22

PUVODNI PRACE

Ces. slov. Farm. 2014; 63, 22-25

Stiidium lokalnych anestetik: Cast 204

Determinacia kritickych micelovych koncentracii vybranych
m-alkoxysubstituovanych pyrolidinoetylesterov kyseliny
fenylkarbamovej vyuzitim pyrénu ako sondy
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Sihrn

Pomocou absorpcnej spektroskopie v UV/VIS oblasti
spektra vyuZitim pyrénu ako sondy boli determinované
hodnoty kritickych micelovych koncentricii $tudova-
nych m-alkoxysubstituovanych pyrolidinoetylesterov
kyseliny fenylkarbdmovej vo vodnych prostrediach pri
teplote 25 °C. Sledovali sa nezatienené pyrénové piky
v absorpénych spektrich skdmanych derivatov
v pritomnosti pyrénu, a to pri vlnovych dizkach 336
a 320 nm pri latkach VIII Z, XIV Z a XVII Z, a navyse
pri 308 nm pri latke XXIX Z. Kritické micelové koncen-
trdcie boli stanovené zo zdvislosti suctu absorbancii
nezatienenych pyrénovych pikov od koncentricie sur-
faktantu v roztoku, ktoré mali sigmoidalny priebeh
Boltzmannovho typu. Hodnoty determinovanych cmc
zéaviseli exponencidlne od poctu atomov uhlika n
v hydrofébnom retazci. Zo zavislosti In (cmc) od n, kto-
rej rovnica bola In (cmc) = —0,146-0,691n, sa vypocita-
la hodnota volnej Gibbsovej energie prenosu jednej
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metylénovej skupiny alkoxyrefazca z vodnej fazy do
vnitra micely: 6AG(CH)) = (0,691 = 0,023)RT. Na
zaklade dosiahnutych vysledkov moZno predpokladat, Ze
Studované derivaty vytvaraji v roztoku sférické micely.
Klicové slova: m-alkoxysubstituované pyrolidinoetyl -
estery kyseliny fenylkarbamovej e kritickd micelova
koncentrécia ® pyrénovd absorpcia ¢ sigmoiddlna-Boltz-
mannova rovnica

Summary

The critical micelle concentrations of the studied
derivatives of pyrrolidino-m-alkoxyphenylcarbamic acid
in aqueous media at 25 °C were determined using the
UV/VIS absorption spectroscopy method with pyrene as
a probe. In the absorption spectra of the derivatives and
pyrene, there were examined unmasked pyrene peaks, at
wavelength of 336 and 320 nm for VIII Z, XIV Z and
XVII Z, and in addition at 308 nm for XXIX Z. The
critical micelle concentrations were defined from the
plots of the sum of the unmasked pyrene peaks against
the surfactant concentration that had a sigmoidal
character of Boltzmann type. The cmc values of the
derivatives were exponentially dependent on the number
of carbons in the hydrophobic chain. From the plot of
In (cmc) against the number of carbons n with the
equation In (cmc) = —0.146-0.691n, the value of the
Gibbs free energy of transfer of each methylene group of
the alkoxychain from the aqueous phase into the internal
hydrophobic volume of micelle was also defined:
O0AG(CH,) = (-0.691 + 0.023)RT. Building on the
obtained results, the spherical micelle forming in the
solution can be assumed.

Keywords: derivatives of pyrrolidino-m-alkoxyphenyl-
carbamic acid e critical micelle concentration ® pyrene
absorption * sigmoidal-Boltzmann equation
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Uvod

Proces asocidcie surfaktantov do miciel, vezikul
a membran mé velmi dolezitu funkciu v roznych oblas-
tiach vedy a vyskumu od biologickych systémov az po
technické aplikacie.

