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1. UvOD

Surfaktanti se ponekad nazivaju povrsinski aktivhe materije, koje sadrze hidrofobnu
grupu (ugljovodonicni niz) i hidrofilnu grupu (polarna glava) u istom molekulu surfaktanta
[1-3]. U vodenim rastvorima, molekuli surfaktanata pocinju da se grupisu i formiraju micele
u koncentraciji koja se zove kriticna micelarna koncentracija (CMC), koja predstavlja jedan
od najvaznijih fizickih parametara surfaktanata. Osobine kao provodljivost, viskoznost,
osmotski pritisak, gustina, polarnost, specifi¢na toplota, indeks refrakcije i mo¢ solubilizacije
znacajno variraju kada je koncentracija surfaktanta veca ili manja od njegove CMC. Studije i
industrijske primene surfaktanata zasnovane su uvek na vrednosti CMC. Isto tako,

formiranje micela omoguéava emulzifikaciju, solubilizaciju i disperziju [4-8].

Da bi se dobio sistem surfaktanata Zeljenih osobina moguce je hemijski modifikovati
ve¢ postoje¢e molekule povrsinski aktivnih supstanci, a druga mogucénost je konstrukcija
binarnih smesa surfaktanata [9, 10]. U farmaceutskoj i prehrambenoj industriji uveliko se
primenjuju binarne smese povrsinski aktivnih molekula. Naime, ukoliko je binarna mesovita
micela termodinamicki stabilnija od hipoteticke idealne binarne mesovite micele, onda je
kriticna micelarna koncentracija [11, 12] binarne smese surfaktanata niza cak i od
hidrofobnije gradivne jedinice meSovite micele, Sto znaci da je za isti efekat povrSinske
aktivnosti potrebna manja koli¢ina binarne smese nego Cistog surfaktanta [13-18]. RazliCite
gradivne jedinice binarne micele u micelarnoj pseudofazi mogu formirati specificne regije
koje mogu vezivati lekove odredenih strukturnih karakteristika [19]. Pogodno je da jedna
gradivna jedinica bude krute konformacije, npr. soli Zu¢nih kiselina, dok je druga gradivna
jedinica konformaciono pokretljiva (ugljovodonicni nizovi iznad C10) [9, 20]. Na taj nacin se
povecava zapremina hidrofobne micelarne faze u odnosu na zapreminu hidrofobne
micelarne faze monokomponentne micele konformaciono krutog surfaktanta, Sto povecava
solubilizacioni kapacitet meSovite micele u odnosu na monokomponentnu micelu krutog
surfaktanta. Povecanjem duzine ugljovodoni¢nog niza konformaciono pokretnog surfaktanta
povecava se stepen unutrasnje pokretljivosti u hidrofobnom domenu mesSovite micele, sto
takode povecava verovatnoéu prihvatanja molekula gosta. Micelarni sistemi, kako

monokomponentnih micela, tako i binarnih meSovitih micela, dodatno se mogu
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termodinamicki stabilizovati povecanjem jonske jacine rastvora. Naime, za hidrataciju
katjona troSe se molekuli vode iz sistema, Sto poveéava efekat desolvatizacije hidrofobne

povrsine surfaktanata, te se zbog toga pospesuje samoasocijacija.

2. OPSTI DEO

2.1 Surfaktanti

Surfaktanti su molekuli koji u svojoj strukturi imaju hidrofobni i hidrofilni deo —
amfifilni molekuli. Surfaktanti u vodenom rastvoru iznad odredene koncentracije — kriticne
micelarne koncentracije (CMC), formiraju micele, agregate sa unutrasnjim hidrofobnim

domenom i spoljasnjim hidrofilnim slojem [21-23].

DeterdZenti koji se koriste u biomedicinskim laboratorijama su blagi surfaktanti
(povrsinski aktivne materije), koriste se za razgradnju celijskih membrana (citoliza) i
oslobadanje unutarcelijskih sastojaka u rastvorni oblik. DeterdzZenti razbijaju asocijacije
izmec¢u proteina i lipida, denaturiSu proteine i druge makromolekule, sprecavaju

nespecifiéno vezivanje u imunohemijskim testovima i kristalizaciju proteina [24].

Postoje mnoge vrste deterdZenata. Novi deterdzenti za posebne namene stalno se
razvijaju [25]. DeterdZenti su organska jedinjenja koja se sastoje od hidrofobnog
ugljovodoni¢nog ostatka i hidrofilne polarne glave. Kada se rastvore u vodi u odredenoj
koncentraciji i temperaturi, molekuli deterdZenta formiraju micele, sa hidrofobnim delom u
unutrasnjosti micele i polarnom glavom ka spoljasnjosti micele. Hidrofobni domen micele
vezuje se za hidrofobne regije molekula proteina. Broj molekula deterdZenta u miceli je
agregacioni broj, koji predstavlja vazan parametar za procenu rastvorljivosti proteina

membrane [26].

Stepen hidrofobnosti je direktno proporcionalan duZini hidrofobne regije i
konstantan je za svaku grupu deterdzenata, dok je naelektrisana polarna glava promenljiva.
Na osnovu svojih osobina, najc¢esée koris¢eni deterdzenti se dele u tri grupe: jonski (anjonski
ili katjonski), cviterjonski i nejonski. Najniza koncentracija deterdZzenta na kojoj se mogu
detektovati micele (u koncentracijama u kojima ih instrumentalnim metodama mozemo

detektovati) na odredenoj temperaturi naziva se kriticna micelarna koncentracija (CMC). Na

10
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koncentracijama niZim od CMC, postoje samo monomeri; na koncentracijama ve¢im od CMC
postoje i micele i monomeri, zajedno sa drugim nemicelarnim fazama koje nisu rastvorljive u
vodi. Svi novi dodati monomeri iznad CMC formiraju micele. Isto tako, najniza temperatura
na kojoj se formiraju micele se zove kriticna micelarna temperatura (CMT). | temperatura i
koncentracija su vaini parametri razdvajanja faza i rastvorljivosti deterdZenta. Stepen
lipofilnosti polarne glave takode takode utice na CMC deterdzZenta. Najcesce niska lipofilnost

ili lipofobnost polarne glave uzrokuje visoku CMC.

Jonski deterdZenti se sastoje od hidrofobnog niza i naelektrisane polarne glave, koja
moze biti anjon ili katjon. Oni najéesce imaju ve¢u CMC vrednost od nejonskih deterdzenata.
Zbog naelektrisanja polarnih glava, jonski deterdZenti ne mogu da se uklone

jonoizmenjivackom hromatografijom.

Nejonski deterdzenti imaju nenaelektrisane i hidrofilne glave. Smatraju se blagim
povrsinski aktivnim sredstvima, zato Sto prekidaju veze izmedu proteina i lipida, medusobne
veze lipida, ali ne i medusobne veze proteina. Vecéina nejonskih deterdZenata ne denaturise
proteine. Stoga, proteini se solubilizuju i izoluju u svom izvornom i aktivhom obliku,
zadrzavajuci proteinske interakcije. Nejonski deterdZzenti su poZeljni za izolaciju

membranskih proteina.
2.1.1. Zuéne kiseline i njihove soli

Zuéne soli su steroidni biosurfaktanti. Posto Zuéne soli, za razliku od klasiénih
surfaktanata (polarna glava — hidrofobni rep), u pogledu hidrofobnosti imaju dve razliCite
povrsine steroidnog skeleta, nazivaju se biplanarnim amfifilima za koje je poznato da grade
relativno male micele (agregacioni broj od 2 do 15). Zuéne soli imaju primenu u
farmakologiji i farmaciji (modulatori permeabilnosti, metaboliticki regulatori, solubilizatori,
transportni promoteri, itd.). Anjoni Zu¢nih kiselina u svojim monokomponentnim micelima
imaju takve strukturne karakteristike koje omogudavaju vezivanje npr. holesterola,
steroidnih lekova, morfin-hidrohlorida (depo efekat). Medutim, zbog male veli¢ine micele
imaju slab kapacitet prihvatanja molekula gosta. Stoga je u pogledu njihove primene u
farmaceutskoj industriji potrebno povedati hidrofobnu fazu njihovih micela. Ovo se moze

postiéi primenom nejonskih surfaktanata klasi¢ne strukuture [22, 27-37].

