ptedupravy pred modifikaci GCE fosfolipidy, coz je také v
souladu s vysledky ziskanymi pfi optimalizaci procesu modifikace elektrody (kap. 5.2.).

Po modifikaci anodizované elektrody fosfolipidy bylo na jejim povrchu nalezeno
ptiblizn¢ 1,3 % fosforu ve formé fosforecnanu (BE ~ 133 eV). Tato hodnota odpovida
pfiblizné jedné poloviné obsahu fosforu v asolectinu, ktery byl stanovovan jiz diive [246].
Byl nalezen také chlor (pfiblizné¢ 2,3 %), nicméné v tomto ptipad¢ se vyskytoval ve formé
chloridu kovu (BE ~ 198,5 eV), ktery pravdépodobné pochéazel z roztoku NaCl, ktery se
pouzivd béhem ptipravy fosfolipidové vrstvy. Nalezeny obsah sodnych ionth
(ptiblizné 1,6 %, BE ~ 1071 eV) potvrzuje tuto teorii.

Po méfeni modifikovanou elektrodou (LMGCE) je nutné ocistit a obnovit povrch
elektrody pro jeji dalsi pouziti. V piipad¢ Cisténi jenom aluminou byly pozorovany vysoké
hodnoty slepych pokusii (pfi méfeni zakladniho elektrolytu). Proto byly testovany tfi rizné
zpusoby ¢isténi povrchu elektrody a z analyzy XPS bylo porovnano elementarni prvkoveé
sloZeni na kazdém povrchu.

Pro odstranéni fosfolipidové vrstvy a regeneraci povrchu elektrody byly testovany tii
Cistici procesy oznacené (i), (ii1)) a (iv), (kap. 4.3.6.). Lesténi LMGCE aluminou (i)
vykazovalo vyssi obsah hliniku (4 % jako oxid hlinity, BE = 74,6 eV, tab. 4), ktery vyznamné&
pfevySuje hodnotu ziskanou na nemodifikované elektrodé (pfiblizn€ 1 %, tab. 3). Nasledné
elektrochemické piecisténi v roztoku HCI v tomto piipadé nezvysilo Cistotu povrchu -
hodnoty byly srovnatelné¢ s vysledky ziskanymi pouze lesténim elektrody (tabulka 4).
Ptitomnost fosfolipidové vrstvy se tak zda byt hlavni pfi¢inou akumulace hliniku, ktery byl
nasledné pouzit jako marker pro sledovani Cistoty povrchu. Proto bylo navrzeno efektivni
chemické ¢isténi zahrnujici pouziti nepolarniho rozpoustédla pro dikladné odstranéni zbytka
fosfolipidli a hliniku. Konecny proces cisteni LMGCE (iv) sestdva z lesténi elektrody
aluminou, CiSténi v ultrazvukové lazni ve vod¢, vysuSeni elektrody a nésledné cisténi v
hexanu, methanolu a vodé (vzdy 15 min. v ultrazvukové lazni v kazdém rozpoustédle).
Po tomto Cisticim procesu nebylo na povrchu elektrody nalezeno zadné znecisténi

(viz tabulka 4). Tento zptsob regenerace povrchu uhlikové elektrody byl pouzivan po kazdém
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méfeni LMGCE. V zdkladnim elektrolytu pak nebyl detegovan zadny analyt. Tento zplisob
¢isténi vyznamné prispél k tomu, Ze se podafilo dosdhnout nizkého detekéniho limitu pro

stanoveni paraquatu (viz dale).

Tabulka 4: Procentudlni prvkové zastoupeni na povrchu GCE po riznych typech ¢isténi

LMGCE.

Cisténi povrchu Lestény povrch Katodizovany Chemické ¢isténi
LMGCE [%] povrch [%] [%]

76.0 74.6 86.8
17.2 18.7 10.2
1.5 1.1 1.2

5.5. INTERAKCE FOSFOLIPIDOVE VRSTVY S LATKAMI

5.5.1. Interakce paraquatu s fosfolipidovou vrstvou

Herbicid paraquat byl zvolen jako model lipofilni latky a byly studovany interakce mezi
touto latkou a lipidovou vrstvou pomoci cyklické voltametrie.

Nejdiive bylo sledovéano, zda se paraquat adsorbuje na Cisty povrch uhlikové elektrody.
GCE byla ponofena do roztoku paraquatu o koncentraci 1 mmol I"' v pfitomnosti 50 mmol 1"
fosfatového pufru (pH 7) a kazdych 5 minut byly zaznamendny cyklické voltamogramy
(obr. 19). S cistou GCE nebyly pozorovany vyrazné proudové zmény ani po 30 minutach
(obr. 19a) z ¢ehoz vyplyva, Ze nedochézi k adsorpci této latky na povrch GCE. U elektrody
modifikované lipidovou vrstvou dochdzi k vyznamnému poklesu piku A v katodickém sméru
polarizace a v anodickém sméru je ziejmy narust piku C (obr. 19b). Lze ptredpokladat,
ze paraquat difunduje ptes fosfolipidovou vrstvu k povrchu elektrody, kde dochéazi k jeho
redukci na kationradikal (pik A) a dale az na neutralni latku (pik B), kterd se mize zpétné
oxidovat v anodickém sméru polarizace na ptivodni dikation (piky C a D, obr. 19). Neutralni

redukovand forma paraquatu ma pravdépodobné tendenci se zadrzovat ve fosfolipidové
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vrstvé. Tim dochazi po urcitou dobu k nartstu proudu anodického piku C odpovidajiciho
oxidaci na kationradikal. Zadrzovanim této latky ve fosfolipidové vrstvé miize mit za
nasledek zpomaleni difuse paraquatu k povrchu elektrody a snizeni proudu redukcnich pikd,
zejména ve druhém cyklu (obr. 19b). Tyto vysledky potvrzuje také obrazek 20, na kterém jsou
znazornény zavislosti zmény vysky piki (jednotlivé pro piky A az D) na Case ziskané na Cisté

a modifikované GCE.
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Obr. 19: Cyklické voltamogramy 1 mmol 1" paraquatu v 50 mmol I"' fosfatovém pufru, pH 7
v zavislosti na &ase: GCE (a), LMGCE (b); rychlost scanu 50 mV s™,
ref. elektroda Ag|AgCl|3M-KCL
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Obr. 20: Zavislost zmény vysky piku na case na GCE a LMGCE.

Na obou elektroddch byl dale sledovan vliv rychlosti scanu na odezvy paraquatu.
Rychlost polarizace elektrody byla studovana v rozsahu od 20 do 1000 mV s v roztoku
paraquatu o koncentraci 0,5 mmol I"' v 50 mmol I"' fosfatovém pufru o pH 7. Na obrazku 21
jsou grafy zavislosti logaritmu proudu vSech pikti na logaritmu rychlosti polarizace elektrody
ziskané pro Cistou (obr. 21a) i fosfolipidy modifikovanou GCE (obr. 21b). Smérnice takto
ziskanych regresnich piimek a jejich relativni smérodatné odchylky pro ob¢ elektrody jsou
uvedeny v tabulce 5. Ze zévislosti proudu pikii na rychlosti polarizace vyplyva, ze déj je
prevazné tizen difusi, pfiCemz v anodickém sméru (piky C a D) se Castecné uplatiuje
adsorp¢ni d¢j. To je v souladu s predstavou zadrzovani produkt redukce at’ uz na povrchu
elektrody nebo v lipidové vrstvé. Vyrazné nizSi smérnice zavislosti proudu piku A na
LMGCE mize souviset s kinetikou chemické reakce, ktera predchazi reakci prenosu naboje
[257]. Tato reakce ziejm¢ vychazi z interakce paraquatu s fosfolipidovou vrstvou a jako

limitujici krok patrné urcuje celkovou rychlost elektrodového déje.
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Obr. 21: Graf zavislosti logaritmu proudu na logaritmu rychlosti polarizace elektrody;
rychlost polarizace 20 - 1000 mV s, paraquat o konc. 0,5 mmol 1" v 50 mmol I"' PBS, pH 7;
GCE (A); LMGCE (B).

Tabulka 5: Smérnice regresnich ptimek a jejich relativni smérodatné odchylky ziskané na
¢isté a modifikované GCE.
Smérnice primky se smérodatnou odchylkou

[AsmV')

Oznaceni piku GCE LMGCE
0,49 £ 0,01 0,33 + 0,01
0,48 + 0,01 0,46 + 0,01
0,68 + 0,01 0,69 + 0,01
0,61 £+ 0,01 0,60 = 0,03

5.5.2. Interakce fosfolipidové vrstvy s modelovym systémem

Jak jiz bylo popsano vyse, fosfolipidovd vrstva pfipravend na povrchu uhlikové
elektrody je schopna =zabranovat pronikani hydrofilnich latek k povrchu elektrody
(napt. ferrokyanidu draselného) a blokuje tak jejich elektrochemickou pfeménu, zatimco
lipofilni latky jsou schopné pifes tuto membranu prochazet a tak se elektrochemicky

preménovat (napi. paraquat). Proto byl pfipraven modelovy systém jako smés obou typu latek
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(hydrofilni a lipofilni) a bylo sledovano, zda je fosfolipidova vrstva schopna selektivné
detegovat lipofilni latku v roztoku 1 v pfitomnosti interferentu ve formeé hydrofilni latky [258].

Nejdiive byla testovana smés ferrokyanid draselny, jako model elektroaktivni hydrofilni
latky, a paraquat, jako model lipofilniho elektroaktivniho pesticidu. Bylo vSak zjisténo,
ze tyto dvé latky spolu reaguji a vysledky pronikéni téchto latek pfes membranu jsou pak
zkreslené. Proto byl jako model hydrofilni latky zvolen siran méd’'naty. Médnaté slouceniny
se také Casto pouzivaji jako slozka pii pfipravé pesticidnich prostfedkt. V duasledku toho,
ze pro dals$i méteni byl pouzivan roztok siranu méd'natého, byl jako zdkladni elektrolyt pouzit
siran sodny (0,01 mol 1) a pH roztoku bylo upravovano na hodnotu 5, nebot’ pii vysich
hodnotach pH dochézelo ke sraZzeni méd’natych iontt.

Nejdiive byly zaznamenany cyklické voltamogramy kazdé latky zvlast na GCE i
LMGCE. Cyklické voltamogramy siranu méd’natého byly ziskdny v koncentratnim rozsahu
od 0,1 do 1 mmol I'v potencialovém rozsahu od 0,5 do -1,3 V v prostfedi siranu sodné¢ho o
pH 5. Paraquat jako model lipofilni latky byl studovan za stejnych podminek jako CuSOs.
Analyzy obou latek ukazaly, ze piky téchto slouCenin se nepiekryvaji, jsou dostatecné
rozliSené a mohou tedy byt pouzity jako modelova smés hydrofilni a lipofilni znacky pro dalsi
vyzkum.

Dale byla pfipravena smés obou latek: paraquat (0,5 mmol 1) a siran m&dnaty
(0,25 mmol 1'1) v prostiedi Na,SO4 o pH 5 a byl zaznamenan CV této smési na Cist¢ GCE
(obr. 22). Na voltamogramu je vidét osm pika - dva katodické a dva anodické piky (oznacCené
I az 1V) souvisejici se siranem médnatym a dva pary katodickych a anodickych pikt
(oznacené A az D) odpovidajici paraquatu.

Elektrochemické chovani CuSO4 na povrchu elektrody ze skelného uhliku bylo jiz diive
popsano v literatuie [259,260]. Katodicky pik, oznaceny I, byl piifazen redukci méd'natych
iontl na ionty méd’né, reakce (3). Poté nasleduje disproporcionacni reakce vyprodukovanych
meéd'nych iontl na kovovou méd’ a médnaté ionty, reakce (4). Pik I je ihned nasledovan
druhym katodickym pikem II, odpovidajicim piimé redukci mednatych iontd na kovovou
méd’, podle rovnice (5). Redukéni reakce (5) se charakteristicky projevuje u potencialu, ktery

je negativnéj$i nez potencial rovnovazny a zavisi na rychlosti scanu [259].
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Obr. 22: Cyklicky voltamogram smé&si 0,5 mmol 1" paraquatu a 0,25 mmol I CuSO,
v 0,01 mol 1! NaSOy4, pH 5 na ¢isté GCE; rychlost scanu 50 mV s'l,
referentni elektroda Ag|AgCl|3M-KCIl.

V anodickém sméru polarizace se objevuji dva piky, nicméné pfi pomalej$im scanu je
vidét pouze jeden anodicky pik oznaceny III. Se zvySujici se rychlosti scanu se objevuje pik
oznaceny IV nejprve jako rameno na kladné strané piku III a nésledné jako separovany pik
[259]. Lze predpokladat, Ze prvni anodicka reakce, pik III, odpovida oxidaci kovové médi na
médnaté ionty, reakce (6). Oddé€leni ramene IV indikuje naslednou chemickou reakci (7)
mezi méd’natymi ionty a zbyvajici elementarni médi. Vznikajici méd’né ionty jsou nasledné
elektrochemicky oxidovany podle reakce (8), coz odpovida piku IV. Na konci piku IV klesa
proud k nule, coz znamend, ze vSechna kovova méd’ z povrchu je vyCerpand a ze méd'né ionty

jsou zoxidovany na méd’'naté [259].

I
Cu(H,0)%* + e~ > Cu(H,0)f + 2 H,0 3)
2 Cu(H,0)f + e~ - Cu® + Cu(H,0)%* + 2 H,0 (4)
11
Cu(H,0)%* + 2~ — Cu® + 6 H,0 5)
1
Cu® + 6 Hy0 — Cu(H,0)%* + 2 e” ©6)
Cu® + Cu(H,0)2* + 2 H,0 - 2 Cu(H,0)} (7)
v
2 Cu(H,0)% + 2 Hy0 — Cu(H,0)2* + e~ ®)
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Piky oznacené A az D v obrdzku 22 odpovidaji elektrochemickému chovani paraquatu
na Cisté elektrod¢, které bylo jiz popsano v kapitole 2.4.3.