Micely sférické, cylindrické alebo plandrne (dvojvr-
stvové alebo platnickové) st nestabilnymi jednotkami
vytvorenymi nekovalentnou agregaciou jednotlivych
monomérov surfaktantu. Objem vytvorenych miciel je
ovplyviiovany zmenami chemickej Struktiry surfaktantu
a zmenami vlastnosti roztoku, ako su teplota, iénova sila,
zloZenie surfaktantu (v pripade zmieSanych miciel) a vo
vSeobecnosti koncentrdcia surfaktantu a pH. Najmi
v zéavislosti od stavu roztoku a od povahy surfaktantu st
sférické micely schopné nardst jednodimenziondlne do
cylindrickych miciel alebo dvojdimenzionalne do dvoj-
vrstvovych alebo platnickovych miciel. ZvédcSovanie
miciel je riadené hlavne polarnymi skupinami surfaktan-
tu, kedZe jednodimenziondlny rast ma za nésledok pri-
bliZovanie polarnych skupin surfaktantu blizsie k sebe
tak, aby sa zniZila dosiahnutelna plocha na molekulu sur-
faktantu na micelovom povrchu':?.

Vo vodnych roztokoch tychto micelovych Struktir
molekuly surfaktantu smeruju svojimi polarnymi skupi-
nami smerom k vodnej faze a ich hydrofébne Casti sme-
rom von z vodného roztoku. U iénovych miciel medzifa-
zova oblast medzi vodnou a micelovou fazou obsahuje
ionové polarne skupiny, Sternova vrstva elektrickej dvoj-
vrstvy koreluje tymto skupindm a pribliZne polovica pro-
tiiénov je spojend s micelami a vodou. Zvys$né protiidny
st uzavreté v Gouy-Chapmanovej dvojvrstve, ktora sia-
ha dalej do vodnej fazy. V pritomnosti elektrolytov je
velkost dvojvrstvy funkciou id6novej sily roztoku a moze
byt mimoriadne stla¢ena®. DalSou pozoruhodnou vlast-
nostou miciel je, Ze vodna faza penetruje do micely
za hydrofilné polarne skupiny a niektoré prvé metyléno-
vé hydrofébne Casti blizko polarnej skupiny st hydrato-
vané. Z tohto dovodu mozZeme oddelit vnitornt plochu
micely na vonkajSie centrum penetrované vodou a na
vnitorné centrum uplne vode nepristupné?.

Existuje viacero metéd ako nukledrna magneticka
rezonancia, meranie povrchového napitia, konduktomet-
ria, kalorimetria, meranie rozptylu svetla a iné, ktoré sa
pouZivaji na determindciu kritickej micelovej koncen-
tracie (cmc)*?, agrega¢ného Cisla a na uréenie termody-
namickych parametrov procesu agregicie surfaktantu

Tab. 1. Studované derivdty a ich molekulové hmotnosti

v roztoku!®!2, Okrem tychto spomenutych sa na stano-
venie cmc aplikuju aj spektrilne techniky v UV/VIS
oblasti spektra ako absorpcné i fluorescencné metody
vyuZzivajice rozli¢né molekuly ako sondy'> 4.

Pyrén sa stal jednym z najviac Studovanych organic-
kych molekual v zmysle jeho fotofyzikalnych vlastnosti
a tieto Stadie udelili pyrénovej Struktare status zlatého
Standardu ako molekulovej sondy mikroprostredia'®.

VSeobecne hydrofébne sondy vstupuji do micelového
jadra a hydrofilné sondy sa nachddzaji na micelovom
povrchu!®. Takouto inkorpordciou sa menia intenzity,
resp. pomer intenzit pikov v charakteristickom (absorpc-
nom i fluorescenénom) spektre sondy'> 4.

Pyrolidinoetylestery o-, m-, p-alkoxysubstituovanej
kyseliny fenylkarbamovej'” si potencidlne lie¢iva so
zna¢nou povrchovou a infiltratnou lokdlne anestetickou
aktivitou. Tieto latky maji amfifilnd Struktdru
a v roztokoch st povrchovo-aktivne. Zakladné paramet-
re agregicie o-derivitov v roztoku boli popisané
v praci®?V a ich najaktivnejSieho derivdatu v praci®?.
U lokélnych anestetik pri povrchovej a infiltracnej anes-
tézii na nervovom vlakne alebo na sliznici dochadza
k zmene aplikacnej i6novej formy lieiva na neiénovua
a k zmene miciel.