11
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Zuéne kiseline su steroidna jedinjenja koja kao amfifilni molekuli imaju fiziolosku
ulogu u micelarnoj solubilizaciji lipida (ovo se moZe upotrebiti pri solubilizaciji hidrofobnih
lekova) u toku varenja i regulaciji biosinteze — homeostaze holesterola, a ucestvuju i u
velikom broju metabolickih puteva. Osobine Zucnih kiselina u velikoj meri odreduje
geometrija molekula 5 B-holanske kiseline na Cijem skeletu se razlikuje konveksna, B strana

koja je nepolarna i konkavna, a povrsina koja je polarna (Slika 2.1).

Zuéne kiseline imaju sposobnost samoasocijacije. Razlog zbog kog dolazi do njihove
uzajamne asocijacije u agregate, poznate kao micele, je to Sto im je rastvorljivost u vodi

ograni¢ena nepogodnim interakcijama njihovih nepolarnih delova sa rastvaracem.

Ispitivanje hidrofobnosti unutrasnjeg domena micela Zucnih kiselina moze se vrsiti
micelarnom solubilizacijom probnim molekulom, fenobarbitonom, koji ima tendenciju

ulaska u hidrofobnu sredinu.

Zuéne kiseline su amfifilni molekuli, spadaju u posebnu grupu amfifilnih jedinjenja jer
umesto uobicajene strukture molekula povrsinski aktivnih materija, u molekulu Zucne
kiseline ne postoji polarna glava i nepolarni rep, ve¢ umesto toga postoji polarna i nepolarna
strana molekula. Zu¢ne kiseline, pored dobro poznatih fiziolodkih uloga kao $to je micelarna
solubilizacija lipida u toku varenja i regulacije biosinteze (homeostaze) holesterola,
ucestvuju i u velikom broju metaboliti¢ih puteva kao regulatori (modulatori) nuklearnih
receptora (farnesoid X (FXR)); membranskih receptora (G-protein-coupled receptors
(GPCRs)); jonskih kanala, itd, sto u novije vreme daje sve vecu primenu analoga Zucnih
kiselina kao terapeutika u metabolitickim poremecajima (dijabetes tipa 2, gojaznost,
hipertenzija itd.) [29, 38-43]. Zu¢ne kiseline su u fiziolodkim uslovima jonizovane. Stepen
vezivanja zucnih kiselina za receptore, jonske kanale, kao i njihova efikasnost u solubilizaciji
lipida (hidrofobnih lekova) znadajno zavise od odnosa njihove hidrofobne i hidrofilne
povrSine [30, 44-46]. Membranotoksicnost Zucnih kiselina odredena je njihovom
hidrofobnoscu [30, 47]. Okso derivati Zuc¢nih kiselina pokazuju manju toksi¢nost od njihovih
hidroksi analoga [30, 31], kao i promotorno delovanje u transportu nekih lekova kroz

lipofilne barijere u organizmu (npr. krvna mozdana barijera) [32, 48-54].

Zuéne kiseline poseduju skelet ciklopentanoperhidrofenantrena sa 24 atoma

ugljenika. Zuéne kiseline enzimski proizvedene u jetri ¢oveka su primarne Zuéne kiseline

12
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(holna (1) i henodeoksiholna kiselina (2)) iz kojih se u crevnoj flori kolona bakterijskom
transformacijom dobijaju sekundarne Zucne kiseline (deoksiholna kiselina (3),
hiodeoksiholna kiselina (4) i litoholna kiselina (5)). Primarne i sekundarne Zucne kiseline su

hidroksi derivati 5B-holanske kiseline (6) (Slika 2.1.)[29, 38, 55-57].

o

. holna kiselina(1) R,;=0OH, R,=H, R;=0H, R,=OH
PAMAMe I e nodeoksiholna kiselina (2) R,—OH, R,=H, R+=OH, R,~H
deoksiholna kiselina (3) R,;=0OH, R,=H, R3=H, R,=0OH
sekundarne | hiodeoksiholna kiselina (4) R,=0OH, R,=0OH, R3=H, R4=H
litoholna kiselina (5) R,=0H, R,=H, R;=H, R,=H

konveksna
povrgina B

konkavna

holanska kiselina (6) a
povrsina o

-

Slika 2.1. Struktura primarnih i sekundarnih Zucnih kiselina

Prsten A i B holanske kiseline mogu biti cis ili trans povezani (Slika 2.2.). U vedini
slucajeva, A i B prsten su cis povezani, i tada se radi o 5B-holanskoj kiselini. Kada su A i B
prsten trans povezani dobijaju se Zuéne kiseline koji su OH derivati 5a-holanske kiseline
(alo), diastereoizomera 5B-holanske kiseline, koji su pronadeni kod nekih vrsta gustera [29,
55]. Geometrija molekula 5B-holanske kiseline odreduje osobine Zuénih kiselina. Na
steroidnom skeletu molekula 5B-holanske kiseline razlikuju se konveksna B i konkavna a
povrSina [44]. Konveksna povrSina veca je od konkavne povrsine, $to je od znacaja pri
ispitivanju hidrofobnosti molekula u zavisnosti od orijentacije hidroksilnih i okso grupa [44,

58, 59].
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| /i i
H OH
H
5B~ holanskakiselina
AN J
Y
A/B: cis
| /1 )
OH
| = H
H So- holanska kiselina
N\ J
'
A/B: trans

Slika 2.2. 5B-holanska kiselina i njen diastereoizomer 5a-holanska kiselina

Razlicita istraZivanja pokazala su da je konkavna povrsina (a) steroidnog skeleta
Zucnih kiselina polarna (hidrofilna), a konveksna povrsina (B) nepolarna (hidrofobna). Ovo se
objasnjava time Sto su hidroksilne grupe Zucnih kiselina najéesée orijentisane prema a strani
steroidnog skeleta, a pri tom angularne aksijalne metil grupe sa C10 i C13 imaju B
orijentaciju. Ove grupe daju konkavnoj povrsini (a) steroidnog skeleta Zucnih kiselina njenu
polarnost (hidrofilnost), dok je konveksna povrsina (B) nepolarna (hidrofobna). Prisustvo i
hidrofobne i hidrofilne regije u molekulu Zucnih kiselina oznacava se kao amfifilnost.
Karboksilna grupa je pri fizioloskim uslovima jonizovana, pa Zucne kiseline u biohemijskim

sistemima spadaju u jonske amfifile [38, 43, 47, 60, 61].
2.1.2. Polisorbati

Polisorbati (komercijalni naziv Tween) su klasa nejonskih povrsinski aktivnih
supstanci koje su po strukturi estri masnih kiselina i polietilenglikolovanih sorbitola. Zbog
relativne stabilnosti i netoksi¢nosti imaju Siroku primenu u farmaceutskoj i kozmetickoj

industriji, odnosno u industriji hrane [27, 62].

Imaju veoma nizak CMC i najéesc¢e su blagi surfaktanti, oni ne uti¢u na aktivnost
proteina i efikasni su u solubilizaciji. Naj¢esce se koriste kao agensi za ispiranje u imunologiji,

sprecavaju nespecificno vezivanje antitela i otklanjaju nevezane grupe [24].
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Polisorbati su nejonski surfaktanti koji za hidrofobni segment imaju ostatke masnih
kicelina C12-C18. ProduzZavanjem i poveéanjem broja hidrofobnih segmenata opada njihova
kriticna micelarna koncentracija i povecava se veli¢ina micele [10]. Polisorbati imaju
relativno Siroku primenu od prehrambene, farmaceutske i kozmeticke industrije pa do

petrohemijske industrije [62].