Selektivita fosfolipidy modifikované elektrody byla studovana v roztoku siranu sodného
o koncentraci 0,01 mol I'' (pH 5) v zavislosti na koncentraci obou latek v roztoku. Cyklické
voltamogramy byly nejdiive zaznamenany v roztoku 0,5 mmol I paraquatu s piidavky siranu
méd'natého v koncentraénim rozsahu od 0,1 do 1 mmol I'". Zaroveir bylo do roztoku
piidavano vypocitané mnozstvi paraquatu tak, aby byla jeho koncentrace udrzovana stale na
hodnot& 0,5 mmol 1"'. Obdobné& byly ziskany cyklické voltamogramy v roztoku 0,5 mmol 1'!
siranu m&d'natého pii riznych koncentracich paraquatu v rozmezi od 0,1 do 1 mmol 1™
Obrazek 23A ukazuje cyklické voltamogramy ziskané v ekvimolarni smési paraquatu a siranu
mé&dnatého (0,5 mmol 1) na GCE a LMGCE. Na fosfolipidy modifikované elektrodé byl
zaznamenan vyznamny pokles signdlu siranu médnatého (o 80 %), zatimco signél paraquatu
zustal stejny. Tento fakt dokazuje, ze médnaté ionty nejsou schopné pronikat pies
fosfolipidovou vrstvu a tak nemohou byt elektrochemicky redukovany na povrchu uhlikové
elektrody, jestlize je vrstva kompaktni a pokryva cely elektrodovy povrch. Na druhé stran€,
lipofilné;si paraquat pronikd do fosfolipidové vrstvy a difunduje ji az k povrchu elektrody,
kde dochazi k jeho elektrochemické reakci. LMGCE je tak schopna selektivné detegovat
lipofilni latky a to i v pfitomnosti interferentu ve formé hydrofilni latky. Nasledné byl
pfipraven roztok, ve kterém byla dvojnasobnd koncentrace CuSO4 ve srovnani s koncentraci
paraquatu. Cyklické voltamogramy ziskané pii dvojnasobné koncentraci méd’natych ionta
(1 mmol I'") na &isté a modifikované elektrod& jsou na obrazku 23B. I v tomto ptipadé doslo k
vyraznému poklesu piku odpovidajiciho méd’natym iontim na LMGCE, zatimco odezva
paraquatu zustava stale stejnd na obou elektrodach. LMGCE je tak schopna selektivné
detegovat paraquat i v ptitomnosti nadbytku hydrofilni latky.

Pro kvantitativni vyhodnoceni byl vybran katodicky pik siranu médnatého pii
potencidlu -0,1 V a prvni katodicky pik paraquatu pfi potencialu -0,7 V, které vykazuji
linearni narast s koncentraci v S$irSim koncentraénim rozsahu. Z obrazku 24 je vidét,
ze koncentrace siranu méd’natého v roztoku ma jen maly vliv na plochu piku paraquatu.
Maly pokles piku paraquatu na cist¢ GCE pii vyssi koncentraci méd’natych iontl v roztoku
muze byt zptisoben tim, Ze méd’naté ionty se na povrchu elektrody redukuji na kovovou méd’
a tim omezuji prostor pro difusi a elektrochemickou pfeménu paraquatu. Na modifikované

GCE miizeme sledovat mirné zvySeni plochy piku paraquatu s rostouci koncentraci
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médnatych iontd v roztoku. Paraquat difunduje ptes fosfolipidovou vrstvu k povrchu

elektrody. Produkty jeho elektrochemické pfemény nemohou zcela difundovat zpét do

roztoku a akumuluji se v lipidové vrstveé. Proto vzrista signal pii dalSim méfeni (obr. 24).

M¢éteni zavislosti vysky piku na rychlosti scanu bylo zjisténo, ze je tento proces fizeny difusi

(kap. 5.5.1.).
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Obr. 23: Cyklické voltamogramy smési 0,5 mmol I paraquatu a: (A) 0,5 mmol "' CuSOs;

(B) 1 mmol I"' CuSO, v prostiedi 0,01 mol 1" Na,SO4, pH 5; rychlost scanu 50 mV s™,
referentni elektroda Ag|AgCl|3M-KCIl.
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Obr. 24: Zavislost plochy piku paraquatu (0,5 mmol 1) na koncentraci CuSO; v roztoku

na ¢isté a modifikované GCE.
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Obrazek 25 ukazuje velké rozdily mezi odezvami médnatych iontl pii rtznych
koncentracich siranu méd’natého v roztoku na Cisté a modifikované elektrodé. Tyto vysledky
potvrzuji, Zze méd’naté ionty nejsou schopny pronikat ptes fosfolipidovou vrstvu na rozdil od
paraquatu, ktery pies membranu pronika. Vysledky také koresponduji se smérnicemi
kalibracnich zévislosti paraquatu a siranu méd’natého ziskanymi na obou typech elektrod

(tabulka 6).
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Obr. 25: Zavislost plochy piku CuSO4 na jeho koncentraci v roztoku na ¢isté¢ a modifikované

GCE.

Kalibra¢ni zavislosti paraquatu a siranu médnatého byly studovany na Cisté
i fosfolipidy modifikované GCE pro kazdou latku zvlagt v prostiedi Na,SO4 (0,01 mol 17).
V tabulce 6 jsou uvedeny hodnoty smérnic téchto kalibrac¢nich zavislosti a jejich smérodatné
odchylky. Je-li smérnice kalibracni zavislosti mirou citlivosti méficiho systému [261],
je mozné odvodit, Ze citlivost LMGCE vii¢i méd’natym iontlim je 12,5 krat niz8i ve srovnani s
¢istou GCE pfi zachovani citlivosti vici paraquatu. Tyto vysledky ukazuji Ze fosfolipidova
vrstva na povrchu uhlikové elektrody ma vyrazny vliv na jeji selektivitu.

Stabilita fosfolipidové vrstvy na povrchu uhlikové elektrody byla testovdna cyklickou
voltametrii s pouzitim ferrokyanidu draselného jako elektroaktivni znacky. Vrstva byla
dostatecné stabilni nejméné 10 po sobé nasledujicich métenich (pH 7) pokud byla chranéna

pred extrémné silnym proudem kapaliny a pokud byla ponofena v méfeném roztoku.
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Tabulka 6: Smérnice kalibra¢nich zavislosti a jejich smérodatné odchylky ziskané na GCE

a LMGCE pro paraquat a siran méd’naty.

Smérnice kalibrac¢ni zavislosti

Analyt (mA V1 mol™)

+
Cu®

5.5.3. Akumulace paraquatu do fosfolipidové vrstvy

Z predchozich méfeni interakce paraquatu s fosfolipidovou vrstvou bylo zjiSténo,
ze paraquat je pravdépodobné schopen se zadrzovat v membrané a tuto jeho vlastnost je
mozné vyuzit pro prekoncentraci a stanoveni nizkych koncentraci této latky ve vzorcich vody.

Pomoci SW voltametrie byla sledovana interakce mezi paraquatem a fosfolipidovou
vrstvou ve srovnani s Cistou elektrodou. Square wave voltamogramy byly zaznamenavany za
optiméalnich podminek v potencidlovém rozsahu od 0 do -1,3 V. Frekvence byla
optimalizovéna v rozsahu od 10 do 90 Hz a v celém rozsahu byl pozorovan pik rostouci s
rostouci frekvenci. Zavislost vysky piku na odmocnin¢ frekvence se odchyluje od linedrniho
prubéhu pii frekvencich vysSich nez 50 Hz, coz mize byt zptsobeno rostoucim vlivem
nekompenzovaného odporu v cele pfi vysSich frekvencich. Pro dalsi méfeni byla jako
kompromis zvolena frekvence 40 Hz. Podobné¢ roste i vyska piku téméf linearn€ s rostouci
hodnotou amplitudy a to v celém rozsahu od -10 do -110 mV. Nicmén¢ vysoké hodnoty
amplitudy (zvlasté pii vysSich SW frekvencich) zvysuji vliv nekompenzovaného kapacitniho
proudu a snizuji selektivitu. Proto byla pro dal§i méfeni zvolena hodnota -80 mV.
potencialového kroku odpovidal nejvyssi pik, ale analyza trvala delSi cas.
Pro dalsi experimenty byla zvolena hodnota -3 mV jako kompromis. Proces optimalizace a
ziskané hodnoty souhlasi s hodnotami uvadénymi v literatufe pro podobna méieni [176].

Elektroda (GCE, respektive LMGCE) byla ponofena do roztoku paraquatu o
koncentraci 0,05 pmol Ity 0,01 mol 1! Na,SO4 a v zavislosti na ¢ase akumulace v rozsahu

1-120 minut byly zaznamenavany SW voltamogramy za optimalnich podminek. Mezi
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jednotlivymi méfenimi byl roztok michan pro podpotfeni adsorpce respektive inkorporace
paraquatu. Stejnym zpisobem byly proméfeny i koncentrace 0,1 a 0,5 pmol 1" na &isté i
modifikované GCE. Na obrazku 26 je zavislost vysky piku paraquatu na Case akumulace
ziskana na GCE a LMGCE pro koncentraci 0,1 pmol I'. Na &isté elektrodé nebyly
zaznamenany témét zadné zmény ve vysSce piku paraquatu - nedochazi tedy k vyznamné
adsorpci této latky na povrch elektrody. Na modifikované elektrodé vSak byla ziskana
hyperbolickd zavislost, kterda znaci nasyceni fosfolipidové vrstvy po 60 minutach.
Nasyceni vrstvy piedstavuje rovnovazny stav, pii kterém detekovany pik zavisi vice na
celkové kapacité vrstvy nez na koncentraci latky v roztoku. Podobné zavislosti byly ziskany
také pro dalsi dvé koncentrace paraquatu. Schopnost paraquatu se akumulovat do
fosfolipidové vrstvy byla dale vyuzita pro stanoveni této latky v modelovych vzorcich vody.
Pro praktické pouziti se zvoli akumulacni Cas z linearni ¢asti zavislosti. Pro dal$i méfeni byl
zvolen ¢as akumulace 10 minut jako vhodny pro citlivé a reprodukovatelné stanoveni

praraquatu i ve zfedénych vzorcich.
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Obr. 26: Zavislosti vysky piku paraquatu (0,1 pmol I'') na &ase ziskané na GCE a LMGCE.
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5.5.4. Vliv paraquatu na stabilitu fosfolipidové vrstvy

Ptedchozimi experimenty bylo prokazano, ze paraquat je schopen pronikat pies
fosfolipidovou vrstvu k povrchu elektrody, kde tak mutze probihat jeho elektrochemicka
pfeména a zaroven ze je schopen se v této vrstvé akumulovat. JelikoZ jsou znamé studie,
kde napiiklad peptidy narusuji strukturu bunécné membrany [89,203], bylo testovano,
zda paraquat nema podobné ucinky na lipidovou membranu.

Stabilita vrstvy byla sledovana pomoci CV a EIS v roztoku paraquatu o koncentraci
1 a 0,4 pmol I'". LMGCE byla ponofena do roztoku paraquatu na urditou dobu, poté
oplachnuta deionizovanou vodou a byl zaznamenan CV v prostiedi 5 mmol 1! K4[Fe(CN)s]
a nasledng impedanéni spektra v prostfedi 5 mmol 1! Fe(CN)63'/4' (1:1) obsahujici 0,1 mol I
KCl. Mg¢éteni bylo provadéno v casech 0, 15, 30, 45, 60, 120 a 240 min,
déle po 17 a 24 hodinach.

Na obrazku 27 jsou cyklické voltamogramy ziskané pifi méfeni v roztoku paraquatu o
koncentraci 1 pmol I v &asech 0, 15, 60 minut a 24 hodin. Cas 0 min byl zaznamenén ihned
po pokryti elektrody, aniz by byla elektroda ponofena do roztoku paraquatu. Jak je ziejmé z
obrazku, po pokryti elektrody nebyly zaznamenany zadné odezvy ferrokyanidu, coz souvisi s
uplnym pokrytim povrchu elektrody. Ani po 24 hodinach, kdy byla LMGCE ponofena do
roztoku paraquatu, nebyly zaznamendny zadné signaly ferrokyanidu, coZz znamena,
ze fosfolipidova vrstva neni narusovana a je stabilni po celou tuto dobu.

Tyto vysledky potvrzuji i data ziskand méfenim EIS za stejnych podminek.
Data byla vyhodnocena v softwaru Nova a to prolozenim parametry ekvivalentniho obvodu,
ktery je na obrazku 28, kde Rs je odpor roztoku, Rvrstva je odpor fosfolipidové vrstvy, Cvrstva

je kapacita fosfolipidové vrstvy, Relda je odpor elektrody a Celda je kapacita elektrody.
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Obr. 27: Cyklické voltamogramy 5 mmol 1" ferrokyanidu draselného zaznamenané na &isté
GCE a na LMGCE po ponoteni do roztoku paraquatu (1 pmol I'") v zavislosti na Gase;

rychlost scanu 50 mV s, referentni elektroda Ag|AgCl|3M-KCL.

Bovestva Relda

Crrstva Celda

Obr. 28: Ekvivalentni obvod pro vyhodnoceni EIS.

Vysledné Nyquistovy grafy v ¢asech 0, 15, 60 minut a 24 hodin jsou na obrazku 29.
Cerstva vrstva LMGCE vykazuje hodnoty realné slozky impedance piiblizné 9,5 kQ.
Na obrazku 29 je vidét, ze po 15 minutach dojde ke zméné odporu fosfolipidové vrstvy, kdy
se hodnota impedance snizi na pfiblizné¢ 6 kQ, avSak elektroda zlstava stale pokryta.
Lze predpokladat (podobné jak bylo jiz uvedeno vyse), ze dikation paraquatu se inkorporuje
do relativné fluidni fosfolipidové vrstvy a muze prispét k poklesu impedance jak zvySenim
koncentrace nabitych castic uvnitt vrstvy, tak stlacenim fosfolipidové vrstvy plisobenim

coulombickych sil. Pokud je elektroda v roztoku paraquatu ponotena déle (60 min a 24 hod),
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frekvenéni charakteristika ziistdva témet stejnd, bez vyznamnych zmén, nebot' dojde k
ustaveni rovnovahy, kdy se impedance jiz dadle neméni. Tyto vysledky ukazuji, ze vrstva je

stabilni po dobu miniméln¢ 24 hodin i v pfitomnosti paraquatu.
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Obr. 29: Frekvenéni charakteristika (Nyquistiv graf) pro LMGCE v roztoku 1 pmol I
paraquatu v zavislosti na ¢ase; EIS mé&feno v prostfedi 5 mmol "' Fe(CN),’ s (1:1)

obsahujici 0,1 mol I'' KCI. Frekvenéni rozsah 50 kHz aZ 0,1 Hz, potencial 0,22 V.

Stejny postup méfeni byl také pouzit pro nizsi koncentraci paraquatu (0,4 pmol 17).
Jak je vidét na obrazku 30, povrch elektrody je zcela pokryt fosfolipidovou vrstvou, nebot
nebyl zaznamendn zadny signal ferrokyanidu. Cyklické voltamogramy zlstavaji témeért stejné
po celou dobu méfeni a ani po 24 hodinach nedochédzi k naruseni fosfolipidové vrstvy
paraquatem.