PredloZend Studia je zamerand na determindciu Kritic-
kych micelovych koncentracii vybranych m-alkoxysub-
stituovanych pyrolidinoetylesterov kyseliny fenylkarba-
movej vo vodnom prostredi pomocou absorpcnej
spektroskopie v UV/VIS oblasti spektra vyuZzitim pyrénu
ako sondy.

Pokusna cast

Chemikdlie

Studované latky, m-alkoxysubstituované pyrolidino-
etylestery kyseliny fenylkarbAmovej (tab. 1), patria
medzi kationové surfaktanty s lokdlne anestetickym
ucinkom a boli syntetizované podla prace'”.

Pyrén, puriss. p.a., pre fluorescenciu, = 99,0%
(M, = 202,25) pochadza z firmy Sigma-Aldrich (Svaj-
Ciarsko) a etanol UV, ~ 96% (v/v) (M, = 46,07) z firmy
Fisher (Slovensko).

Pristroje

UV/VIS spektrofotometer Spekol 1300 Analytic Jena
AG (Nemecko); ultrazvukovy kupel Bandelin Sonorex
(Nemecko); analytické vahy KERN ABS/ABJ (Nemecko).

H Latka Substituent R M,
AN
N
® ©
ol VIIT Z -CH, 328,83
O
/K XIV Z -CH, 356,89
HN O
XVII Z CH,, 370,91
R XXIX Z C.H 427,02
O/ 107721 K
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Pracovny postup

Bol pripraveny zasobny roztok pyrénu s koncentraciou
0,0012 mol/l rozpustenim vypoctom zisteného mnoZstva
pyrénu v etanole UV pomocou ultrazvuku (15 min).
Experimentdlny 2 umol/l pyrénovy roztok sa ziskal zrie-
denim zasobného roztoku nasledujiicim postupom: 5 pl
pyrénového roztoku do 3 ml roztoku vzorky. Takto nizka
koncentracia etanolu vo vzorke (0,17 %) nie je schopna
ovplyvnit spravanie sa surfaktantu v roztoku'?.

Zasobné roztoky Studovanych latok s objemom 3 ml
sa pripravili rozpustenim vypoctom stanoveného mnoz-
stva latky vo vode a k meranému roztoku surfaktantu sa
pridalo 5 pl roztoku pyrénu. Postupnym riedenim priamo
v kyvete boli pripravené roztoky s niz$imi koncentrécia-
mi vo vhodne zvolenych intervaloch, a to takym sposo-
bom, aby sa zachovala 2 umol/l koncentracia pyrénu
Vv meranom roztoku.

Pomocou spektrofotometra boli merané absorpéné
spektrd kazdej koncentricie roztoku Studovanej latky
v pritomnosti pyrénu v rozmedzi 200—400 nm pri teplote
25 °C proti zodpovedajiicemu porovnavaciemu roztoku.
V absorpénych spektrich sa sledovali nezatienené hlav-
né pyrénové piky; pri latkach VIII Z, X1V Z, XVII Z boli
nezatienené pri vinovych dizkach 336 a 320 nm, pri lat-
ke XXIX Z navySe pri 308 nm.

Vysledky a diskusia

Hodnoty kritickych micelovych koncentracii boli sta-
novené zo zdvislosti sictu absorbancii nezastretych
pyrénovych pikov A, od koncentricie ¢ surfaktantu
v roztoku. Zavislost mala charakteristicky sigmoidalny
priebeh Boltzmannovho typu so stipajicou tendenciou,
ktort popisuje rovnica:

(a,‘ - af)
=+ a/,
1 + e~ x/Ar

kde a; a a st inicidlne a kone¢né (angl. final) asymp-
toty sigmoidy, x ako nezdvisld premennd je koncentra-
ciou surfaktantu, x, je stred sigmoidy a Ax nezavislé roz-
medzie, kde dochadza k nahlej zmene!* 3.