Polisorbati su klasa emulgatora koji se koriste u nekim farmaceutskim preparatima i
prehrambenim proizvodima. Oni se Cesto koriste u kozmetici da solubilizuju etarska ulja u
proizvodima na bazi vode. Polisorbati su uljaste tecnosti izvedene iz sorbitana (derivata
sorbitola) i etilen oksida, esterifikovane sa masnim kiselinama. Uobicajeni registrovani nazivi

za polisorbate ukljucuju Scattics, Alkest, Canarcel i Tween [63].

Broj 20 iza naziva "polioksietilen" oznacava ukupan broj oksietilenskih grupa -
(CH,CH,0) - koje se nalaze u molekulu. Broj koji se nalazi iza naziva "polisorbat" odnosi se na
vrstu masne kiseline vezane za polioksietilen sorbitanski deo molekula. Monolaurat se

oznacava sa 20, monopalmitat sa 40, monostearat sa 60, a monooleat sa 80.

Polisorbati 20 i 80 (Tween 20 i Tween 80) koriste se u formulaciji bioterapeutskih
proizvoda, za prevenciju povrsSinske adsorpcije i kao stabilizatori koji sprecavaju agregaciju
proteina. Polisorbati su amfipaticki, nejonski surfaktanti sastavljeni od estara masnih kiselina
i polioksietilen sorbitana. Polisorbat 20 predstavlja polioksietilen sorbitan monolaurat, a
polisorbat 80 predstavlja polioksietilen sorbitan monooleat. Polisorbati koji se koriste u
formulaciji biofarmaceutika su smese razli¢itih estara masnih kiselina sa udelom frakcije
monolaurata (polisorbat 20) od 40 do 60%, dok frakcija monooleata (polisorbat 80) Cini vise

od 58% smese [64].

Razvijene su analiticke metode za odredivanje polisorbata 60 (Tween 60) u raznim
prehrambenim proizvodima. Veéina ovih metoda podrazumeva ekstrakciju polisorbata 60 iz
uzorka pomocu odgovarajuceg rastvaraCa gravimetrijskom metodom. Sve ove metode su
dizajnirane tako da se eliminisSe interferencija sa drugim sastojcima u hrani, tako da su slepe

probe nepotrebne [65].

Polioksietilen sorbitan estri masnih kiselina (polisorbati ili Tween-ovi) su nejonski

surfaktanti koji se Cesto koriste kao deterdzenti i emulgatori. Medutim, Tween-ovi se takode
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koriste u citolizi ¢elija, izolaciji nukleinskih kiselina i frakcionisanju celija. Ovi surfaktanti su
netoksi¢ni i poseduju veoma kompatibilan skup fizickih osobina koje omogucavaju Siroku
primenu zajedno sa drugim surfaktantima. Na primer, Tween-ovi se koriste sa proteinima za
stabilizaciju pene u prehrambenoj industriji [66-71]. Hemijski nazivi i hemijske formule niza

Tween surfaktanata dati su u Tabeli 2.1., i njihove strukture prikazane su na Slici 2.3. [72-75].

Tween 85: R1=R2=R3= oleinska kiselina
Tween 80: R1=R2=0H; R3= oleinska

O\/}z\ﬂa kiselina

Tween 60: R1=R2=0H; R3= stearinska

ON{RE kiselina

Tween 20: R1=R2=0H; R3= laurinska

HO V\O o D/\}:?R‘ kiselina

(W+X+Y+Z=20)

Slika 2.3. Strukturna formula Tween niza surfaktanata
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Tabela 2.1. Struktura Tween niza surfaktanata (lzvor: [76])

Surfaktant Hemijski naziv Hemijska formula (R) n | WHx+y+z

Polioksietilen (20)
Tween 20 ChHans 11 20
Sorbitanmono-laurat

Polioksietilen (4)
Tween 21 ChHons 11 4
Sorbitanmono-laurat

Polioksietilen (20)
Tween 40 ChHans1 15 20
Sorbitanmono-palmitat

Polioksietilen (20)
Tween 60 CiHane 17 20
Sorbitanmono-stearat

Polioksietilen (20)
Tween 80 CiHane1 17 20
Sorbitanmono-oleat

2.1.3. Triton X-100

Triton X-100 je takode nejonski surfaktant sa 4- (1,1,3,3-tetrametilbutil) -fenilnom
grupom kao hidrofobnim segmentom i polioksietilenskom grupom kao hidrofilnim
segmentom. Triton je uobicajni surfaktant u biohemijskim laboratorijama, a narocito je

pogodan u bioloskim sistemima posto ne denaturizuje proteine [10, 27, 77].

Triton X-100 (C14H,,0(C,H40),) je nejonski surfaktant koji ima hidrofilni polietilen-
oksidni lanac (u proseku ima 9,5 etilen oksidnih jedinica) i jednu aromati¢nu ugljovodonicnu
lipofilnu ili hidrofobnu grupu. Ugljovodoni¢na grupa je 4- (1,1,3,3-tetrametilbutil) -fenil

grupa.

Nerazblazen Triton X-100 je bistra viskozna tecnost zahvaljuju¢i vodoni¢nim vezama

njegovih hidrofilnih polietilen oksidnih grupa.

Triton X-100 se najcesée primenjuje kao sastojak vakcine protiv gripe, za
poboljSavanje permeabilnosti membrana eukariotskih éelija [78], za solubilizaciju proteina
membrane u njihovom prirodnom stanju, kao deo pufera koji se koristi za citolizu u DNK
ekstrakciji, za smanjenje povrsinskog napona vodenih rastvora tokom imunoloskog bojenja,

u mikrobiologiji, za decelularizaciju tkiva Zivotinjskog porekla, itd.

17




Doktorska disertacija Kosta Popovic

lzuzev laboratorijske upotrebe, Triton X-100 se moZe koristiti kao komponenta

smesa za Ciscenje.

Triton je uobicajni surfaktant u biohemijskim laboratorijama, a narocito je pogodan u

bioloskim sistemima, posto ne denaturizuje proteine [77].

Triton X-100 je tipi¢an nejonski surfaktant i surfaktant izbora za vecinu imuno-
taloznih reakcija. Ova grupa jedinjenja obuhvata Triton X-100, Triton X114, Nonidet P40,
Igepal® CA-630. Ova jedinjenja su veoma sli¢na i razlikuju se samo u prose¢nom broju (n)
monomera po miceli (9.6, 8.0, 9.0, i 9.5, pojedinacno) i raspodeli veli¢ine PEG polarnih glava

[24, 77]. Posto mu je niska CMC vrednost, tesko se uklanja iz rastvora dijalizom.

2.2 Monokomponentne micele i faktori koji uticu na micelizaciju

Prilikom formiranja monokomponentne micele odredenog oblika i veliCine iz

monomernog surfaktanta, moze se primeniti sledeéi asocijacioni model:

gl o Mg}, (2.1)
dG =dn, u,, —dn,u, (2.2)

gde su:

Mg} - monokomponentna micela;

g, - agregacioni broj;

dG - promena slobodne entalpije;

dn, 1dn - promene koliCine monomernog surfaktanta i micele u sistemu;

u, i p, - hemijski potencijali surfaktanta i micele.
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Ukoliko proces asocijacije (2.1) napreduje za diferencijalnu vrednost reakcione koordinate

(d¢), onda izraz (2.2) dobija oblik:

dG = pydé —g,uds

oG _,
aé:p Hy — &iH;

(Z—?j =y, — g +RTInx), —g,RTInx’ (2.3)
P

gde su:

1" - standardni hemijski potencijal micele, odnosno surfaktanta, prema Henrijevom

zakonu (molarna Gibbs-ova energija pri beskonacno razblazenom stanju);

x” - molske frakcije surfaktanta i micele u rastvoru.
Slobodna entalpija sistema se vise ne menja kada se uspostavi stanje ravnoteze:
0=u, —gu +RTInx}, —g,RT Inx’

AG,, = u,, —g,u' =—RTIn x,}; +g.RT In xl." (2.4)

AG;, - standardna promena slobodne entalpije formiranja monokomponentne micele, tj.

promena Gibbs-ove energije pri prelasku g mola (molekula) monomernog surfaktanta iz

vodenog rastvora u micelu.