Data EIS byla vyhodnocena podle stejného ekvivalentniho obvodu (obr. 28).
Na Nyquistové grafech (obr. 31) je vidét, ze také dochéazi ke sniZzeni impedance, nicméné
vlivem niz8i koncentrace paraquatu dochazi k tomuto snizeni pomaleji (az po 30 minutach)
nez u predchoziho méfeni (15 minut). Snizovani impedance tedy souvisi s koncentraci
paraquatu a s jeho "zabudovavanim" do lipidové vrstvy. Nicméné pii dalSich métenich se uz
zdznam dale neméni a mizeme tedy fict, ze se ustavila rovnovaha, vrstva pokryva cely povrch
elektrody a je stabilni po dobu 24 hodin nezavisle na koncentraci paraquatu v roztoku.

Paraquat tedy nenaruSuje fosfolipidovou membranu.
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Obr. 30: Cyklické voltamogramy 5 mmol "' ferrokyanidu draselného zaznamenané na &isté
GCE a na LMGCE po ponofeni do roztoku paraquatu (0,4 pmol 1) v zavislosti na &ase;

rychlost scanu 50 mV s™', referentni elektroda Ag|AgC13M-KCL.
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Obr. 31: Frekvenéni charakteristika (Nyquistiv graf) pro LMGCE v roztoku 0,4 pmol I
paraquatu v zavislosti na ase; EIS mé&feno v prostiedi 5 mmol 1" Fe(CN)s*™* (1:1)

obsahujici 0,1 mol "' KCI. Frekvenéni rozsah 50 kHz aZ 0,1 Hz, potencial 0,22 V.
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5.6. STANOVENI PARAQUATU - ELEKTROCHEMICKY SENSOR

Fosfolipidova vrstva na povrchu uhlikové elektrody zvySuje selektivitu k lipofilnim
latkam a je schopnd tyto latky zadrzovat (akumulovat). Proto byla LMGCE pouzita jako
elektrochemicky sensor pro stanoveni paraquatu ve vodé pomoci square wave voltametrie
jako pokrocilého nastroje pro ziskadvani analytického signalu ze sensoru [249].

Vysoka citlivost SW metody byla kombinovana s efektivni akumulaci paraquatu do
fosfolipidové vrstvy. Byl zvolen ¢as akumulace 10 minut (jak je uvedeno vyse) pro citlivé a
reprodukovatelné stanoveni paraquatu. Kalibracni zavislosti byly méfeny v koncentranim
rozsahu od 0,05 do 0,60 umol 1" a byly srovnavany s hodnotami ziskanymi na &isté GCE
(obr. 32). Zatimco LMGCE je schopna detegovat paraquat v celém koncentratnim rozsahu,
LMGCE vykazuje vyznamné vyss$i hodnoty smérnice kalibracni zavislosti udavajici tiikrat
vys§i citlivost ve srovnani s &istou GCE (hodnoty -9.45 a/mebo -3,11 pA L pmol™).
Navic LMGCE vykazuje lepsi linearitu kalibra¢ni zévislosti, coz je ziejmé ve srovnani s
nemodifikovanou GCE, kde jsou vidét vyslovené nelinedrni deformace v blizkosti meze

detekce na cisté GCE (obr. 32).
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Obr. 32: Kalibracni zavislost paraquatu ziskana na Cisté a modifikované GCE.
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Vysoka citlivost SWV v kombinaci s efektivni akumulaci paraquatu do fosfolipidové
vrstvy umoznila dosazeni meze detekce 2,2 nmol 1", ktera byla ziskéna z kalibra¢ni zavislosti.
Tato hodnota je vyznamné niz$i ve srovnani s vétSinou béznych typi pevnych elektrod
a jejich modifikaci [174-176,178-183] s vyjimkou relativné drahé borem dopované
diamantové elektrody (BDDE), na kter¢ byly dosazeny srovnatelné meze detekce
v nanomolarni Urovni, jako naptiklad 1,5 nmol I [172] nebo 70 nmol I [262], které byly
publikovany.

Déle byla testovana vytéznost analytického procesu zalozeného na SW voltametrii
s LMGCE v modelovém vzorku obsahujicim paraquat. Byly pfipraveny vzorky
s koncentracemi paraquatu 0,1; 0,2 a 0,4 pmol 1'1, vlozena modifikovana elektroda a po
akumulaci 10 minut byl zaznamenan SWV. V tabulce 7 jsou uvedené koncentrace nalezené
v modelovém vzorku s hodnotami smérodatnych odchylek a také vytéznosti tohoto procesu.
Uvedené¢ hodnoty ukazuji na vysokou efektivnost analytického procesu s vytéznosti

88 - 92 %.

Tabulka 7: Koncentrace paraquatu nalezené¢ ve vzorcich deionizované vody s jejich

smérodatnymi odchylkami, respektive vytéznostmi.

Vzorky deionizované vody

Piidané mnoZstvi Nalezené mnoZstvi VytéZnost

(umol I (nmol ) (%)

Cely analyticky proces byl testovan také na redlném vzorku ti¢ni vody, ktery byl

odebran z feky Moravy. Reka protéka otevienou krajinou, ktera je ve velké mife vyuzivana
pro zemédélskou a primyslovou produkci. Vzorek byl nejdiive zfiltrovan ptes filtr Whatman
(velikost pord 1 pm), po piidavku paraquatu na vyslednou koncentraci 0,1 pmol 1" byl
homogenizovan a analyzovan pomoci SWV s LMGCE. Nalezené koncentrace v tomto vzorku
byla 0,071 + 0,010 pmol I"'. Vyznamné niz§i vyt&znost (71 % v porovnani s 88 % ve vzorku

deionizované vody) muze byt z velké Casti pfipsana adsorpci paraquatu na pevnych ¢i
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koloidnich ¢asticich v redlném vzorku, coz mé neptiznivy vliv na vysledky bez ohledu na
pouzitou analytickou metodu. DPV na visici rtutové kapkové elektrodé¢ a HPLC s UV detekei
byly vybrany jako referencni metody pro stanoveni paraquatu ve vzorku vody. Zatimco DPV
poskytuje vysledky 0,061 + 0,008 pmol 1" bez pouziti prekoncentrace, pro analyzu pomoci
HPLC bylo nutné vzorek vody nejdiive stokrat zakoncentrovat pomoci lyofilizace.
Koncentrace paraquatu nalezend ve vzorku vody po lyofilizaci pomoci HPLC byla
0,050 + 0,010 umol 1. Vysledky viech tif metod mohou byt povazovany za vzijemnd
srovnatelné v ramci experimentdlni chyby. Nicméné, SWV s LMGCE poskytla nejlepsi
sttedni hodnotu ze vSech vytéZnosti v redlném vzorku vody. Tato skute¢nost ukazuje na
znatelnou spolehlivost vyvinuté metody a otevird cestu k mnoha dal$im analytickych

aplikacim.
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6. ZAVER

Predlozena disertacni prace je veénovédna studiu agregacnich vlastnosti piirodni
fosfolipidové smési ze sojovych bobl (Asolectinu), predev§im na pevném povrchu.
Tento vyzkum navazuje na piedchozi studium vlastnosti asolectinu ve vodném prostiedi a na
jeho pouziti pti vyvoji nové metody piipravy liposomi bez pouziti organickych rozpoustédel
[65,245].

Nejdiive byl asolectin pouzit jako modifikator uhlikové pastové elektrody a takto
pripravena elektroda byla pouzita pro stanoveni pesticidu paraquatu ve vodé. Bylo zjisténo,
ze modifikovana elektroda je citlivéjsi pii stanoveni tohoto pesticidu. Tato vlastnost
asolectinu byla dale vyuzita pro modifikaci elektrody ze skelného uhliku s cilem pfipravit na
elektrod¢ vrstvu s vlastnostmi biomimetické membrany.

Vlastnosti asolectinové membrany byly studovany pomoci cyklické voltametrie
a elektrochemické impedancni spektroskopie a bylo zjiSténo, ze navrzenou metodou
pokryvani vznika na povrchu elektrody kompaktni fosfolipidova vrstva, kterd pokryva cely
povrch elektrody. TlouStka vrstvy byla uré¢ena mikroskopii atomarnich sil a ¢ini 7,1 + 1,2 nm,
coz odpovida tlouStce fosfolipidové dvojvrstvy v bunéénych membrandch. DalSimi
experimenty bylo zjisténo, Ze pfipravena vrstva je stabilni nejméné 24 hodin a nedochazi
k jejimu naruSovani ani vlivem paraquatu. Byla rovnéz vyvinuta metoda pro odstranéni
lipidové vrstvy a obnoveni &istého povrchu elektrody. Uginnost mechanického &isténi v
kombinaci s chemickym c¢isténim ptisobenim hexanu, methanolu a vody v ultrazvukové lazni
byla kontrolovana rentgenovou fotoelektronovou spektroskopii.

Modifikovand elektroda byla vyuzita pro studium interakci lipidové membrany
s ruznymi typy latek (ferokyanidové ionty, méd’naté ionty, paraquat). Lipidovd membrana
vykazuje selektivni propustnost pro lipofilni latky a umoziluje akumulaci paraquatu a
produkti jeho elektrochemické piremény. Téchto vlastnosti bylo vyuzito pro vytvoreni
elektrochemického sensoru, ktery s vyuzitim square wave voltametrie umoznil stanoveni
paraquatu s detek&nim limitem 2,2 nmol 1. Vyvinuty sensor byl vyuZit pro stanoveni
paraquatu ve vzorku fi¢ni vody. Square wave voltametrie s nové vyvinutym sensorem,
diferen¢né¢ pulzni voltametrie s visici rtutovou kapkovou elektrodou a vysokoucinna

kapalinova chromatografie poskytly vytéZnosti 71, 61 a 50 %.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AdSDPV adsorpéni rozpoustéci diferencné pulzni voltametrie
AFM mikroskopie atomdrnich sil

BAM Brewstertiv mikroskop

BDDE borem dopovana diamantova elektroda

BE vazebna energie

BiFE bismutova filmova elektroda

BLM cerna lipidovd membréana

CMC kritickd micelarni koncentrace

CPE uhlikova pastova elektroda

Cv cyklicka voltametrie

dFFF dielektroforeticka frakcionace tokem v poli

DNA deoxyribonukleové kyselina

DPV diferen¢né pulzni voltametrie

EIS elektrochemicka impedanéni spektroskopie

ELISA imunologickd metoda slouzici k detekci protilatek
FAP-CPE uhlikova pastova elektroda impregnovana fluoroapatitem
FCS fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopie

FRAP obnoveni opticky vybélené fluorescence

GC plynové chromatografie

GC/MS plynova chromatografie s hmotnostni detekci

GCE elektroda ze skelného uhliku

GUV obfi unilameléarni liposomy

HAP-CPE uhlikové pastova elektroda modifikovana hydroxyapatitem
HBM hybridni lipidové dvojvrstvy

HMDE visici rtut'ova kapkova elektroda

HPLC vysokoucinna kapalinové chromatografie

HRP kfenova peroxidasa

Chit-CPE uhlikova pastova elektroda s chitinem

KCPE uhlikova pastova elektroda s kaolinem

LC/MS/MS kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
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LDsq
LMCPE
LMGCE
LOD
LUV
MLV
MVV
MWCNT
NFGCE
NMR
NP-CPE
OLV
PA

PC

PE

PI

PS
RAIRS
RTG
SAM
SD
SERS
SLB
SMDE
SPR
SSIMS
SUV
SWV
tBLM
uv
XPS

ZE

smrtelnd (letalni) davka

lipidy modifikovana uhlikova pastova elektroda
lipidy modifikovana elektroda ze skelného uhliku
limit detekce

velké unilamelarni liposomy

multilamelérni liposomy

mnohovackovité liposomy

mnohosténné uhlikové nanotrubky

elektroda ze skelné¢ho uhliku pokrytd nafionem
nukledrni magnetické rezonance

uhlikova pastova elektroda modifikovana ptirodnim fosfatem
velké oligolamelarni liposomy

fosfatidova kyselina

fosfatidylcholin

fosfatidylethanolamin

fosfatidylinositol

fosfatidylserin

reflection-absorption infracervena spektroskopie
rentgenove zareni

samouspoiadané monovrstvy

smérodatna odchylka

povrchové zesilend Ramanova spektroskopie
lipidové dvojvrstvy na pevnych nosi¢ich
staticka rtut'ova kapkova elektroda

povrchova plasmovéa resonance

statickd hmotnostni spektrometrie sekundéarnich iontd
malé unilamelérni liposomy

square wave voltametrie

ukotvené lipidové membrany

ultrafialové zafeni

rentgenova fotoelektronova spektroskopie

zékladni elektrolyt
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SUMMARY

The thesis deals with investigation of fundamental properties of phospholipids
molecules and their aggregates using various analytical techniques. Aggregation properties of
phospholipids mixture from soybeans, commercially available as Asolectin, were used for the
purpose. Asolectin was employed as a modifier in carbon paste electrode to improve the
sensitivity of paraquat determination in aqueous samples. Aggregation capabilities of
asolectin were used for preparation of lipid layer on the surface of glassy carbon electrode.
Cyclic voltammetry, electrochemical impedance spectroscopy and atomic force microscopy
revealed that phospholipid layer covers whole electrode surface, layer is compact and its
thickness (7.1 = 1.2 nm) equals to those of biological membrane (5-10 nm). The lipid
membrane is stable enough for 24 hours even in presence of paraquat. The electrode with
lipid membrane was applied for investigation of interactions with various compounds of
different hydrophobicity. Selective permeability and ability to accumulate lipophilic
compounds enables to develop electrochemical sensor for square wave voltammetric

determination of paraquat with detection limit 2.2 nmol I"".



SOUHRN

Disertacni prace se zabyva studiem vlastnosti fosfolipidovych molekul a jejich agregata
riznymi analytickymi metodami. Byly studovany agregacni vlastnosti smeési fosfolipida
izolovanych ze sojovych bobii, komeréné dostupné pod nazvem Asolectin. Asolectin byl
vyuzit jako modifikator uhlikové pastové elektrody pro zvyseni citlivost stanoveni pesticidu
paraquatu ve vod¢. Agregacnich vlastnosti asolectinu bylo vyuzito pro vytvoteni lipidové
vrstvy na povrchu elektrody ze skelného uhliku. Cyklickou voltametrii, elektrochemickou
impedancni spektroskopii a mikroskopii atomarnich sil bylo zjisténo, ze fosfolipidova vrstva
pokryva cely povrch elektrody, je kompaktni a jeji tloustka (7,1 + 1,2 nm) odpovida tloust'ce
biologické membrany (5-10 nm). Takto pfipravend lipidovd membrana je stabilni nejméné
24 hodin 1 v prostiedi obsahujicim paraquat. Elektroda s lipidovou membranou byla vyuzita
pro studium interakci s latkami razné hydrofobicity. Selektivni propustnost a schopnost
akumulace lipofilnich latek umoznila vyvinout elektrochemicky sensor pro square wave

voltametrické stanoveni paraquatu s mezi detekce 2,2 nmol 1.
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1. UVOD

Fosfolipidy jsou velmi dilezitou skupinou slozenych lipidii, nebot’ jsou zékladnim
stavebnim prvkem bunéénych membran. Jsou to estery vysSich mastnych kyselin s alkoholem
glycerolem. Diky své struktufe maji fosfolipidy amfifilni charakter. Obsahuji hydrofilni ¢ast
(polarni "hlavu"), tvofenou glycerolem, zbytkem kyseliny fosforecné a alkoholem a
hydrofobni Cast (nepolarni "ocas"), ktery je tvofen jednim nebo vice uhlovodikovymi fetézci.
Ve vodném prostfedi vlivem hydrofobnich interakei vytvaii fosfolipidy rtizné agregaty -
micely, dvojvrstvy ¢i liposomy, v zavislosti na jejich koncentraci v roztoku.