Pre ilustraciu uvddzame graf zavislosti A od c latky
XXIX Z vo vodnom prostredi pri teplote 25 °C (graf 1).

Sigmoidélna funkcia poskytuje dve hodnoty X a X,
jednu pri x; a dalSiu pri (x; + 2x). Pomer x/Ax je névo-
dom pre rozlienie, ktord z nich je povazovana za cmc.
Pre amfifilné systémy, ktorych (x/Ax) < 10, je kritickou
micelovou koncentréciou hodnota X, a pre systémy, kde
(x/Ax) > 10, je cmec = X, "> %, Parametre funkcii (pocet
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Graf 1. Zavislost suctu absorbancii hlavnych pyrénovych
pikov (A, ) od koncentrdcie (c) latky XXIX Z vo vodnom prost-
redi pri 25 °C

Vnitorny graf: zavislost absorbancie (A) jednotlivych pyrénovych
pikov (336 nm, 320 nm a 308 nm) od koncentrdcie surfaktantu

fitovanych bodov z, X, Ax, pomer x /Ax, koeficient deter-
mindcie R?, %% hodnoty X , X) a determinované hodno-
ty cmc skimanych derivatov uvadza tabulka 2.
Hodnoty stanovenych kritickych micelovych koncen-
tracii Studovanych m-alkoxysubstituovanych pyrolidi-
noetylesterov kyseliny fenylkarbdmovej zdvisia expo-
nencidlne od poctu atomov uhlika » v hydrofébnom
retazci, resp. hodnoty In (cmc) zavisia od n linedrne pod-
Ta rovnice:
In (cm¢) =A — Bn >
In (cmc) = -0,146 — 0,691n (graf 2).
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Graf 2. Zavislost hodnét cme a In (cmce) od poétu atémov uhli-
ka n v hydrofébnom retazci studovanych pyrolidinoetylesterov
m-alkoxysubstituovanej kyseliny fenylkarbamovej

Tab. 2. Parametre sigmoiddlnych funkcii s determinovanymi hodnotami cmc skimanych pyrolidinoetylesterov m-alkoxysubstitu-

ovanej kyseliny fenylkarbamovej pri 25 °C

Latka n z x, A, x,/Ax R? x> X, X, cme
(mol/l) (mol/l) (mol/l)
VIII Z 3 67 0,09818 4,38.10° 2,24 0,997 3,27.10* 9,82.10% | 1,86.10" 9,82.10°
XIVZ 5 28 0,03008 9,70.10°3 3,10 0,997 1,16.10° 3,01.10% | 4,95.102 3,01.10?
XVIIZ 6 27 0,01458 4,02.10° 3,63 0,999 3,74.10° 1,46.102 | 2,26.107 1,46.10
XXIX Z 10 25 0,00082 1,57.10* 5,23 0,996 3,24.10° 8,20.10* | 1,13.10° 8,20.10+
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Volna Gibbsova energia prenosu jednej metylénovej
skupiny alkoxyretazca z vodnej fazy do vnuitra micely je
charakterizovand vztahom:

SAG(CH,) = -BRT,

kde parameter B predstavuje prispevok kazdej metylé-
novej skupiny ku kritickej micelovej koncentracii a je
smernicou zavislosti In (cmc) od 7, R je molova plynova
konstanta a T je termodynamicka teplota®- 6AG(CH,)
Studovanych derivatov mala pri teplote 25 °C hodnotu
(0,691 + 0,023)RT.

V porovnani s o-derivatmi tychto latok?" 2 bola aj
u skiimanych m-derivatov dokdzana schopnost asociécie
molekul v roztoku a tvorba miciel.

Stret zaujmov: Ziadny.
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