Na osnovu jednacine (2.4) izvodi se funkcija raspodele micela po agregacionim
brojevima u zavisnosti od promene standardne Gibbs-ove energije formiranja micele:

Inx! = ln(x?’ )gi —%

1

Xy (M{g})=(x')" exp —(ﬂ%f’#") (2.5)
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Deljenjem leve i desne strane jednacine (2.4) agregacionim brojem g, moze se dobiti
zavisnost standardne slobodne entalpije formiranja micela po molekulu surfaktanta (AG )

od kriticne micelarne koncentracije:

1
AG;, =, —gu’ =-RTInx}, +gRTInx’ |—

i

1

AGy _ \gr :MZ_RTm(x;)gf +RTInx"

M

8; 8;
Kada agregacioni broj g. tezi beskonacnosti, dobija se:

lim In x}, )é =0

g0
G, =HuZ&H _ R e, (2.6)
i
gde su:
AG;, - standardna slobodna entalpija formiranja micela po molekulu surfaktanta.
cme, =x] - kritiéna micelarna koncentracija surfaktanta.

AG;, predstavlja zbir slede¢ih doprinosa [27, 79] (Slika 2.4.):

_. L] L] Q a
AGy, =AG;, +AH,,  —RTIn—"~y(a—a,)— RT In| 1 - -2 (2.7)
Q, a
AG*(ord)
gde su:
AG;,, - promena standardne molarne slobodne entalpije (po molekulu monomera)

prilikom prelaza jednog mola ugljovodoni¢nog niza (hidrofobnog segmenta) surfaktanta iz

vodenog rastvora u te¢nu lipidnu fazu (prvi ¢lan uizrazu (2.7), Slika 2.4. 1).
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AG*® (ord)- molarna standardna promena slobodne entalpije (po molekulu monomera)

usled uredenja micelarne hidrofobne faze u odnosu na slobodu hidrofobnu fazu (drugi i tredi

¢lan sa desne strane jednacine (2.7), Slika 2.4. 11);

Q, - broj konfiguracija u micelarnoj hidrofobnoj fazi;
Q, - broj konfiguracija u te¢noj hidrofobnoj (lipidnoj fazi);
AH:@,6 - standardna molarna promena entalpije usled konfiguracionog uredenja

ugljovodoni¢nog niza u micelarnoj hidrofobnoj fazi u odnosu na te¢nu lipidnu fazu.

Y - makroskopski koeficijent povrSinskog napona za grani¢nu povrSinu voda-

ugljovodonicna faza
a - povrsina hidrofobnog jezgra micele po molu monomera

a, - povrsina hidrofobnog jezgra koja je ekranirana sa polarnom glavom surfaktanta

(po molu monomera).

a—a, - povrsina hidrofobnog domena micele koja je hidratisana sa molekulima vode iz

unutrasnjosti rastvora.
a, - povrsina popre¢nog preseka polarne glave surfaktanta (po molu monomera).

Na grani¢noj povrsini micelarne hidrofobne faze i vodene faze nalaze se polarne
grupe (glave) surfaktanata, za koje su vezani ugljovodonic¢ni segmenti surfaktanata u
hidrofobnom domenu micele. Ugljovodoni¢ni niz je jednim krajem fiksiran za polozaj na
grani¢noj povrsini micele, dok je terminalni kraj relativno slobodan, odnosno formalno moze
da zauzme bilo koji poloZaj u hidrofobnom domenu micele. Medutim, oba kraja
ugljovodonic¢nog lanca formalno mogu zauzeti bilo koji polozaj u tec¢noj hidrofobnoj fazi. Iz
toga proizilazi da se u tecnoj hidrofobnoj i micelarnoj fazi razlikuje broj mogudih
konformacija (konfiguracija lanca) ugljovodoni¢nog niza, i zbog toga postoji razlika u

molarnoj konfiguracionoj entropiji: RIn(Q,,/Q, ).

AG(ord) se odreduje na osnovu RIn(Q,/Q,) i AH;, u skladu sa op3tom
jednaéinom G=H-TS.
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Slika 2.4. Formiranje monokomponentne nejonske micele (M) formalno se moze predstaviti
kao zbir sledecih procesa: transfer ugljovodoni¢nih segmenata iz vodene u lipidnu fazu (1);
formiranje micelarne hidrofobne faze (ll); hidratisanje slobodne hidrofobne povrsine micele
(111) i ukljucivanje sterne repulzivne interakcije (sri) izmedu polarnih grupa (glava)

surfaktanata (IV) [27]

Standardna molarna Gibbs-ova energija formiranja grani¢ne povrsine izmedu

hidrofobnog jezgra micele i vodene faze predstavljena je cetvrtim ¢lanom izraza (2.7) i

odgovara slici (Slika 2.4. lll). Poslednji ¢lan u jednacini (2.7) odgovara standardnoj slobodnoj
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molarnoj entalpiji sterne repulzivne interakcije izmedu polarnih grupa surfaktanata (Slika

2.4.1V).
Elektrostaticke interakcije polarnih grupa surfaktanata na granicnoj povrsini
hidrofobnog jezgra micele uti¢u na vrednost AG;,, pored ¢lanova iz jednacine (2.7), kod

jonskih surfaktanata. (Ac_;jd) se dobija iz Debye-Hiickel-ovog zakona [27, 80]:

elstat

2 2
— ) 1+ xa,
(G ),,, =2 - (2.8)
estat— QeRTr \ 1+ xa, +kr
gde su:
(AC_;M) - rad na dopremanju naelektrisanja jezgra jonske micele sa jonizovanim
elstat

grupama g F (koja se sastoji od jonskih surfaktanata i aproksimirana je sferom radijusa r)

sa beskonacne udaljenosti na mesto u rastvoru, koje je okruzeno kontrajonima. Ovaj rad se

odnosi na mol jezgara jonske micele, gde je gj,, ukupan broj jonskih grupa na povrsini micele
(g,'on = gi) .

r - radijus sfere kojom je aproksimirano micelarno jezgro,

F - Faradejeva konstanta (mol naelektrisanja),

¢ - dielektricna konstanta vode,

K - reciprocna vrednost Deby-eve duZine,

a. - radijus kontrajona koji se vezuje za micelu,

= - empirijska konstanta za korekciju elektostaticke interakcije u Debye-Hiickel-ovoj

aproksimaciji.
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2.3 Binarne mesovite micele i faktori koji uticu na micelizaciju

Formiranje binarne meSovite micelle mM{g,xl.'"M,xZ’M} iz surfaktanata i i j u

vodenom rastvoru moze se predstaviti na sledeci nacin:

8y + &y “’mM{g»xzmM”?;nM}(aq) (2.9)
gde su:
g - agregacioni broj mesovite micele;
x"™ix"™ - molski udeli surfaktanata ii j u meSovitoj miceli.