Fosfolipidy jsou zakladni stavebni jednotkou cytoplasmatické membrany (fosfolipidova
dvojvrstva), ktera chrani a obklopuje kazdou zivou buniku a odd€luje jeji vnitini a vné&jsi
prostor. Jeji polopropustnost zajist'uje, ze se do buiky dostavaji dilezité latky a odpadni latky
jsou zpét z bunky vyluovany. AvSak ne vSechny latky jsou schopné pies membranu pronikat.
Transport latek pres cytoplasmatickou membranu zajist'uji v mnoha ptipadech proteiny, které
jsou "vnoteny" do fosfolipidové dvojvrstvy.

Z hlediska farmacie, mediciny a zdravi nejenom ¢loveéka je dilezité porozumét tomu,
jakym zpiisobem pronikaji rizné latky ptes biologickou membranu a které z nich jsou nebo
nejsou schopné tohoto transportu. Z tohoto divodu se fosfolipidové dvojvrstvy (membrany)
vyuzivaji jako modely ke studiu vlastnosti biologickych membran. Um¢lé fosfolipidové
membrany jsou vytvareny riznymi zplisoby na riznych typech materialti v zavislosti na tom,
k jakym ucelim maji slouzit. Pouzivaji se ke studiu tloustky membran, jejich elektrickych ¢i
mechanickych vlastnosti nebo pro objasnéni interakci raznych biologicky vyznamnych latek s
membréanou (tedy pro simulaci interakce téchto latek s bunécnymi membranami).

Ptiprava umélych fosfolipidovych membran je popisovéna pouze z Cistych fosfolipidii
nebo ze smési dvou nebo tii typt (fosfo)lipidi. Jelikoz redlné bunééné membrany jsou
tvofeny smesi fosfolipidl, byla v této préaci pouzita ptirodni fosfolipidova smés izolovana ze
sojovych bobii (komeréné dostupnd pod ndzvem Asolectin) ke studiu jejich agregacnich
vlastnosti na pevném povrchu. Agregacni vlastnosti této smési ve vodném prostiedi byly jiz
diive studovany nckolika riznymi analytickymi metodami a bylo také analyzovéno slozeni
této smési.

V této praci byl asolectin vyuzit nejdiive jako modifikator pro zlepseni citlivosti
uhlikovych pastovych elektrod pii analyze pesticidi. Dale byla tato latka vyuzita pro ptipravu
umélé membrany na pevném povrchu a nasledné ke studiu jejich vlastnosti jako je tloustka,

kompaktnost, stabilita a interakce s riznymi typy latek (hydrofilni, lipofilni).




2. PREHLED AKTUALNIHO STAVU PROBLEMATIKY

Fosfolipidy jsou velmi dilezitou skupinou slozenych lipidii, nebot’ jsou zékladnim
stavebnim prvkem bunécnych membran. Jsou to smiSené estery vysSich mastnych kyselin a
kyseliny fosfore¢né s alkoholem glycerolem (glycerofosfolipidy) nebo sfingosinem
(sfingofosfolipidy). Fosfolipidy jsou nezbytnou slozkou zivoc¢iSnych i rostlinnych organismii,
kde jsou ptitomny jednak jakou soucast bunécnych a vnitrobunéénych membran, jednak jako
soucast lipoproteind. Na fosfolipidy jsou zvlasté bohaté nékteré zivocisné tkané€, predevSim
nervova tkan a vajeCny zloutek. Také sdjové boby jsou pomérné bohatym zdrojem
fosfolipidl, avsak jejich sloZzeni je znacn€ odlisné od vajecnych. Fosfolipidy maji amfifilni
charakter - obsahuji nepolarni alifatick¢é uhlovodikové konce (hydrofobni Cast) a polarni
hlavicky (hydrofilni ¢ast). Na zdklad¢ hydrofobnich interakei mezi hydrofobnimi fetézci maji
lipidy tendenci spontanné agregovat [1] tak, aby hydrofobni oblasti byly stinény pted vodou,
zatimco hydrofilni polarni skupiny ztstaly ve styku s vodnym prostfedim. Spontanni agregace
vede ke vzniku lipidovych micel a vyssich lipidovych struktur. Pii vyssi koncentracich vytvari
lipidové molekuly velké micely, které mohou ptrechazet az do dvojnych vrstev lipidd,
ve kterych jsou uhlovodikové fetézce orientovany k sobé, zatimco polarni hlavicky jsou
orientovany do vodného prostiedi na obou strandch dvojvrstvy. Lipidové dvojvrstvy se
mohou dale uzavirat do sférickych dutych vacka (liposomt) [2], které ve svém stiedu
uzaviraji vodnou fazi.

Kazda ziva bunika musi byt obklopena selektivné propustnou bariérou, ktera chrani jeji
vnitini prostor pfed chemickymi zménami a nezddoucimi vlivy jejiho okoli. Timto obalem,
ktery chrani kazdou zivou builku, je cytoplasmatickd membréna. Jeji polopropustnost
zajistuje, ze zékladni molekuly jako jsou glukosa, aminokyseliny a lipidy mohou pronikat
dovnitf buiiky, metabolické intermediaty zGstavaji v bunice a odpadni latky jsou z bunky
vyluCovany [3]. Biologické membrany jsou rozmanit¢ a obsahuji rizny pomér lipida
(25-79 %), proteini (18-75 %) a sacharidii (0-8 %) v zavislosti na jejich piivodu [4]. Lipidova
cast membrany (fosfolipidova dvojvrstva) je slozitou smési a jeji slozeni se li§i podle druhu
membrany. Hlavnimi lipidy tvoficimi pfirodni biologické membrany jsou glycerofosfolipidy,
sfingolipidy, glykosfingolipidy a steroly.

Membrany jsou stile vice studovadny pro pochopeni jejich vlastnosti a funkci.
K vlastnimu studiu bunéénych membran lze pouzit bud’ realné buiiky nebo systém bunécnou
membranu do jisté miry napodobujici (modelové membrany). Z divodu slozitosti

biologickych membran a naro¢né prace s realnymi butikami, vzrista zdjem pouzit jednoduché




modely napodobujici bunééné membrany ke studiu membranovych procest in vitro.
Jednoduché modely biologickych membran sestavaji z purifikovanych nebo syntetizovanych
fosfolipidii. Existuje n¢kolik typt lipidovych membran, které se pouzivaji jako modely pro
tyto studie. Jsou to: ¢ernd lipidova membrana (BLM) [5], lipidové membrany na pevnych
nosi¢ich (SLB) [6], hybridni lipidové membrany (HBM) [7], lipidové membrany podlozené
polymerni vrstvou [8], volné a/nebo volné¢ zaveéSené lipidové membrany [9], ukotvené
lipidové membrany (tBLMs) [10], samouspotadané lipidové membrany [11] a liposomy [12].

Pro charakterizaci membranové struktury s vysokym rozliSenim se pouziva mikroskopie
atomarnich sil (AFM) [13-16]. Tato metoda se dale pouziva pro studium interakci membrany
s n¢kterymi typy latek jako jsou 1é¢iva [17], enzymy [18] a peptidy [19]. Cyklicka voltametrie
(CV), elektrochemickd impedancni spektroskopie (EIS) a dalsi elektroanalytické techniky
byly pouzity pro studium elektrickych vlastnosti a principii pfenosu elektronu pies lipidovou
membranu [20,21,22]. Témito metodami byly také studovany interakce biologicky aktivnich
latek s um¢lymi lipidovymi membranami. Z peptidl byly timto zpisobem studovany surfactin
[23] a nisin [24]. Z 1éCiv to byly naptiklad ibuprofen [25] a amphotericin B [26].

Sledovani interakci mezi riznymi typy molekul a lipidovou dvojvrstvou vedlo k vyvoji
elektrochemickych biosensort. Pro vytvofeni citlivého a selektivniho sensoru se mohou
razné typy elektrodovych povrchti modifikovat rGznymi typy latek. Naptiklad uhlikové
pastové elektrody (CPEs) jsou casto modifikovany lipidy nebo mastnymi kyselinami pro
zvyseni jejich citlivosti a selektivity [27,28]. Nekteré fosfolipidové vrstvy na pevnych
nosi¢ich byly modifikovany vhodnymi latkami ke zlepSeni selektivity a citlivosti na analyt
[29,30]. Stabilizovany lipidovy film na pevném povrchu je schopny akumulovat organické
latky v zavislosti na jejich ndboji a hydrofilnim-hydrofobnim charakteru. Tato jejich vlastnost
byvé vyuzita pro ptipravu selektivnich biosensorti [31,32]. N&ktera 1éciva nebo pesticidy je
mozné inkorporovat (akumulovat) do fosfolipidové vrstvy vytvoiené na povrchu elektrody a
poté tyto latky elektrochemicky detegovat. Tato metoda byla pouzita napiiklad pro stanoveni
protinddorového 1é¢iva marcellomycinu [33].

Paraquat (1,1'-dimethyl-4,4'-dipiridinium dichlorid; methylviologen; Gramoxon) je
kvartérni dusikaty herbicid, ktery v celosvétovém méfitku patii k nejpouzivanéjSim
herbicidiim [34]. Je to Sirokospektralni, neselektivni a rychle plisobici kontaktni biocid, ktery
ni¢i rostlinné bunky tim, Ze interferuje s nitrobunéénym systémem pienosu elektronti [35,36].
Ackoliv je paraquat zakazan v Evropské Unii [37], je stale pouzivan v rozvojovych zemich
jako je Thajsko nebo Filipiny [38] a v dalSich asi 130 zemich [39] v ovocnych sadech a na

plantazich produkujicich rizné plodiny. Paraquat se miize z oSetfenych plodin dostavat




(mimo jiné) do potravin, pitné vody a do zemédélskych kanalt [40]. Je extrémné toxicky jak
pro &lovéka (LDsy 35 mg kg™), tak i pro zvifata (mysi: LDsy 110-150 mg kg) [41]. Proto je
nutné sledovat, zda zbytky této latky nepifekracuji limit dany Evropskou komisi
(20 pg kg pro vétsinu plodin) [42].

Elektrochemické metody jsou Siroce pouzivané pro analyzu paraquatu v Zzivotnim
prostiedi a v biologickych vzorcich, protoze jsou rychlé, levné a maji nizké detekeni limity.
Nejvice pouzivanou elektrochemickou metodou pro stanoveni paraquatu je square wave
voltametrie (SWV) a diferencné pulzni voltametrie (DPV). Tyto metody byly pouzity pro

stanoveni tohoto pesticidu ve vodé, jablkach a bramborach s riznymi typy elektrod [43,44].




3. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem ptedlozené disertacni prace bylo prostudovat vlastnosti fosfolipidii a jejich

agregatl vybranymi analytickymi metodami. Konkrétnéji se tato prace zabyva studiem

agregacnich vlastnosti smési fosfolipidii ze sojovych bobl (komeréné dostupné pod nazvem

Asolectin) pfedevsim na pevnych povrSich. Agregacni vlastnosti této fosfolipidové smeési byly

vyuzity pro piipravu umélé lipidové membrany na povrchu elektrody ze skelného uhliku.

Cile této prace mizeme shrnout nasledovné:

vyuzit asolectin jako modifikdtor uhlikové pastové elektrody pro stanoveni
lipofilnich latek ve vodném prostiedi

prostudovat agregacni vlastnosti asolectinu na pevném povrchu

piipravit umélou lipidovou membranu z této fosfolipidové smési na povrchu
elektrody ze skelného uhliku

prostudovat vlastnosti piipravené membrany jako jsou tloustka vrstvy, jeji
kompaktnost, stabilita, apod.

optimalizovat CiSténi a obnoveni povrchu elektrody po jeji modifikaci pro jeji
dalsi pouziti

prostudovat interakce ptipravené vrstvy s modelovym systémem raznych typii
latek

vyuzit fosfolipidy modifikovanou uhlikovou elektrodu jako sensor pro stanoveni
lipofilnich latek ve vodném prostiedi




4. VYSLEDKY A DISKUSE

Agregace fosfolipidovych molekul byla jiz studovadna jak v roztoku, tak i na tuhych
povrsich, o ¢emz lze nalézt velké mnozstvi odbornych publikaci. V literatufe se vSak popisuji
agregacni vlastnosti pouze Cistych fosfolipidi, respektive definované smési dvou nebo tii typi
(fosfo)lipidii. Cilem této disertacni prace bylo prostudovat agregacni vlastnosti piirodni smési
fosfolipidu ziskané ze sojovych bobl (komeréné dostupnou pod nazvem Asolectin). Jiz diive
byly studovéany vlastnosti této smési ve vodném prostiedi. Agregacni koncentrace asolectinu
ve vodném prostfedi byly stanoveny elektrokapilarnim méfenim, cyklickou voltametrii a
nefelometricky. Vzniklé agregaty byly dale vizualné studovany elektronovym mikroskopem
[45,46]. Asolectin byl pouzit k vyvoji nové metody pfipravy liposomli bez pouziti
organickych rozpoustédel - spontanni revesikulaci. Tato metoda je zaloZena na postupné
titraci koncentrovaného vodného fosfolipidového roztoku do vodné faze, kde dochazi k
rozpadu jiz vzniklych agregatii a k jejich preuspotadani [47]. Proto je tato metoda pouzitelna
pouze pro fosfolipidy relativné rozpustné ve vodném prostiedi, coz jsou pfirodni lipidové
smesi rostlinného a zivocisného pluvodu (pfedevsSim ze soji a vajecného Zloutku). Metodou
GC/MS byl stanoven obsah mastnych kyselin a fosforu v této fosfolipidové smési [48], dale
byla tato metoda vyuzita pro stanoveni kritické liposomalni koncentrace asolectinu a

stanoveni rozdélovaciho koeficientu eugenolu v systému liposom-voda [49].