Henrijev zakon moZe se primeniti na hemijski potencijal surfaktanata, odnosno
binarnih mesovitih micela. Standardno stanje se odnosi na beskonacno (idealno) razblazeni

rastvor. Ukoliko proces asocijacije napreduje za diferencijalnu vrednost reakcione

koordinate (df), jednacina (2.9) u uslovima ravnoteze (p, T) dobija oblik:

(Z_?L 0= (1 — g — g, )+ RT (inxty — g Inx? — g Inx’) (2.10)
gde su:
dGg - promena slobodne entalpije;
T, - standardni hemijski potencijal mesovite micele u vodenom rastvoru;
Wi ,uj'. - standardni hemijski potencijali surfaktanata (monomera) u vodenom rastvoru;

be ,xf’ ixl; - molski udeli meSovite micele i surfaktanata (i, j) u vodenom rastvoru.

m

Standardna slobodna entalpija formiranja meSovite micele odreduje molski udeo

mesSovite micele odredene veli¢ine, koja je definisana agregacionim brojem, odnosno
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standardna Gibbs-ova energija formiranja me3ovite micele (AG;, ) odreduje funkciju

°
m

raspodele mesSovite micele, pa se na osnovu jednacine (2.10) dobija:

~(10 — 8t — 8,11 ) =—AG,, = RT(lnx,‘;,M —In(x f ~In(x? )z’)

Ly e e )

() () R

X (mM{g ™ ™ )= ) (x7 exp[_(ﬂ i _i";’; “8itt )} (2.11)
MnoZenjem leve i desne strane jednacine (2.10) reciprotnom vrednoscu

agregacionog broja binarne me3Sovite micele (g), dobija se:

oG . . .
(%j ZOZ(,umM — Q.M —gju/-)+ RT (Inx,,, — g Inx; _gjlnx.f)
p.T

—(u', —o.u —o.u’ L : ;
g g g

gde su (g,/g)=x""i (gj/g)ZX;"M molski udeli surfaktanata (i , j) u binarnoj meovitoj
miceli. U grani¢nom slucaju, uz dovoljno veliku vrednost agregacionog broja g, koristi se

aproksimacija

1
lim 1n(x:’nM )E =0, pa jednacina (2.12) dobija oblik:

g

— (s =8 —&,145)
g

=-RT (x."’M Inx; +x""Inx’ )

1

AG:,, :RT(x,.’"M Inx, +x lnxj?) (2.13)

A(_};M predstavlja molarnu Gibbs-ovu energiju prelaska g, mola surfaktanta i i g mola

surfaktanta j iz vodenog rastvora (faze) u micelarnu pseudofazu, odnosno A(_?;M predstavlja
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standardnu (molarnu) Gibbs-ovu energiju formiranja binarne mesSovite micele izrazenu po

molekulu monomera.

Poput jednacine (2.7), moguce je razloZiti AC_;,;M na slededi nacin [27, 79]:

AG,, =~| Lot &l 8%, z—(—”'”M —x[”Mu,f—x_ﬁ"Mﬂ_?j:
g g g g

= X (AG;W +AH", —RTan—MJ +

L

m. . L4 Q
+x (AGW +AH, —RTan—Mj +
j

L

1 1 J J

a, a.
—l—}/(a—x.’”MaO. —x’.”Man)—RTln[l—xl.’"M L M i]-}-
a a

mM mM mM mM
+RT(xl. Inx/ +X] lnxj ) (2.14)

Q, - broj konfiguracija u micelarnoj hidrofobnoj fazi;
Q, - broj konfiguracija u te¢noj hidrofobnoj (lipidnoj fazi);

AH® standardna molarna promena entalpije usled konfiguracionog uredenja

ord

ugljovodoni¢nog niza u micelarnoj hidrofobnoj fazi u odnosu na te¢nu lipidnu fazu.

V4 - makroskopski koeficijent povrSinskog napona za grani¢nu povrSinu voda-

ugljovodonicna faza
a - povrsina hidrofobnog jezgra micele po molu monomera

ay, @y - povrsina hidrofobnog jezgra koja je ekranirana sa polarnom glavom surfaktanta

i, j (po molu monomera).

a—x[”MaOi—x;”Maoj - povriina hidrofobnog domena micele koja je hidratisana sa

molekulima vode iz unutrasnjosti rastvora.
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a,a, - povrsina popre¢nog preseka polarne glave surfaktanta i, j (po molu monomera).

Izraz (2.14) se samo u poslednjem clanu RT(X,-MM 1nx;1M+x7M1HX7M)razlikuje od

izraza kojim je predstavljeno razlaganje A(_?;M. Taj ¢lan predstavlja standardnu idealnu

molarnu Gibbs-ovu energiju mesanja.

Ako su jedna ili obe vrste gradivnih jedinica binarnih mesovitih micela jonski

surfaktanti, u razlaganju standardne slobodne entalpije formiranja meSovite micele postoji i

¢lan (AG;M)

elstat

koji oznaCava rad na dopremanju naelektrisanja jezgra jonske micele sa
jonizovanim grupama g F (koja sadrzi jonske surfaktante i aproksimirana je sferom

radijusa r) sa beskonacne udaljenosti na mesto u rastvoru, koje je okruzeno kontrajonima.

Ovaj rad se odnosi na mol jezgara jonske micele.

26RTr \ 1+ ka, +xr (15)
gde su:
r - radijus sfere kojom je aproksimirano micelarno jezgro,
F - Faradejeva konstanta (mol naelektrisanja),
¢ - dielektricna konstanta vode,
K - reciprocna vrednost Debye-eve duZine,
a, - radijus kontrajona koji se vezuje za micelu,
= - empirijska konstanta za korekciju precenjene elektostati¢ke interakcije u Debye-

Hiickel-ovoj aproksimaciji,

g,,, - ukupan broj jonskih grupa na povrsini micele.

Ako su obe gradivne jedinice katjonski ili anjonski surfaktanti, onda je: g, =g,+g,.

Medutim, ako je jedna gradivna jedinica katjonski, a druga anjonski surfaktant, vazi:
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gjom =& —g;, i ukoliko je jedna gradivna jedinica jonski surfaktant (j), a druga nejonski,

ondag,, =g;.

2.4 Binarne mesovite micele i teorija fazne separacije

Hemijski potencijal molekula surfaktanta i u razblazenom vodenom rastvoru (ako se

posmatra nejonski surfaktant), uz uslov da vazi Henrijev zakon, iznosi:
W= +RTInc (2.16)

gde su:

4 - standardni hemijski potencijal pri (c,” ) =1 mol dm™ uz hipoteti¢ko idealno stanje koje

vazi u beskonacno razblazenom rastvoru.

Cib =cmc; - ukoliko pri posmatranoj koncentraciji surfaktanata upravo dolazi do formiranja

micela, gde cmc, oznacava kriticnu micelarnu koncentraciju surfaktanta i.

vazduh

SLLLLLLOOLLY o5 o ?

M: FS fp monomer
micela ;

ey
2 et

monomer

Slika 2.5. Model fazne separacije kod monokomponentne micelle [27]
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Pseudofaza predstavlja aproksimaciju u teoriji fazne separacije, gde se formirana

micela u vodenom rastvoru posmatra kao posebna faza (Slika 2.5.). Hemijski potencijal

surfaktanta i u micelarnoj pseudofazi (,u,M) i hemijski potencijal monomera i iz vodenog

rastvora (,ulb) su jednaki ako je sistem u stanju ravnoteze:

M

1 =1 =1 +RTIncme, (2.17)

vazduh

WU =

M: FS rﬁp monomeri (i,j)
; cme;;

fe— ks g;f ooy

monomerl (i,j)

“ RASTVOR

Slika 2.6. Model fazne separacije kod binarne mesovite micele [27]

Kriticna micelarna koncentracija za binarnu smesu surfaktanata(cmcif) moZe se

definisati za slu¢aj kada vodeni rastvor sadrzi binarnu smeSu surfaktanata (i, j

okarakterisanu molskim udelom «,). Kada se meSovita micela sastoji od binarne smese
surfaktanata, koja se aproksimira pseudofazom tecne smese (Slika 2.6.), hemijski potencijal

surfaktanta i (},L:"M ), ili druge gradivne jedinice j (MTM ), mozZe se izraziti jednacinom (2.18):

™ =uM + RTInx™ ™ = g + RTInx" + RT In ;" (2.18)
('ulmM )zd ut
gde su:
,ul.'"M - hemijski potencijal surfaktanta i u mesovitoj miceli kao pseudofazi;
,uiM - hemijski potencijal micelarne pseudofaze u ¢istom stanju (16);
xl.’”M - molski udeo molekula i u binarnoj mesovitoj miceli;
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ﬁ’"M - koeficijent aktivnosti surfaktanta i u meSovitoj miceli;
/JiE - dodatni hemijski potencijal surfaktanta i, koji je direktno srazmeran sa f,'"M

( ,-mM)l.d - hemijski potencijal u idealnom stanju.