4.1. Priprava fosfolipidové vrstvy na povrchu elektrody ze skelného uhliku

Postup modifikace elektrody ze skelného uhliku byl ¢astecné prevzat z literatury [25],
avSak pro pouziti smési fosfolipidit bylo nutné tento postup pozmeénit. Zakladnim principem
pro vytvotfeni samoorganizované fosfolipidové vrstvy je naneseni roztoku fosfolipidii na Cisty
a suchy povrch GCE a ponoteni do roztoku soli, kde dojde k usporddani fosfolipidové vrstvy.
Bylo vSak nutné optimalizovat podminky tohoto procesu jako jsou koncentrace roztoku
fosfolipidi pro pokryvani, rozpoustédlo pro pfipravu tohoto roztoku, objem roztoku
nanasen¢ho na povrch elektrody, doba ponofeni do roztoku formujiciho vrstvu a pfediprava
povrchu samotné elektrody. Béhem optimalizace byl zménén vzdy pouze jeden parametr a
pritomnost fosfolipidové vrstvy byla vzdy prokézana zaznamem cyklického voltamogramu v
roztoku ferrokyanidu draselného o koncentraci 5 mmol 1" v prostfedi KCl o koncentraci
0,1 mol I"". Obrazek 1 ukazuje cyklické voltamogramy ferrokyanidu zaznamenané na isté

GCE a modifikované GCE (LMGCE). Na nepokryté elektrodé¢ jsou zfetelné reverzibilni piky




redoxniho péru Fe(CN)64'/ 3 zatimco na LMGCE nebyly zaznamenany zadné odezvy.
To je zptisobené tim, Ze fosfolipidova vrstva vytvaii ucinnou bariéru pro pfenos naboje mezi
elektrolytem a povrchem elektrody. Za jeji pfitomnosti se tak ionty hexakyanozeleznatanu
draselného nedostavaji az k povrchu elektrody, nedochdzi tak k jeho elektrochemické
pfeméné a proto nejsou zaznamenany zadné piky (obr. 1). Uplné potladeni signalu
ferrokyanidu znamena, ze fosfolipidova vrstva je kompaktni a pokryva cely povrch elektrody.
Po optimalizaci vSech parametri byla vyvinuta metoda pro pokryvéni elektrody ze skelné¢ho
uhliku fosfolipidovou vrstvou: Cista elektroda (GCE) byla vylesténa aluminou (0,05 um) a
vloZena do ultrazvukové 14zn€ na 1 min v deionizované vod¢. Povrch elektrody byl nasledné
upraven elektrochemicky v prostiedi chloridu sodného o koncentraci 9 g I vloZenim
potencidlu 1,5 V (vs. Ag|AgCl|3M-KCI) po dobu 3 min [25]. Poté byla elektroda vysusSena
proudem dusiku. Na povrch GCE bylo naneseno 5 pl roztoku asolectinu v hexanu (3 mg ml™)
a elektroda byla ihned ponofena do roztoku NaCl (9 g I'') na 30 minut. Nasledn& byla lipidem
modifikovana uhlikovéd elektroda (LMGCE) opatrné oplachnuta deionizovanou vodou a

pouzita k méteni.
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4.2. Tloustka fosfolipidové vrstvy

Pomoci mikroskopie atomdarnich sil (AFM) byly studovany vlastnosti pfipravené
fosfolipidové vrstvy na povrchu GCE - ptedevsim jeji kompaktnost a tloustka [50]. Méteni
AFM bylo provadéno ex-situ na raznych mistech povrchu elektrody. Nejdiive byl prométfen
povrch Cist¢ GC elektrody, kterd byla pied méfenim preciSténa aluminou a vlozenim do
ultrazvuku. AFM meéfeni na Cist¢ GCE ukézalo, ze povrch elektrody je relativné drsny s
mnoha ryhami, které mohly byt zpiisobené béhem vyroby elektrody a/nebo mechanickym
¢isténim jejiho povrchu (obr. 2A). Z profili a histograml porosity (obr. 2B) bylo dale

zjisSténo, ze drsnost povrchu elektrody je 3,3 £ 0,9 nm s ryhami hlubokymi kolem




5,4 = 1,3 nm. Jemné ryhy odpovidaji mechanickému lesténi povrchu elektrody aluminou, jak
jiz bylo uvedeno v literatufe [51].
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Obr. 2: AFM topografie ¢isté GCE (A) a jeji velikost tfidéni (B).

V ptipadé fosfolipidové vrstvy na povrchu uhlikové elektrody (LMGCE) bylo AFM
pouzito pro studium jeji kompaktnosti a k urceni jeji tloustky. Jak je vidét z AFM topografie
LMGCE a z profili na dist¢é a modifikované elektrodé (obr. 3), fosfolipidova vrstva

kompletné pokryva povrch elektrody a kopiruje tak jeji drsnost a ryhy.
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Obr. 3: AFM topografie LMGCE (A) a profily povrchu ¢isté a modifikované elektrody (B).

Tloustka vrstvy byla ziskana metodou "nanoshaving" [52,53], pfi které je pomoci AFM
sondy odstranén film z povrchu vzorku. Struktura filmu je nejdiive charakterizovana pomoci
tapping modu (obr. 4A), nasledné je pouzita vétsi sila k odstranéni filmu na vybrané plose

(500 nm x 500 nm) pomoci kontaktniho modu a prostor je znovu zmapovan pomoci tapping




modu (obr. 4B). Pokud neni substrat poSkozen pouzitou silou, hloubka odstranéné plochy se
rovna tloust’ce filmu [52].

Vyska fosfolipidové vrstvy pak byla ziskana z rozdilu obou profild pted a po odstranéni
fosfolipida (obr. 4C). Tloustka piipravené fosfolipidové vrstvy byla stanovena na
7,1 £ 1,2 nm (obr. 4C). Tato hodnota odpovida tloustce fosfolipidové vrstvy udavané pro
bézné bunéné membrany (5-10 nm v zavislosti na lipidovém slozeni zahrnujicim predevsim
stupenl nasyceni a délku uhlikového fetézce) [54]. Na nékterych mistech byla tloustka vrstvy
stanovena na 11,9 = 1,9 nm. To mize byt zplisobeno nerovhomérnym rozlozenim roztoku
fosfolipidu béhem piipravy vrstvy, coz vede k tvorbé tlustsi vrstvy nez odpovidad dvojvrstve.

Vysledky ziskané pomoci AFM potvrdily, Ze pfipravend fosfolipidova vrstva na
povrchu GCE je kompaktni a jeji tloustka odpovidd dvojvrstvé na vétSingé povrchu.

Ptipravena vrstva tedy ma charakter buné¢né membrany.
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Obr. 4: AFM topografie LMGCE (A) a LMGCE po nanoshavingu (B).
Profil LMGCE pfted a po nanoshaving (C).




4.3. Vlastnosti a obnoveni povrchu uhlikové elektrody

Pomoci rentgenové fotoelektronové spektroskopie (XPS) byl studovan vliv rGznych
typt elektrochemickych preduprav na vlastnosti povrchu GCE a jeho prvkové slozeni [50].
Byly pouzity tii typy prfedupravy povrchu GCE: (i) lesténi aluminou a €isténi v ultrazvukové
lazni (oznaCovany jako "lestény"), (ii) lesténi aluminou a anodické polarizace v roztoku NaCl
o koncentraci 9 g I pii potencialu 1,5 V (vs. AglAgCl3M-KCI) po dobu 3 minut
(oznacovany jako "anodizovany") a (iii) leSténi aluminou a katodicka polarizace v roztoku
HCI o konc. 0,1 mol I'" p#i potencidlu -1,5 V (vs. AglAgCl[3M-KCI) po dobu 3 minut
(oznacovany jako '"katodizovany"). Po tupravé povrchu byly -elektrody oplachnuty
deionizovanou vodou a vysuSeny proudem dusiku pfi laboratorni teploté. Hlavnim cilem
pouzivanych uprav povrchu GCE bylo ziskat Cisty, hladky a polarni povrch pro pfipravu
fosfolipidové vrstvy. V takovém piipadé jsou polarni skupiny fosfolipidovych molekul
(hlavicky) orientovany k povrchu elektrody a tak mohou vytvofit fosfolipidovou dvojvrstvu.
Procentualni zastoupeni jednotlivych prvki na povrchu GCE po riznych typech jeho upravy

je shrnuto v tabulce 1.

Tabulka 1: Procentualni prvkové zastoupeni na povrchu GCE po rtiznych typech Gpravy.

Piediprava Stény Anodizovany | Katodizovany

povrchu GCE [%] [%]

Cls 85.9 81.2 85.2
Ols 11.8 13.6 12.4
Nis 1.4 - 1.4
CI2p - 3.6 0.1
Al2p 0.7 0.9 0.6

Vysledky XPS ukazaly, ze kontaminace povrchu elektrody aluminou na vSech typech
vzorkil je zanedbatelna. Koncentrace hliniku ve formé Al,Os; (pik Al2p, BE = 74,6 eV)
na Cisté nemodifikované GCE neptesahla 1% (tab. 3).

Na vSech vzorcich vSak bylo nalezeno vyznamné mnozstvi kysliku. Piestoze celkova
koncentrace kysliku na lesténém, anodizovaném i katodizovaném povrchu byla srovnatelna,
na vzorcich upravenych anodizaci i1 katodizaci bylo pozorovano zvySeni koncentrace

sp> formy (C-O, BE = 532 eV) a sniZeni koncentrace sp* formy (C=0, BE = 533 eV) ve
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srovnani s mechanicky lesténym vzorkem. Nicméné tento jev nema ziejm¢e vyznamny vliv na
stabilitu fosfolipidové vrstvy.

Vyznamnéjsi je vyssi obsah organického chloru (pfiblizné 3,5 %) s vazebnou energii
200 eV [55], ktery byl nalezen na anodizované elektrodé, zatimco na ostatnich dvou
elektrodach byl obsah chloru pod mezi detekce (~ 0,1 %). To je jedind vyznamnd zména
v elementarnim sloZzeni, kterd nebyla pozorovana u zadné jiné upravy elektrody. Organicky
chlor je generovan na povrchu elektrody v pribéhu anodizace a pfispiva k vyssi stabilité
fosfolipidové vrstvy pravdépodobné diky vyssi polarizovatelnosti povrchu, ktery je bohaty na
atomy chloru ve srovnani s atomy kysliku. Z tohoto diivodu byla anodizace povrchu uhlikové
elektrody vybrana jako proces predupravy pred modifikaci GCE fosfolipidy, coz je také v
souladu s vysledky ziskanymi pfi optimalizaci procesu modifikace elektrody (kap. 5.2.).

Po modifikaci anodizované elektrody fosfolipidy bylo na jejim povrchu nalezeno
ptiblizn¢ 1,3 % fosforu ve formé fosforecnanu (BE ~ 133 eV). Tato hodnota odpovida
pfiblizné jedné poloviné obsahu fosforu v asolectinu, ktery byl stanovovan jiz diive [48].
Byl nalezen také chlor (ptfiblizné 2,3 %), nicméné v tomto piipadé se vyskytoval ve formée
chloridu kovu (BE ~ 198,5 eV), ktery pravdépodobné pochézel z roztoku NaCl, ktery se
pouziva béhem pfipravy fosfolipidové vrstvy. Nalezeny obsah sodnych ionth
(priblizné 1,6 %, BE ~ 1071 eV) potvrzuje tuto teorii.

Po méfeni modifikovanou elektrodou (LMGCE) je nutné ocistit a obnovit povrch
elektrody pro jeji dalsi pouziti. V ptipad¢ Cisténi jenom aluminou byly pozorovany vysoké
hodnoty slepych pokusii (pii méfeni zakladniho elektrolytu). Proto byly testovany tfi rizné
zpisoby Cisténi povrchu elektrody a z analyzy XPS bylo porovnano elementarni prvkové
sloZeni na kazdém povrchu.

Pro odstranéni fosfolipidové vrstvy a regeneraci povrchu elektrody byly testovany tfi
Cistici procesy oznacené (i), (iii)) a (iv), (kap. 4.3.6.). Lesteni LMGCE aluminou (i)
vykazovalo vyssi obsah hliniku (4 % jako oxid hlinity, BE = 74,6 eV, tab. 4), ktery vyznamn¢
pfevySuje hodnotu ziskanou na nemodifikované elektrodé (pfiblizn€é 1 %, tab. 3). Nasledné
elektrochemické precisténi v roztoku HCl v tomto piipadé nezvySilo cCistotu povrchu -
hodnoty byly srovnatelné s vysledky ziskanymi pouze lesténim elektrody (tabulka 4).
Ptitomnost fosfolipidové vrstvy se tak zda byt hlavni pfi¢inou akumulace hliniku, ktery byl
nasledné pouzit jako marker pro sledovani Cistoty povrchu. Proto bylo navrzeno efektivni
chemické ¢isténi zahrnujici pouziti nepolarniho rozpoustédla pro dikladné odstranéni zbytka
fosfolipidi a hliniku. Konecny proces cisténi LMGCE (iv) sestdva z lesSténi elektrody

aluminou, CiSténi v ultrazvukové lazni ve vodé€, vysuSeni elektrody a nésledné cisténi v
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hexanu, methanolu a vod¢ (vzdy 15 min. v ultrazvukové ldzni v kazdém rozpoustédle).
Po tomto C(isticim procesu nebylo na povrchu elektrody nalezeno zadné znecisténi
(viz tabulka 4). Tento zptsob regenerace povrchu uhlikové elektrody byl pouzivan po kazdém
méfeni LMGCE. V zikladnim elektrolytu pak nebyl detegovan Zadny analyt. Tento zplsob
¢isténi vyznamné piispél k tomu, Ze se podafilo dosdhnout nizkého detekcniho limitu pro

stanoveni paraquatu (viz dale).

Tabulka 2: Procentualni prvkové zastoupeni na povrchu GCE po riznych typech ¢isténi LMGCE.

Cisténi povrchu LeStény povrch Katodizovany Chemické ¢iSténi

LMGCE [%] povrch [%] [%]

Cls 76.0 74.6 86.8
Ols 17.2 18.7 10.2
Nls 1.5 1.1 1.2
CI2p 0.8 0.5 -
Al2p 4.0 4.2 .

4.4. Interakce fosfolipidové vrstvy s modelovym systémem

Jak jiz bylo popséno vysSe, fosfolipidova vrstva pfipravena na povrchu uhlikové
elektrody je schopna zabranovat pronikani hydrofilnich latek k povrchu elektrody
(napt. ferrokyanidu draselného) a blokuje tak jejich elektrochemickou pfeménu, zatimco
lipofilni latky jsou schopné pifes tuto membranu prochazet a tak se elektrochemicky
pfeménovat (napf. paraquat). Proto byl pfipraven modelovy systém jako smés obou typt latek
(hydrofilni a lipofilni) a bylo sledovano, zda je fosfolipidova vrstva schopna selektivné
detegovat lipofilni latku v roztoku i v pfitomnosti interferentu ve form¢ hydrofilni latky [56].

Nejdiive byla testovana smés ferrokyanid draselny, jako model elektroaktivni hydrofilni
latky, a paraquat, jako model lipofilniho elektroaktivniho pesticidu. Bylo vSak zjisténo,
ze tyto dvé latky spolu reaguji a vysledky pronikdni téchto latek pfes membranu jsou pak
zkreslené. Proto byl jako model hydrofilni latky zvolen siran méd’naty. Méd’naté slouceniny
se také Casto pouzivaji jako slozka pti ptipravé pesticidnich prostfedkt. V duasledku toho,
ze pro dalsi méfeni byl pouzivan roztok siranu méd’natého, byl jako zakladni elektrolyt pouzit
siran sodny (0,01 mol I'") a pH roztoku bylo upravovano na hodnotu 5, nebot pii vyssich

hodnotach pH dochazelo ke srazeni méd’natych iontt.
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Nejdiive byly zaznamenany cyklické voltamogramy kazdé latky zvlast na GCE i
LMGCE. Cyklické voltamogramy siranu méd’natého byly ziskany v koncentra¢nim rozsahu
od 0,1 do 1 mmol Ity potencidlovém rozsahu od 0,5 do -1,3 V v prostiedi siranu sodného
o pH 5. Paraquat jako model lipofilni latky byl studovan za stejnych podminek jako CuSO,.
Analyzy obou latek ukézaly, ze piky téchto slouCenin se nepiekryvaji, jsou dostatecné
rozliSené a mohou tedy byt pouzity jako modelova smés hydrofilni a lipofilni znacky pro dalsi
vyzkum.

Selektivita fosfolipidy modifikované elektrody byla studovana v roztoku siranu sodné¢ho
o koncentraci 0,01 mol I'' (pH 5) v zavislosti na koncentraci obou latek v roztoku. Cyklické
voltamogramy byly nejdiive zaznamenany v roztoku 0,5 mmol "' paraquatu s pridavky siranu
mé&d’natého v koncentraénim rozsahu od 0,1 do 1 mmol I'". Zarovei bylo do roztoku
piidavano vypocitané mnozstvi paraquatu tak, aby byla jeho koncentrace udrzovana stale na
hodnot& 0,5 mmol 1"'. Obdobné& byly ziskany cyklické voltamogramy v roztoku 0,5 mmol 1'!
siranu méd'natého pii riznych koncentracich paraquatu v rozmezi od 0,1 do 1 mmol I,
Obrazek 5A ukazuje cyklické voltamogramy ziskané v ekvimoldrni smési paraquatu a siranu
méd'natého (0,5 mmol 1) na GCE a LMGCE. Na fosfolipidy modifikované elektrod byl
zaznamenan vyznamny pokles signédlu siranu méd'natého (o 80 %), zatimco signal paraquatu
zustal stejny. Tento fakt dokazuje, ze médnaté ionty nejsou schopné pronikat pies
fosfolipidovou vrstvu a tak nemohou byt elektrochemicky redukovany na povrchu uhlikové
elektrody, jestlize je vrstva kompaktni a pokryva cely elektrodovy povrch. Na druhé strané,
lipofilngjsi paraquat pronikd do fosfolipidové vrstvy a difunduje ji az k povrchu elektrody,
kde dochazi k jeho elektrochemické reakci. LMGCE je tak schopna selektivné detegovat
lipofilni latky a to i v pfitomnosti interferentu ve form¢ hydrofilni latky. Nasledné byl
piipraven roztok, ve kterém byla dvojnasobna koncentrace CuSO4 ve srovnani s koncentraci
paraquatu. Cyklické voltamogramy ziskané pii dvojnasobné koncentraci médnatych ionta
(1 mmol I'") na ¢&isté a modifikované elektrodé jsou na obrazku 5B. I v tomto piipadé doslo k
vyraznému poklesu piku odpovidajiciho méd’natym iontim na LMGCE, zatimco odezva
paraquatu zlistava stale stejnd na obou elektroddich. LMGCE je tak schopna selektivné
detegovat paraquat i v pfitomnosti nadbytku hydrofilni latky.

Pro kvantitativni vyhodnoceni byl vybran katodicky pik siranu médnatého pfi
potencialu -0,1 V a prvni katodicky pik paraquatu pfi potencidlu -0,7 V, které vykazuji
linedrni narGst s koncentraci v S$irSim koncentracnim rozsahu. Z obrazku 6 je vidét,
ze koncentrace siranu médnatého v roztoku ma jen maly vliv na plochu piku paraquatu.

Maly pokles piku paraquatu na ¢ist¢ GCE pii vyssi koncentraci méd’natych ionti v roztoku
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muze byt zpiisoben tim, Ze méd’naté ionty se na povrchu elektrody redukuji na kovovou meéd’

a tim omezuji prostor pro difusi a elektrochemickou pfeménu paraquatu. Na modifikované

GCE mizeme sledovat mirné zvySeni plochy piku paraquatu s rostouci koncentraci

médnatych ionth v roztoku. Paraquat difunduje pies fosfolipidovou vrstvu k povrchu

elektrody. Produkty jeho elektrochemické pfemény nemohou zcela difundovat zpét do

roztoku a akumuluji se v lipidové vrstvé. Proto vzriustd signél pii dalSim méfeni (obr. 6).

Me¢teni zavislosti vysky piku na rychlosti scanu bylo zji§téno, ze je tento proces fizeny difusi.
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Obr. 5: Cyklické voltamogramy smési 0,5 mmol "' paraquatu a: (A) 0,5 mmol I'' CuSOy;
(B) 1 mmol I'" CuSO, v prostiedi 0,01 mol I"' Na,SO,, pH 5; rychlost scanu 50 mV s™,
referentni elektroda Ag|AgCl|3M-KCI.
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Obr. 6: Zavislost plochy piku paraquatu (0,5 mmol ") na koncentraci CuSOy v roztoku

na ¢isté a modifikované GCE a zavislost plochy piku CuSO, na jeho koncentraci v roztoku na ¢isté a

modifikované GCE.

Obrazek 6 ukazuje velké rozdily mezi odezvami médnatych iontl pfi rtznych

koncentracich siranu méd’natého v roztoku na Cisté a modifikované elektrod¢. Tyto vysledky

potvrzuji, Ze méd’naté ionty nejsou schopny pronikat ptes fosfolipidovou vrstvu na rozdil od

paraquatu, ktery pies membranu pronika. Vysledky také koresponduji se smérnicemi
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kalibrac¢nich zavislosti paraquatu a siranu méd’natého ziskanymi na obou typech elektrod
(tabulka 3).

Kalibra¢ni zavislosti paraquatu a siranu médnatého byly studovany na cisté
i fosfolipidy modifikované GCE pro kazdou latku zvlast v prosttedi Na,SOy4 (0,01 mol 17).
V tabulce 3 jsou uvedeny hodnoty smérnic téchto kalibracnich zavislosti a jejich smérodatné
odchylky. Je-li smérnice kalibracni zéavislosti mirou citlivosti méficiho systému [57],
je mozné odvodit, Ze citlivost LMGCE vi¢i méd’natym iontlim je 12,5 krat niz8i ve srovnéni s
¢istou GCE pii zachovani citlivosti vici paraquatu. Tyto vysledky ukazuji ze fosfolipidova
vrstva na povrchu uhlikové elektrody ma vyrazny vliv na jeji selektivitu.

Stabilita fosfolipidové vrstvy na povrchu uhlikové elektrody byla testovana cyklickou
voltametrii s pouzitim ferrokyanidu draselného jako elektroaktivni znacky. Vrstva byla
dostatecné stabilni nejméné 10 po sob¢ nésledujicich méfenich (pH 7) pokud byla chranéna

pied extrémné silnym proudem kapaliny a pokud byla ponofena v méfeném roztoku.

Tabulka 3: Smérnice kalibracnich zavislosti a jejich smérodatné odchylky ziskané na GCE

a LMGCE pro paraquat a siran méd'naty.

Smérnice kalibrac¢ni zavislosti

(mA V1 mol'l)

LMGCE
5,0 £0,5 0,4+0,3

1,4+0,1 1,6 0,2

4.5. Vliv paraquatu na stabilitu fosfolipidove vrstvy

Ptedchozimi experimenty bylo prokazano, ze paraquat je schopen pronikat pies
fosfolipidovou vrstvu k povrchu elektrody, kde tak muze probihat jeho elektrochemicka
pieména a zaroven ze je schopen se v této vrstvé akumulovat. Jelikoz jsou znamé studie,
kde naptiklad peptidy narusuji strukturu bunécné membrany [24,58], bylo testovano,
zda paraquat nema podobné t€inky na lipidovou membranu.

Stabilita vrstvy byla sledovana pomoci CV a EIS v roztoku paraquatu o koncentraci
1 a 0,4 umol I'". LMGCE byla ponofena do roztoku paraquatu na urditou dobu, poté
oplachnuta deionizovanou vodou a byl zaznamenan CV v prostiedi 5 mmol "' K4[Fe(CN)4]

a nasledné impedanéni spektra v prosttedi 5 mmol 1" Fe(CN)s'* (1:1) obsahujici
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Proud (pA)

0,1 mol I'' KCl. Mé&feni bylo provadéno v casech 0, 15, 30, 45, 60, 120 a 240 min,
déle po 17 a 24 hodinach.

Na obrazku 7 jsou cyklické voltamogramy ziskané pii méteni v roztoku paraquatu o
koncentraci 1 pmol I" v &asech 0, 15, 60 minut a 24 hodin. Cas 0 min byl zaznamenén ihned
po pokryti elektrody, aniz by byla elektroda ponofena do roztoku paraquatu. Jak je ziejmé z
obrazku, po pokryti elektrody nebyly zaznamenany zadné odezvy ferrokyanidu, coz souvisi s
uplnym pokrytim povrchu elektrody. Ani po 24 hodinach, kdy byla LMGCE ponotena do
roztoku paraquatu, nebyly zaznamendny zadné signaly ferrokyanidu, coZz znamena,
ze fosfolipidova vrstva neni narusovana a je stabilni po celou tuto dobu.

Gl W

40.] —LMGCE 0 min Obr. 7: Cyklické voltamogramy 5 mmol 1’
1——LMGCE 15 min
- LMGCE 60 min

| —— LMGCE 24 hod
20

ferrokyanidu draselného zaznamenané na Cisté GCE

a na LMGCE po ponofeni do roztoku paraquatu

Lol (1 pmol Iy v zavislosti na &ase; rychlost scanu

] 50 mV s™, referentni elektroda Ag|AgCl[3M-KCI.
.10

-20 4

-30 T T T T T T 1
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Rwrstva Relda

Obr. 8: Ekvivalentni obvod pro vyhodnoceni EIS.

Crrstva Celda

Tyto vysledky potvrzuji 1 data ziskana meéfenim EIS za stejnych podminek.
Data byla vyhodnocena v softwaru Nova a to prolozenim parametry ekvivalentniho obvodu,
ktery je na obrazku 8, kde Rs je odpor roztoku, Rvrstva je odpor fosfolipidové vrstvy, Cvrstva je
kapacita fosfolipidové vrstvy, Relda je odpor elektrody a Celda je kapacita elektrody.

Vysledné Nyquistovy grafy v ¢asech 0, 15, 60 minut a 24 hodin jsou na obrazku 9.
Cerstva vrstva LMGCE vykazuje hodnoty realné slozky impedance piiblizné 9,5 kQ.
Na obréazku 9 je vidét, Ze po 15 minutach dojde ke zméné€ odporu fosfolipidové vrstvy, kdy se
hodnota impedance snizi na pfiblizné¢ 6 k€, avSak elektroda zistava stale pokryta.
Lze ptedpokladat (podobné jak bylo jiz uvedeno vyse), ze dikation paraquatu se inkorporuje
do relativné fluidni fosfolipidové vrstvy a mize pfispét k poklesu impedance jak zvySenim

koncentrace nabitych ¢astic uvnitt vrstvy, tak stlacenim fosfolipidové vrstvy plisobenim
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coulombickych sil. Pokud je elektroda v roztoku paraquatu ponotena déle (60 min a 24 hod),
frekvencni charakteristika zlstavd téméf stejnd, bez vyznamnych zmén, nebot dojde k
ustaveni rovnovahy, kdy se impedance jiz dale neméni. Tyto vysledky ukazuji, ze vrstva je
stabilni po dobu minimalné 24 hodin i v pfitomnosti paraquatu.

Stejny postup méfeni byl také pouZit pro niz$i koncentraci paraquatu (0,4 pmol 1) se

stejnymi vysledky, pouze k ustalovani rovnovahy dochazi pomaleji.

5000 +

ol Obr. 9: Frekvenc¢ni charakteristika (Nyquistiv
@ 60 min .
40001 & 24 hod * g graf) pro LMGCE v roztoku
3000 4 » & 1 pmol I'' paraquatu v zavislosti na &ase; EIS
L]
% mo_’ .:_- e X » méfeno v prostfedi 5 mmol 1! Fe(CN)s*™*
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. f 18 rozsah 50 kHz az 0,1 Hz, potencial 0,22 V.
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4.6. Stanoveni paraquatu - elektrochemicky sensor

Fosfolipidova vrstva na povrchu uhlikové elektrody zvysSuje selektivitu k lipofilnim
latkdm a je schopna tyto latky zadrzovat (akumulovat). Proto byla LMGCE pouzita jako
elektrochemicky sensor pro stanoveni paraquatu ve vodé pomoci square wave voltametrie
jako pokrocilého nastroje pro ziskavani analytického signalu ze sensoru [50].

Vysoka citlivost SW metody byla kombinovana s efektivni akumulaci paraquatu do
fosfolipidové vrstvy. Byl zvolen ¢as akumulace 10 minut (jak je uvedeno vyse) pro citlivé a
reprodukovatelné stanoveni paraquatu. Kalibraéni zavislosti byly méfeny v koncentracnim
rozsahu od 0,05 do 0,60 pmol 1" a byly srovnavany s hodnotami ziskanymi na &isté GCE
(obr. 10). Zatimco LMGCE je schopna detegovat paraquat v celém koncentratnim rozsahu,
LMGCE vykazuje vyznamné vyss$i hodnoty smérnice kalibracni zavislosti udavajici tfikrat
vy$si citlivost ve srovnani s &istou GCE (hodnoty -9,45 a/nebo -3,11 pA L pmol™).
Navic LMGCE vykazuje lepsi linearitu kalibra¢ni zavislosti, coz je ziejmé ve srovnani s
nemodifikovanou GCE, kde jsou vidét vyslovené nelinearni deformace v blizkosti meze

detekce na Cisté GCE (obr. 10).
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Obr. 10: Kalibra¢ni zavislost paraquatu

ziskana na ¢isté a modifikované GCE.
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Vysoka citlivost SWV v kombinaci s efektivni akumulaci paraquatu do fosfolipidové
vrstvy umoznila dosazeni meze detekce 2,2 nmol 1'1, ktera byla ziskdna z kalibracni zavislosti.
Tato hodnota je vyznamné niz$i ve srovnani s vétSinou béznych typl pevnych elektrod
a jejich modifikaci [43,44,59-65] s vyjimkou relativné drahé borem dopované diamantové
elektrody (BDDE), na kter¢é byly dosazeny srovnatelné meze  detekce
v nanomolarni Grovni, jako napfiklad 1,5 nmol I"' [66] nebo 70 nmol 1" [67], které byly
publikovany.