Ako se medusobno razlikuju prosecne energije medumolekulskih interakcija
jednokomponentnih (Cistih) i binarnih mesovitih micela (koje su sastavljene od razlicitih

surfaktanata i, j), onda se hemijski potencijal surfaktanata i, j u binarnoj mesovitoj miceli
razlikuje od idealnog(/l,-mM)id. Hemijski potencijal i (odnosno j) iz binarne micelarne

pseudofaze jednak je hemijskom potencijalu surfaktanta i iz vodenog rastvora (2.16) u

stanju ravnoteze
@+ RTInx™ ™ =y + RTInc! (2.19)

Ako se vrednost ,uiM zameni izrazom koji se nalazi na desnoj strani jednicine (2.17),

dobija se:
H +RTIneme, +RTInx™ £ = yff +RTIn!

RTIncme, + RTInx™ ™ =RTInc’ (2.20)

Pseudofaza kao posebna faza se koristi za opisivanje binarne mesovite micele u

mnogim radovima [13, 14, 17, 81, 82] u kojima je prisutan izraz (2.20).

Ravnotezna koncentracija surfaktanta i iz vodene faze moZe se izraziti pomocu

kriticne micelarne koncentracije mesSovite micele i njegovog molskog udela u smesi (al.) u

slu¢aju ravnoteze (2.20), kada upravo pocinje formiranje binarne mesovite micele. Tada je

ukupna koncentracija surfaktanta c; jednaka ¢, =cmc;, i vazi:

RT Incme, + RT Inx™ f"™" = RT Ina,cme, (2.21)
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Molski udeo surfaktanta i u mesovitoj miceli iznosi:

a.cmc..
M = — (2.22)
S eme,

Zbir molskih udela xl.'”M i xj'.”Mjednakje 1 u binarnoj micelarnoj fazi, pa se na osnovu
izraza (2.22) dobija:

(1-a;)cme,

mM
fj cme,

a,cme,
l=——F"+
- mM

S eme,

1

(2.23)

Recipro¢na vrednost kriticne micelarne koncentracije binarne smese surfaktanta

moze se izraziti iz jednacine (2.23):

1 a, l-¢,

1

= mM + mM
cme; S eme, fj cme;

(2.24)

Clint-ova jednacina [18] dobija se pod uslovom da se binarna micelarna pseudofaza

ponasa kao idealna binarna te¢na sme3a, odnosno, uzimajuéi u obzir ;" =fj'”M =1, dobija

se:

1

1 a +l—a.

cmclj CI’I’ZCZ. cmcj (225)

U radu [13], za odredivnaje koeficijenata aktivnosti realnih binarnih mesovitih micela

(2.24), predlozena je primena Teorije regularnih rastvora (Regular Solution Theory - RST)

koja se koristi za opisivanje realnih te¢nih smesa.

Promena entalpije mesanja je nula za idelne tecne smese (AWH;;” =0), Sto ukazuje
na entropijsku prirodu Gibbs-ove energije mesanja: Ami,xG;‘d=_TAmi,xS;/‘d' Prema Teoriji
regularnih rastvora (RST), dodatna slobodna entalpija (Gl;.E ), koja predstavlja odstupanje
Gibbs-ove energije mesSanja realne od idealne tetne smeSe, je entalpijskog porekla:

E E
GE=H]

i’

dok je Szf =0, tj. komponente su medusobno nasumi¢no pomesane u slucaju
realnih te¢nih smeSa. RST povezuje koeficijent aktivnosti fl.’"M sa molskim udelom

komponente iz binarne micelarne faze i sa koeficijentom interakcije (,6’1) na sledeci nacin:

31



Doktorska disertacija Kosta Popovic

1

In ™ =B, (1-x™ )2 (2.26)

In /™ =g, (1-x) (2.27)

Koeficijent interakcije ﬂij definisan je izrazom (2.28):

z (E" +Ejj)
=—| E, ——— 2.28
B, 7| 5 > (2.28)
gde su:
EU. - prosec¢na molarna energija medumolekulske interakcije dveju razlicitih gradivnih

jedinica (i, j)

E,

i’

Ejj - prosecna molarna energija medumolekulskih interakcija parova istih molekula.

. e . . M . Ve v . oy 7o ve
Koeficijent aktivnosti /™" se na osnovu jednacine (2.22) moZe izraziti na sledeci nacin:

acme;, e a,cme; (2.223)

cme x™

mM
/ cme /x;”M

Na osnovu jednacina (2.22a), (2.26) i (2.27) dobija se:

In a,cme; 5 (1 M )2 - 1 In a,cme;
—— =0 (1l—x = ' 2.29
cmex™ ' Y (1 Y )2 emex™ (2.29)
i
a.cmc, > 1 a.cmc,
— 2L =5 (l—x’”M) =B = In——2
mM Py J /A 2 mM (2.30)
Cme;x; (1 -x ) Cme X,

Molski udeo surfaktanta i u binarnoj micelarnoj pseudofazi moze se odrediti na
osnovu izraza (2.29) i (2.30), tako Sto se prvo leva strana jednacine (2.29) podeli levom

stranom jednacine (2.30) i desna strana jednacine (2.29) podeli desnom stranom jednacine

(2.30):
1 1 a; cme;
n
bl ome,
i 1 In &; cmey

M 2 mM
(1) eme; ]
Posle skracivanja razlomka na levoj stani prethodne jednacine i sredivanja dvojnog

razlomka na desnoj strani, dobija se:
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o.Cmc..
(1= f in ==
1= chf al (2.31)
. CMc..
(= Fin 0=
Cij xj

Kako za binarnu micelarnu fazu vazi: x™ +x" =1, u brojiocu na desnoj strani
. ve v . . M . . Ve
jednatine (2.31) moZe se pisati x/"" umesto izraza (l—xj'.”M) , jervazi x™ =1-x"". Shodno
. . . .« . ve v . .. M
tome, u imeniocu na desnoj strani jednacine (2.31) moZe se pisati izraz (l—xi’" ) umesto
mM

x™, jervazi x" =1-x

mM
i

. Takode, treba uvrstiti smenu «; =1-¢, . Tako se dobija izraz

(2.32):

2
M M
(xl.m ) In (aicmcij/cmcixim )

1= 3 (2.32)
(l—x;”M) ln((l—ai)cmcij/cmcj (l—xl.'”M ))

Molski udeo surfaktanta i u me$ovitoj miceli (x7”M) mozZe se dobiti iz jednacine (2.32)

1
iterativnim postupkom, buduci da su poznate eksperimentalno odredene vrednosti kriti¢nih

micelarnih koncentracija cme,, emc, i cme, . Na isti nacin, iterativnim postupkom moze se

odrediti i molski udeo surfaktanta j u mesovitoj miceli (x;”M).

Koeficijent interakcije ﬂij moZe se izraCunati na osnovu jednacine (2.29) kada je

M .. . Ve . v
poznata vrednost x;"" , ili na osnovu jednacine (2.30) kada je poznata vrednost x;T’M . Posto
su na ovaj nacin odredene sve potrebne vrednosti, lako se izraCunava vrednost koeficijenta

aktivnosti za micelarnu pseudofazu f"" na osnovu izraza (2.26), odnosno 7

j na osnovu

izraza (2.27).

U radu [14] prikazan je izraz za promenu molarne Gibbs-ove energije mesSanja za
sluc¢aj kada se formiranje mesSovite micelarne pseudofaze posmatra kao formiranje realne

smese iz Cistih micelarnih pseudofaza njegovih surfaktanata:
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A G. RT( M I M +melnme)+

mix " ij

id
AmtrGll

FRT (2™ In £ 42 1n 1) (2.33)

E
Gjj

Izraz (2.33) ne zavisi od modela.