Méfenim adsorpéni rozpoustéci diferencné pulzni voltametrie s uhlikovou pastovou
elektrodou modifikovanou (CPE) asolectinem bylo zjisténo, ze modifikovana elektroda je
citlivéjsi pro stanoveni paraquatu ve vodé ve srovnani s Cistou CPE. Meze detekce byly
stanoveny na 0,8 pmol I pro CPE a 0,2 pmol I'' pro modifikovanou CPE. Zlepseni meze
detekce na LMCPE pro paraquat souhlasi s jiz diive ziskanymi daty pro riizna léciva a
farmaceuticky vyznamné latky [27,68,69]. Nicméné pouziti LMGCE s kombinaci akumulace
paraquatu do fosfolipidové vrstvy vykazuje mnohem niz$i meze detekce.

Dale byla testovana vytéznost analytického procesu zalozeného na SW voltametrii
s LMGCE v modelovém vzorku obsahujicim paraquat. Byly pfipraveny vzorky
s koncentracemi paraquatu 0,1; 0,2 a 0,4 pmol 1'1, vloZzena modifikovana elektroda a po
akumulaci 10 minut byl zaznamenan SWV. V tabulce 4 jsou uvedené koncentrace nalezené
v modelovém vzorku s hodnotami smérodatnych odchylek a také vytéznosti tohoto procesu.
Uvedené hodnoty ukazuji na vysokou efektivnost analytického procesu s vytéznosti

88 -92 %.
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Tabulka 4: Koncentrace paraquatu nalezené ve vzorcich deionizované vody s jejich smérodatnymi

odchylkami, respektive vytéznostmi.

Vzorky deionizované vody

Piidané mnoZstvi Nalezené mnoZstvi VytéZnost

(umol I'") (umol I'") (%)

Cely analyticky proces byl testovan také na redlném vzorku fi¢ni vody, ktery byl

odebran z feky Moravy. Reka protéka otevienou krajinou, kterd je ve velké mife vyuzivana
pro zemédélskou a primyslovou produkci. Vzorek byl nejdiive zfiltrovan ptes filtr Whatman
(velikost pérd 1 um), po pridavku paraquatu na vyslednou koncentraci 0,1 pmol 1" byl
homogenizovan a analyzovan pomoci SWV s LMGCE. Nalezené koncentrace v tomto vzorku
byla 0,071 + 0,010 pmol I"'. Vyznamné nizsi vytéznost (71 % v porovnani s 88 % ve vzorku
deionizované vody) muze byt z velké Casti pfipsana adsorpci paraquatu na pevnych ¢i
koloidnich ¢asticich v redlném vzorku, coz ma neptiznivy vliv na vysledky bez ohledu na
pouzitou analytickou metodu. DPV na visici rtutové kapkové elektrodé a HPLC s UV detekei
byly vybrany jako referen¢ni metody pro stanoveni paraquatu ve vzorku vody. Zatimco DPV
poskytuje vysledky 0,061 + 0,008 pmol "' bez pouziti prekoncentrace, pro analyzu pomoci
HPLC bylo nutné vzorek vody nejdiive stokrat zakoncentrovat pomoci lyofilizace.
Koncentrace paraquatu nalezend ve vzorku vody po lyofilizaci pomoci HPLC byla
0,050 + 0,010 pumol 1. Vysledky viech tfi metod mohou byt povaZovany za vzijemné
srovnatelné v ramci experimentalni chyby. Nicméné, SWV s LMGCE poskytla nejlepsi
sttedni hodnotu ze vSech vytéznosti v realném vzorku vody. Tato skuteCnost ukazuje na
znatelnou spolehlivost vyvinuté metody a otevird cestu k mnoha dal§im analytickych

aplikacim.
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5. ZAVER

Predlozena disertacni prace je veénovana studiu agregacnich vlastnosti pfirodni
fosfolipidové smési ze sojovych bobii (Asolectinu), pfedev§im na pevném povrchu.
Tento vyzkum navazuje na predchozi studium vlastnosti asolectinu ve vodném prostiedi a na
jeho pouZiti pti vyvoji nové metody piipravy liposomi bez pouziti organickych rozpoustédel
[47,46].

Nejdiive byl asolectin pouzit jako modifikator uhlikové pastové elektrody a takto
pfipravena elektroda byla pouzita pro stanoveni pesticidu paraquatu ve vodé. Bylo zjiSténo,
ze modifikovana elektroda je citlivéj§i pii stanoveni tohoto pesticidu. Tato vlastnost
asolectinu byla dale vyuzita pro modifikaci elektrody ze skelného uhliku s cilem pfipravit na
elektrod¢€ vrstvu s vlastnostmi biomimetické membrany.

Vlastnosti asolectinové membrany byly studovany pomoci cyklické voltametrie
a elektrochemické impedancni spektroskopie a bylo zjiSténo, Ze navrzenou metodou
pokryvani vznika na povrchu elektrody kompaktni fosfolipidova vrstva, ktera pokryva cely
povrch elektrody. Tloustka vrstvy byla uréena mikroskopii atomarnich sil a ¢ini 7,1 + 1,2 nm,
coz odpovida tloustce fosfolipidové dvojvrstvy v bunénych membranach. DalSimi
experimenty bylo zjiSténo, ze pripravena vrstva je stabilni nejméné 24 hodin a nedochazi
k jejimu naruSovani ani vlivem paraquatu. Byla rovnéz vyvinuta metoda pro odstranéni
lipidové vrstvy a obnoveni &istého povrchu elektrody. Uginnost mechanického ¢&isténi v
kombinaci s chemickym ¢isténim plisobenim hexanu, methanolu a vody v ultrazvukové lazni
byla kontrolovana rentgenovou fotoelektronovou spektroskopii.

Modifikovand elektroda byla vyuzita pro studium interakci lipidové membrany
s riznymi typy latek (ferokyanidové ionty, méd’naté ionty, paraquat). Lipidova membrana
vykazuje selektivni propustnost pro lipofilni latky a umoziluje akumulaci paraquatu a
produkti jeho elektrochemické piremény. Téchto vlastnosti bylo vyuzito pro vytvoteni
elektrochemického sensoru, ktery s vyuzitim square wave voltametrie umoznil stanoveni
paraquatu s detek&nim limitem 2,2 nmol I". Vyvinuty sensor byl vyuzit pro stanoveni
paraquatu ve vzorku fi¢ni vody. Square wave voltametrie s nové vyvinutym sensorem,
diferencné¢ pulzni voltametrie s visici rtutovou kapkovou elektrodou a vysokoucinna

kapalinova chromatografie poskytly vytéznosti 71, 61 a 50 %.

20



6. LITERATURA

10.

I11.

12.

13.

14.

Holmberg K., Jonsson B., Kronberg B., Lindman B.: Surfactants and Polymers in
Aqueous Solution. John Wiley & Sons, Chichester 2003.

Sessa G., Weissman G., Phospholipid spherules (liposomes) as a model for biological
membranes, J. Lipid Res. 9 (1968) 310-318.

Guidelli R., Bioelectrochemistry of biomembranes and biomimetic membranes, John
Wiley & Sons, Inc., Hoboken, New Jersey, 2017.

Gunstone F.D., Phospholipid technology and applications, Woodhead Publishing
Limited, UK, 2008.

Winterhalter M., Black lipid membranes, Curr. Opin. Colloid In. 5 (2000) 250-255.
Tamm L. K., McConnell H. M., Supported phospholipid bilayers, Biophys. J. 47
(1985) 105-113.

Silin V. 1., Wieder H., Woodward J. T., Valincius G., Offenhausser A., Plant A.
L., The role of surface free energy on the formation of hybrid bilayer membranes, J.
Am. Chem. Soc. 124 (2002) 14676-14683.

McCabe I.P., Forstner M.B., Polymer supported lipid bilayers, Open Journal of
Biophysics 3 (2013) 59-69.

Reimhult E., Kumar K., Membrane biosensor platforms using nano- and microporous
supports, Trends Biotechnol. 26 (2008) 82-89.

Koper 1., Insulating tethered bilayer lipid membranes to study membrane proteins,
Mol. BioSyst. 3 (2007) 651-657.

Tien H. T., Salamon Z., Formation of self-assembled lipid bilayers on solid
substrates, Bioelectroch. Bioener. 22 (1989) 211-218.

Franzen U., Ostergaard J., Physico-chemical characterization of liposomes and drug
substance-liposome interactions in pharmaceutics using capillary electrophoresis and
electrokinetic chromatography, J. Chromatogr. A 1267 (2012) 32-44.

Spangenberg T., De Mello N. F., Creczynski-Pasa T. B., Pasa A. A., Niehus H., AFM
in-situ characterization of supported phospholipid layers formed by solution spreading,
Phys. Stat. Sol. 201 (2004) 857-860.

Doménech O., Merino-Montero S., Montero M. T., Hernandez-Borrell J., Surface
planar bilayers of phospholipids used in protein membrane reconstitution: An atomic

force microscopy study, Colloid. Surface B 47 (2006) 102-106.

21



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Garcia-Manyes S., Oncis G., Sanz F., Effect of pH and ionic strength on phospholipid
nanomechanics and on deposition process onto hydrophilic surfaces measured by
AFM, Electrochim. Acta 51 (2006) 5029-5036.

Nussio M. R., Voelcker N. H., Sykes M. J., Mclnnes S.J.P., Gibson Ch.T., Lowe R.D.,
Miners J. O., Shapter J. G., Lateral heterogeneities in supported bilayers from pure and
mixed phosphatidylethanolamine demontrating hydrogen bonding capacity,
Biointerphases 3 (2008) 96-104.

Berquand A., Mingeot-Leclercq M.-P., Dufrene Y. F., Real-time imaging of drug-
membrane interactions by atomic force microscopy, Biochim. Biophys. Acta 1664
(2004) 198-205.

Nussio M. R., Voelcker N. H., Miners J. O., Lewis B. C., Sykes M. J., Shapter J. G.,
AFM study of the interaction of cytochrome P450 2C9 with phospholipid bilayers,
Chem. Phys. Lipids 163 (2010) 182-189.

Weronski K. J., Diez-Pérez 1., Busquets M. A., Lopez-Iglesias C., Girona V., Prat J.,
Interaction of lipidated GBV-C/HGV NS3 (513-522) and (505-514) peptides with
phospholipids monolayer. An AFM study, Colloid Surface B 75 (2010) 25-33.

Asaka K., Tien H. T., Ottova A., Voltammetric study of charge transfer across
supported bilayer lipid membranes (s-BLMs), J. Biochem. Biophys. Methods 40
(1999) 27-37.

Gu L., Wang L., Xun J., Ottova-Leitmannova A., Tien H. T., A new method for the
determination of electrical properties of supported bilayyer lipid membranes by cyclic
voltammetry, Bioelectroch. Bioener. 39 (1996) 275-283.

Naumowicz M., Petelska A. D., Figaszewski Z. A., Impedance analysis of
phosphatidylcholine-cholesterol system in bilayer lipid membranes, Electrochim. Acta
50 (2005) 2155-2161.

Liu X., Huang W., Wang E., An electrochemical study on the interaction of surfactin
with a supported bilayer lipid membrane on a glassy carbon electrode, J. Electroanal.
Chem. 577 (2005) 349-354.

Huang W., Zhang Z., Han X., Wang J., Tang J., Dong S., Wang E., Concentration-
dependent behavior of nisin interaction with supported bilayer lipid membrane,
Biophys. Chem. 99 (2002) 271-279.

Du L., Liu X., Huang W., Wang E., A study on the interaction between ibuprofen and
bilayer lipid membrane, Electrochim. Acta 51 (2006) 5754-5760.

22



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Huang W., Zhang Z., Han X., Tang J., Wang J., Dong S., Wang E., Ion channel
behavior of amphotericin B in sterol-free and cholesterol- or ergosterol-containing
supported phosphatidylcholine bilayer model membranes investigated by
electrochemistry and spectroscopy, Biophys. J. 83 (2002) 3245-3255.

Khodari M., Kauffmann J. M., Patriarche G. J., Ghandour M. A., Preconcentration and
determination of promethazine at lipid-modified carbon paste electrode, Electroanal. 1
(1989) 501-505.

Kauffmann J. M., Chastel O., Quarin G., Patriarche G. J., Electrochemical behaviour
of drugs at lipid modified carbon paste electrode, Bioelectrochem. Bioenerg. 23 (1990)
167-175.

Rehik M., Snejdarkova M., Otto M., Application of biotin-streptavidin technology in
developing a xanthine biosensor based on a self-assembled phospholipid membrane,
Biosens. Bioelectron. 9 (1994) 337-341.

Snejdarkova M., Rehak M., Otto M., Design of a gluscose minisensor based on
streptavidin glucose-oxidase complex coupling with self-assembled biotinylated
phospholipid membrane on solid support, Anal. Chem. 65 (1993) 665-668.

Nikoleli G.-P., Nikolelis D. P., Mathenitis C., Construction of a simple optical sensor
based on air stable lipid film with incorporated urease for the rapid detection of urea in
milk, Anal. Chim. Acta 675 (2010) 58-63.

Siontorou C. G., Nikolelis D. P., Krull U. J., A carbon dioxide biosensor based on
hemoglobin incorporated in metal supported bilayer lipid membranes (BLMs):
Investigations for enhancement of response characteristics by using platelet-activating
factor, Electroanal. 9 (1997) 1043-1048.

Chastel O., Kauffmann J.-M., Patriarche G. J., Christian G. D., Hydrophobic stripping
voltammetry using a lipid-modified glassy carbon electrode, Anal. Chem. 61 (1989)
170-173.

Grube A., Donaldson D., Kiely T., Wu L.: Pesticides Industry Sales and Usage, U. S.
EPA, Washington (2011).

Fernandez M., Ibdnez M., Pico Y., Manes J., Spatial and temporal trends of paraquat,
diquat and difenzoquat contamination in water from marsh areas of the Valencial
community (Spain), Arch. Environ. Contam. Toxicol. 35 (1998) 377-384.

Roberts T.R. (Eds.): Metabolic Pathways of Agrochemicals, Part 1: Herbicides and
Plant Growth Regulators, The Royal Society of Chemistry, Cambridge, 1198, pp. 163.
Court of first instance in Case T-229/04 Sweden 2007.

23



38.

39.

40.

41.

42.
43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Sorolla II M. G., Dalida M. L., Khemthong P., Grisdanurak N., Photocatalytic
degradation of paraquat using nano-sized Cu-TiO2/SBA-15 under UV and visible
light, J. Environ. Sci. 24 (2012) 1125-1132.

El Mhammedi M.A., Bakasse M., Chtaini A., Electrochemical studies and square
wave voltammetry of paraquat at natural phosphate modified carbon paste electrode,
J. Hazard. Mater. 145 (2007) 1-7.

Bacigalupo M. A., Meroni G., Mirasoli M., Parisi D., Longhi R., Ultrasensitive
quantitative determination of paraquat: Application to river, ground and drinking
water analysis in an agricultural area, J. Agr. Food Chem. 53 (2005) 216-219.

El Harmoudi H., Achak M., Farahi A., Lahrich S., El Gaini L., Abdennouri M.,
Bouzidi A., Bakasse M., El Mhammedi M. A., Sensitive determination of paraquat by
square wave anodic stripping voltammetry with chitin modified carbon paste
electrode, Talanta 115 (2013) 172-177.

Commission TE (2011) Commission Regulation (EU) No 520/2011.520/2011.

Dos Santos L. B. O., Infante C. M. C., Masini J. C., Development of a sequential
injection-square wave voltammetry method for determination of paraquat in water
samples employing the hanging mercury drop electrode, Anal. Bioanal. Chem. 396
(2010) 1897-1903.

Da Silva O. B., Machado S. A. S., Evaluation of the detection and quantification limits
in electroanalysis using two popular methods: application in the case study of paraquat
determination, Anal. Methods 4 (2012) 2348.

Souckova J., Studium liposomt fyzikdlné-chemickymi metodami, disertacni prace,
Olomouc (2011).

Souc¢kova J., Skopalova J., Svecova H., Bartak P., Fused-silica capillary dropping
mercury electrode for electrocapillary measurements, Electroanal. 25 (2013) 174-178.
Megova M., Miiller L., Bartdk P., Spontaneous revesiculation - new method for the
preparation of liposomes, Chemica 47 (2007) 1-7.

Souckova J., Plackova L., Skopalova J., Baizova P., Cép L., Bartak P., On GC/MS in
phospholipid research I: Determination of fatty acid profile and phosphorus content,
Acta Univ. Palacki Olomouc, Fac. Rerum Natur. Chemica 48 (2011) 1-7.

Souckova J., Skopalové J., Svecova H., Cap L., Bednéf P., Bartak P., On GC/MS in
phospholipid research II: Investigation of liposome formation and liposome-water
partitioning, Acta Univ. Palacki Olomouc, Fac. Rerum Natur. Chemica 48 (2011) 8-
13.

24



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Tomkova H., Sokolova R., Opletal T., Kucerova P., Kucera L., Souckova J.,
Skopalova J., Bartak P., Electrochemical sensor based on phospholipid modified
glassy carbon electrode - determination of paraquat, ¢lanek v tisku.

Riquelme M. A., Lucero M. A., Villagran M., Arevalo M. C., Hernandez-Creus A.,
Velez J. H., Aguirre M. J., Arce R., Ramirez G., Glassy carbon modified electrode:
polymer and supramolecular assembly of Co(Il)-[Tetra(O-aminophenyl)porphyrin]
new material for electrocatalytic assays, Int. J. Electrochem. Sci. 7 (2012) 9738-9747.
Kalivogka V., Gal M., Lachmanova S., Janda P., Sokolova R., Hromadova M.,
Nanoshaving of bovine serum albumin films adsorbed on monocrystalline surfaces
and interfaces, Collect. Czech. Chem. Commun. 76 (2011) 1075-1087.

Bulickova J., Sokolova R., Adsorption of 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phoshocholine
on Au (111) and HOPG, in: XXXIII. Modern Electrochemical Methods, Best servis
Usti n. L., 2013, pp 29-31.

Mitra K., Ubarretxena-Belandia 1., Taguchi T., Warren G., Engelman D. M.,
Modulation of the bilayer thickness of exocytic pathway membranes by membrane
proteins rather than cholesterol, PNAS 101 (2004) 4083-4088.

Babai-Cline M., Wightman J. P., Surface analysis and peel strength of aged, oxygen-
plasma-modified unplasticized poly(vinyl chloride) films, Int. J. Adhesion and
Adhesives 15 (1995) 185-190.

Svecova H., Souckova J., Pyszkova M., Svitkova J., Labuda J., Skopalova J., Bartak
P., Phospholipid improve selectivity and sensitivity of carbon electrodes:
Determination of pesticide Paraquat, Eur. J. Lipid Sci. Technol. 116 (2014) 1247-
1255.

International Vocabulary of Metrology - Basic and General Concepts and Associated
Terms (VIM), 3rd Edn., 2008, version with minor corrections, JCGM 200:2012 (E/F),
<http://www.bipm.org/en/publications/guides/vim.htmI>.

Juhaniewicz J., Sek S., Atomic force microscopy and electrochemical studies of
melittin action on lipid bilayers supported on gold electrodes, Electrochim. Acta 162
(2015) 53-61.

Lopes I. C., Souza D. D., Machado S. A. S., Tanaka A. A., Voltammetric detection of
paraquat pesticide on a phtalocynine-based pyrolitic graphite electrode, Anal. Bioanal.
Chem. 388 (2007) 1907-1914.

Garcia L. L. C., Figueiredo-Filho L. C. S., Oliveira G. G., Fatibello-Filho O., Banks

C. E., Square-wave voltammetric determination of paraquat using a glassy carbon

25



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

electrode  modified  with  multiwalled carbon  nanotubes  within a
dihexadecylhydrogenphosphate (DHP) film, Sensor Actuat. B-Chem 181 (2013) 306-
311.

Walcarius A., Lamberts L., Square wave voltammetric determination of paraquat and
diquat in aqueous solution, J. Electroanal. Chem. 406 (1996) 59-68.

Ribeiro J. A., Carreira C. A., Lee H. J., Silva F., Martins A., Pereira C. M.,
Voltammetric determination of paraquat at DNA-gold nanoparticles composite
electrodes, Electrochim. Acta 55 (2010) 7892-7896.

El Mhammedi M. A., Achak M., Bakasse M., Bachirat R., Chtaini A., Accumulation
and trace measurement of paraquat at kaolin-modified carbon paste electrode, Mat.
Sci. Eng. C 30 (2010) 833-838.

De Figueiredo-Filho L. C. S., Dos Santos V. B., Janegitz B. C., Guerreiro T. B.,
Fatibello O., Faria R. C., Marcolino L. H., Differential pulse voltammetric
determination of paraquat using a bismuth-film electrode, Electroanal. 22 (2010)
1260-1266.

Lu T.-H., Sun 1.-W., Electrocatalytic determination of paraquat using a nafion film
coated glassy carbon electrode, Talanta 53 (2000) 443-451.

Tyszczuk-Rotko K., Beczkowska 1., Nosal-Wiercinska A., Simple, selective and
sensitive voltammetric method for the determination of herbicide (paraquat) using a
bare boron-doped diamond electrode, Diam. Relat. Mater. 50 (2014) 86-90.

Selva T.M.G., Araujo de W.R., Paixao da T.R.L.C., Non-invasive salivary
electrochemical quantification of paraquat poisoning using boron doped diamond
electrode, Electroanal. 27 (2015) 1642-1648.

Khodari M., Voltammetric determination of the antidepressant trimipramine at a lipid-
modified carbon-paste electrode, Electroanal. 5 (1993) 521-523.

El-Maali N. A., Hassan F. M., Electrooxidation and determination of the
antinflammatory drugs piroxicam and tenoxicam at the carbon paste electrode,

Bioelectrochem. Bioenerg. 24 (1990) 155-163.

26



CURRICULUM VITAE

Jméno, piijmeni, titul: Hana Tomkova, Mgr.
Rodné piijmeni: Svecova
Datum a misto narozeni: 8. kvétna 1987, Trebic
Bydliste: Na Kopci 14, Jihlava 586 01
Vzdélani
2011—-dosud Prirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci

doktorske studium, obor Analyticka chemie
2009-2011 Prirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci
navazujici magisterské studium, obor Analyticka chemie
2006-2009 Prirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci

bakalarské studium, obor Chemie

Zaméstnani
2016-dosud védecky pracovnik, RCPTM, Katedra analytické¢ chemie, UP v
Olomouci

StaZe a odborné praxe
cervenec—iijen 2015 Teva Pharmaceuticals CR, s. 1. 0., Opava
duben—cerven 2014 University of Fribourg, Fribourg, Svycarsko
Cervenec 2011 Teva Pharmaceuticals CR, s. 1. 0., Opava
unor 2011 Synthon s. r. 0., Blansko
srpen 2010 Synthon s. r. 0., Blansko
unor 2010 Teva Pharmaceuticals CR, s. r. 0., Opava
duben 2009 Vodarenské akciova spolec¢nost, a. s., Jihlava
¢ervenec 2008 Statni veterinarni ustav Jihlava

Podil na vyzkumné ¢innosti, FreSené projekty

Projekt Fondu Rozvoje Vysokych skol 1442/2013/G6 — Podpora analyzy redlnych
vzorktl v praktiku z analytické chemie — spolufesitel

OP VK "Modularni vyuka jako néstroj odezvy vzdélavaciho systému na potieby praxe"
Registracni ¢islo projektu: CZ.1.07/2.2.00/28.0029 — ¢len tymu




Interni grantova agentura UP PrF 2012 020 - Selektivita a analyza slozitych matric -
¢len tymu

Interni grantova agentura UP PrF 2013 030 - Uprava vzorku pii analyze slozitych
matric - ¢len tymu

Interni grantova agentura UP IGA PrF 2014031 - Matricovy efekt a jeho vliv na
vytéznost analytického postupu - ¢len tymu

Interni grantova agentura UP IGA PrF 2015 020 - Matricovy efekt a jeho potlaceni pti
analyze vzorkl - ¢len tymu

Interni grantova agentura UP IGA PrF 2016 016 - Bioanalyza a analyza potravin -
¢len tymu

Grantové agentura Ceské republiky 17-05387S - Nové piistupy pro sledovéani prenosu
zvolenych xenobiotik pfes biomimetické membrany (2017-2020) - ¢len tymu

Odborné zaméreni

elektroanalytické techniky, fosfolipidy, biosensory, analytickd chemie, mikroskopie
atomarnich sil

Pedagogicka ¢innost

Laboratorni cviceni - CviCeni z analytické chemie, Aplikovana analytickd chemie,
Laboratorni cviceni z analytické chemie

Popularizacéni ¢innost

Ptirodovédny jarmark Univerzity Palackého
Univerzita détského veéku

Univerzita tietiho véku

Dny otevienych dveti

Exkurze a experimenty pro zaky ZS a studenty SS

Souhrn publikaéni ¢innosti

Souckova J., Skopalova J., Svecova H., Cép L., Bednar P., Bartak P., On GC/MS in
phospholipid research II: Investigation of liposome formation and liposome-water
partitioning, Acta Univ. Palacki Olomouc, Fac. Rerum Natur. Chemica 48 (2011) 8-
13.

28



e Svecova H., Souckova J., Skopalova J., Novotny R., Bartdk P., Studium agregace
fosfolipidovych molekul, Chem. Listy 106 (2012) 200-205.

e Souckova J., Skopalova J., Svecova H., Bartak P., Fused-silica capillary dropping
mercury electrode for electrocapillary measurements, Electroanal. 25 (2013) 174-178.

e Svecova H., Souckova J., Pyszkova M., Svitkova J., Labuda J., Skopalova J., Bartak
P., Phospholipid improve selectivity and sensitivity of carbon electrodes:
Determination of pesticide Paraquat, Eur. J. Lipid Sci. Technol. 116 (2014) 1247-
1255.

e Tomkova H., Sokolovd R., Opletal T., Kucerova P., Kucera L., Souckova J.,
Skopalova J., Bartak P., Electrochemical sensor based on phospholipid modified
glassy carbon electrode - determination of paraquat, Anal. Chim. Acta (2017).

Impaktované ¢asopisy mimo diserta¢ni praci:

e Skriba A., Jankova S., Véana J., Barték P., Bednat P., Fry¢ak P., Kugera L., Kurka
0., Lemr K., Macikova P., Markova E., Novakova P., Papouskova B., Skopalova
J., Svecova H., Roithova J., Protonation sites and fragmentations of para-
aminophenol, Int. J. Mass Spectrom. 337 (2013) 18 — 23.

e Kucerova P., Skopalova J., Kucera L., Taborsky J., Svecova H., Lemr K., Cankaf
P., Bartdk P., Electrochemical oxidation of 5-hydroxymethyl tolterodine and
identification of its oxidation products using liquid chromatography and mass
spectrometry, Electrochim. Acta 215 (2016) 617-625.

e Kucerova P., Komenska P., Tomkova H., Skopalovéa J., Bartdk P., Determination
of lactose in milk products: a comparison of three-enzyme amperometric biosensor
and gas chromatography/tandem mass spectrometry, Monatsh. Chem. 148 (2017)
517-524.

e Skopalova J., Bartak P., Bednat P., Tomkova H., Ingr T., Lorencova I., Kucerova
P., Papousek R., Borovcova L., Lemr K., Carbon fiber brush electrode as a novel
substrate for atmospheric solids analysis probe mass spectrometry: electrochemical
oxidation of brominated phenols, Anal. Chim. Acta (2017).

Prezentace na konferencich formou posteri

e Svecova H., Markova E., Novakova P., Souckova J., Skopalova J., Bartdk P.:
Studium agregace fosfolipidii voltametrickymi metodami, ACP 2012 - Sucasny
stav a perspektivy analytickej chémie v praxi, Bratislava, 8.-11. 5. 2012.

e Svecova H., Markova E., Souckova J., Skopalova J., Bartdk P.: Aggregation of
phospholipids and its influence on the selectivity of glassy carbon electrode, 29"
International symposium on chromatography, Torun, 9.-12. 9. 2012




e Svecova H., Souckova J., Svitkova J., Labuda J., Skopalova J., Bartak P.:
Interaction of small molecules with a phospholipid layer supported on glassy
carbon electrode, Symposium Phospholipids in pharmaceutical research,
Heidelberg, 16.-17. 9. 2013.

e Svecova H., Souckova J., Markova E., Macikova P., Taborsky J., Skopalova J.,
Bartak P.: Influence of phospholipid layer on the selectivity of glassy carbon
electrode for the determination of paraquat, 15" International conference on
electroanalysis, Malmo, 11.-15. 6. 2014.

Prezentace na konferencich formou prednasky

e Svecova H., Sokolova R., Souckova J., Skopalova J., Bartak P.: Phospholipid
modified glassy carbon electrode and its application for determination of pesticides,
XXXVI. Moderni elektrochemické metody, Jetfichovice, 23.-27. 5. 2016.

30