Priroda idealne Gibbs-ove energija meSanja monokomponentnih micelarnih

pseudofaza (A G ) iskljucivo je entropijska:

mix "~ ij

(o(a G‘d)/aT) =—A, S

mix " ij mix"™ ij

Ukoliko se surfaktanti aproksimiraju sa krutim objektima, A S oznacava molarnu

mix"ij

konfiguracionu entropiju (S.):

S =8 =RInQ

mzx ij

() predstavlja broj mikrostanja sa konstantom energijom x,,’"M mola surfaktanta i i

x;?iM mola surfaktanta j u binarnoj meovitoj miceli. Broj razli¢itih nacina raspodele (2

odreduje se kao broj permutacija sa ponavljanjem, gde je ukupan broj elementa

XM =1,

U teoriji kombinatorike, u skupu od ukupno n elemenata, u kojem su m, m, ... m
brojevi istih elemenata razliCite vrste, pri ¢emu je m +m,+...+m, =n, ukupan broja

permutacija sa ponavljanjem se izra¢unava na osnovu formule:

n!

P(n,m;,m,,m,,..m,) =
m,!m,!m,!...m,!

gde je n! po definiciji faktorijel:
n!=n ‘(n-1) :(n-2) -(n-3) -...- 3- 2- 1, n je prirodan broj i usvaja se da je 0!=1

odnosno vazi
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n! =n (n-1)!
Na osnovu toga sledi:

1

mM mM
x X

Q=

Zamenom prethodnog izraza, dalje se izvodi izraz za molarnu promenu idealne

S“ na sleded¢i nacdin:

mix ™ ij

entropije mesanja A

1» I L
AmixSijd=RIHW=RIHI—R(IH)€'1—M!+1lejM!)
P X
; 1
id m m
A,iS; =Rln—me'me!=k1n1—k(1nxl,M!+1nij)

i N
Uz koriScenje Stirling-ove aproksimacije In(n!) =n In(n) - n, dobija se:

A S@ :—R(xl.’”M Inx™ —x" +x;"M lnx;"M —xw)

nmix 'y i J

id __ mM mM mM mM mM mM
A, Sy =Rl =x"" Inx™ =x7" InxT™ + X" +x]
| —

A S :—R(xf’M Inx™ +xj’M lnx;.”M)

mix ™ ij

Ukoliko se koeficijenti aktivnosti zamene RST jednacinama (2.26) i (2.27), za dodatnu

Gibbs-ovu energiju mesanja micelarnih pseudofaza (Gf) iz jednacine (2.33) dobija se izraz

koji je simetri¢an u odnosu na x""" =0,5:
G = RTp, (x.’"M (™ )2) (2.34)
y i i i

Realna mesSovita micela (meSovita pseudofaza) je termodinamicki stabilnija od

idealne meSovite micele (pseudofaze) ako je dodatna Gibbs-ova energija mesanja negativna
(Gf <0,A,. G;‘”>Am Gg). Sinergisticke (privlacne) interakcije izmedu razlicitih gradivnih

jedinica me3ovite micele oznacavaju se koeficijentom interakcije £, a iz jednacine (2.34) za
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negativnu dodatnu Gibbs-ovu energiju sledi da on ima negativnu vrednost (ﬂlj <0). Ako je

prema jednadini (2.33) A G“ <A G., dobija se suprotan slu¢aj Gl.f>0 u kojem je

mix " if mix " ij 7
binarna meSovita micela manje termodinamicki stabilna od idealne meSovite micele. U
ovom slucaju, izmedu razli¢itih gradivnih jedinica postoje antagonisticke (repulzivne)
interakcije (Slika 2.7.), okarakterisane pozitivnom vrednoséu koeficijenta interakcije ﬂij >0.
Na osnovu ovih jednacina mozZe se predvideti postojanje takve binarne smese surfaktanata

za koju vazi cmc; < cme; Acmc; <cmc;, kod koje negativna vrednost koeficijenta interakcije

B uslovljava da koeficijenti aktivnosti ﬁmM teze nuli, sto je pozeljno u industrijskoj primeni
mesSovitih  micela. Ovakve mesSovite micele su termodinamicki stabilnije od

monokomponentnih i zahtevaju manju potrosnju surfaktanata.
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+ﬁR Tx,-meij ______ -

idealne m. micele realne m. micele
RST

monokomponentna
micela j

B
N
7
<

monokomponentna
micela i

e

:

7o

o Lo

2

realne m. micele
RST

idealne m. micele

—ﬁ R Tx,-me ImM —————— -

Slika 2.7. Formiranje idealne binarne meSovite micele i realne binarne mesovite micele iz
monokomponentnih micela, kod idealnih mesovitih micela postoji veci broj mikrostanja

identi¢nih energija(A St =S Ran) nego kod realnih micela za koje ne vazi RST [27].

mix"ij
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RST na osnovu jednacine (2.28) predvida konstantnu vrednost koeficijenta
interakcije f; koja ne zavisi od promene odnosa surfaktanata u binarnoj smesi (o, o),
odnosno f; bi trebalo da bude konstantan u odredenim intervalima (a;, o) [82-84]. Na

granicama intervala «; na kojima je ,6’,7 =const. predvida se promena medusobne
orijentacije razli¢itih gradivnih jedinica, tj. stepen konformacione slobode (izduzena ili
sklup€ana konformacija) gradivnih jedinica, pa onda viSe ne vazi uslov Sf =0. Za slu¢aj kada
je Sf # 0, RST se ne moZe primeniti. Poredenjem jednacine RST (2.34) sa jednacinom (2.35)

koja se navodi u literaturi [17, 85] dobija se:

ij i

GE =4, (x.'"M (™ )2) (2.35)

koja je nezavisna od modela (ne postoji uslov Slf =0), dobija se da vaii RTﬂij :A[j. Iz

ovoga sledi da se RST jednacine mogu primenjivati bez obzira da li je Sf =0 ili Slf #0, uz

uslov da je dodatna Gibbs-ova energija opisana simetricnom funkcijom u odnosu na

x™ =0,5 (jednacine (2.34), (2.35)).

Na osnovu prethodno izlozenog na Slici 2.8. prikazan je algoritam za ispitivanje

binarnih mesovitih smesa surfaktanata [9]. Pod uslovom da vazi:

() ()

)

>0 (2.36)

1

binarna smesa surfaktanata nije simetricna u odnosu na dodatnu Gibbs-ovu energiju.
Parametar praga primenljivosti RST (® ) procenjuje se na osnovu greske fitovanja funkcije

In cme; = f(e;), odnosno na osnovu greske odredivanja kriticne micelarne koncentracije.
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p
model nezavisne veli¢ine ]

\

D e ) .
A

a,cme;, (1 -q, )cmc[/.

G! =x"™RT| In———— |+ {1 -x"" JRT| In
v [ cmc,.x;"M] ( ' ) cmcjil—x,.'"M )

(" N\ )

(GE)" = RTW ™ (1= )(1 - —(xme } Gy =4 (x;" o )2)
' y

i

nesimetri¢na binarna smesa simetri¢na binarna smesa

\ VAN

da Ry™ M %= _ﬁ=0 ne
") da, Oa,

nije RST
S; #0

Slika 2.8. Algoritam za ispitivanje binarnih smesa surfaktanata sa nesimetricnom

molekulskom strukturom [27]
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Ako je ispitivana binarna smesa surfaktanata simetricna po dodatnoj slobodnoj
entalpiji, odnosno za slucaj prve desne grane algoritma kada je odgovor ,ne” (Slika 2.8.),

pretpostavka Sl.f:O nije prihatljiva kod mesSovitih micela sa nesimetricnim gradivnim

jedinicama kada je ispunjen uslov:

Slika 2.9. Steroidni skelet kao nesimetri¢ni molekularni element surfaktanta: vrednost £

zavisi od orijentacije (A) ili (B) polioksietilenske grupe (POE) [27]
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Ako je mali interval «, (molski udeo u smesi) u kojem se posmatra promena
koeficijenta interakcije ﬂij i ukoliko je barem jedna gradivna jedinica binarne mesSovite
micele nesimetrican molekul, onda vazi Sl.f # 0. Koordinacioni broj (z — broj interakcija

izmedu odabranog molekula i prvog suseda) moZe se smatrati konstantim (2.28) u
posmatranom intervalu «,. Vrednosti E; su promenljive u zavisnosti od razliite
medusobne orijentacije gradivnih jedinica (Slika 2.9.). Iz ovoga se zakljuCuje da prostorna
raspodela surfaktanata u binarnoj miceli nije nasumicna, tj.Eij(proseéna molarna energija
medumolekulske interakcije dveju razli¢itih gradivnih jedinica i, j) nije konstantna u odnosu
na o,. Takode, EU ne zavisi od sastava binarne smesSe surfaktanata sa simetricnom
strukturom. Za svako stanje sa razli¢itim koordinacionim brojem z moZe se odrediti
maksimalna konfiguraciona entropija. Promena koeficijenta interakcije f; u zavisnosti od
o, predstavlja posledicu promene koordinacionog broja z. Da bi se proverila ispunjenost

uslova za koris¢enje RST jednacina kod meSovitih micela sa simetricnim surfaktantima,

ispituje se zavisnost koeficijenta interakcije f; od temperature.

Kada se diferencira izraz (2.34) za dodatnu Gibbs-ovu energiju po «, dobija se:

oGE Ox™ xmM op..
) g o
oa, o .

(2.37)

U jednagini (2.37) ¢lan x™'x"" 6f;/da, je jednak nuli, pod uslovom da vaZi RST
(nesimetri&ni molekuli surfaktanata). U tom sluaju se dobija: 8H ) /oa, = B, 0x"'x"" [oa, .
Kada se diferencira opsta jednacina za dodatnu Gibbs-ovu slobodnu energiju (G=H-TS) po
a, dobija se:

E _ E _ E

(6G; o, )ﬂ =(oH] [oa, )ﬂ T(as; Joa, ),,,T

Uporedivanjem prethodne jednacine sa (2.37), pod uslovom da RST ne vaii
(nesimetri¢ni molekuli surfaktanata), dobija se:

E
ot OB _as,.j

Rx"™ x = (2.38)
7 da, oa,

1
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R-H R
Vrednost razlike (ximM) —(ximM) moze se odrediti i proveriti i na drugi nacin,

ukoliko se (x;"M)R odredi drugom model nezavisnom metodom (Slika 2.8). U radovima [83,
84] prikazan je postupak za odredivanje molskog udela surfaktanta i u meSovitoj miceli
(ximM), uz uslov ravnoteZe dat jednacinom (2.20), u kojem se micele posmatraju kao
pseudofaze, ali se i u vodenom rastvoru uzimaju u obzir koeficijenti aktivnosti surfaktanata
(f,b) U tom sluéaju, aktivnost surfaktanta i (ai'"M) u micelarnoj pseudofazi odredena je

izrazom:

b b
amM =meﬁmM — ai — cij; - ~ Ci — aicmcij (239)

i i

Koeficijenti aktivnosti u vodenom rastvoru mogu se zanemariti kod nejonskih
. . Ve M .
surfaktanta. Za binarnu pseudofazu, koja sadrzi n,"" mola surfaktanta i, odnosno n;"M mola

surfaktanta j, vazi Gibbs—Duham-ova jednacina:

nl.'”Md/zl.'"M +n;”Md,u;”M =nl.'"Mdln a;"M +n;.”Mdln a;.”M =0

mM mM
n. 1—x'
M M M
dlna™ =——~—dIna" =————dIna"
mM J mM Jj
i xl'
M M
ding™ _ 4" daM™ _ ai" 1™ (2.40)
- =—- = ano = .
mM mM mM mM a ‘mM =f( a™ ) mM
d ln aj ai daj ai J xi

Odredivanjem vrednosti @™ u zavisnosti od 4™, odnosno odredivanjem vrednosti

funkcije @™ Zf(aj’M) kada se aktivnosti odreduju jednacinom (39), moze se dobiti nagib:

J

P
tanaam:f(aw), i odrediti molski udeo surfaktanta u binarnoj micelarnoj pseudofazi (xl”’M)

na osnovu izraza (2.40).
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2.5 Hofmeister-ov efekat

Hofmeister serija ili liotropna serija je klasifikacija jona, poredanih po jacini njihove
sposobnosti isoljavanja proteina. Rastvorljivost proteina je kompleksna funkcija fizi¢ko-
hemijske prirode proteina, pH vrednosti, temperature i koncentracije koris¢ene soli. Takode,
ova pojava zavisi i od toga da li je so kosmotropska ili haotropska. U teorijama o strukturi
vode navodi se da neki joni (kosmotropi) stabilizuju strukturu okolnih jona i pojacavaju
hidrofobni efekat, ¢ime se stabilizuju molekuli proteina, a za razliku od njih postoje joni

(haotropi) koji ¢e poremetiti strukturu vode i destabilizovati molekule proteina [86].

Kosmotropi stabilizuju vodenu strukturu i imaju jake interakcije sa molekulima vode,
dok haotropi destabilizuju strukturu vode i imaju slabiju interakciju sa molekulima vode
nego Sto je interakcija izmedu samih molekula vode. Efekte ovih promena je prvi put otkrio

Franz Hofmeister, koji je proucavao uticaj katjona i anjona na rastvorljivost proteina [87].

Hofmeister je otkrio niz soli koje imaju karakteristicne efekte na rastvorljivost
proteina i, kako je kasnije otkriveno, na stabilnost njihove sekundarne i tercijarne strukture.
Anjoni imaju vedi efekat od katjona [88], koji zavisi od rednog (atomskog) broja, odnosno od

precnika jona.

Pokazalo se da joni prisutni u rastvoru proteina utiCu na njihovu rastvorljivost. Isto
tako, ovaj efekat znacajno utiCe na njihove fizicke osobine i stabilnost, i promovise
hidrofobne asocijacije. Ovaj fenomen (Hofmeister-ov efekat) zavisi od konkretnih jona koji
su prisutni u rastvoru i prvi put je proucen rangiranjem razliitih jona prema njihovoj

sposobnosti da istaloZe proteine iz belanca kokosijeg jajeta.

Hofmeister-ov niz se prikazuje kao serija katjona i anjona, poredanih po jacini njihove
sposobnosti da istaloZe proteine. Anjoni imaju jace izrazen Hofmeister-ov efekat od katjona

[88].

......

Hofmeister-ovog efekta.
Anjoni: F~ ~SO; >HPO; >CH,COO >CI >NO; >Br >CIO; >I" >CIO, >SCN
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Katjoni: NH; >K*>Na" >Li" >Mg* >Ca’*

Jedno objasnjenje mehanizma Hofmeister-ovog efekta zasniva se na specificnim

interakcijama izmedu jona i molekula vode koja sadrzi proteine [89].

Hofmeister-ov efekat nekog jona oznacava deo serije koja prikazuje raspored jona u
odnosu na relativan uticaj koji oni imaju na fizicka svojstva mnogih procesa koji se
odigravaju u vodenoj sredini, od uticaja na formiranje koloidnih rastvora, do uticaja na

formiranje razliCitih konfiguracija proteinskih makromolekula [89].

Neka istrazivanja ukazuju na to da joni narusavaju prirodnu mrezu vodoni¢nih veza

molekula vode, pa time ispoljavaju slicno dejstvo kao povisenje pritiska ili temperature [90].

Tumacenje Hofmeister-ove serije uveliko zavisi od koncentracije soli koja je u
rastvoru, jer pri malim koncentracijama efekat je prekriven ocekivanim ponaSanjem
molekula vode, dok pri velikim koncentracijama fine razlike u uticaju koje su potrebne da bi
se uspostavio redosled (serija) jona postaju nevidljive. Joni kod kojih je prisutna velika
hidratacija znac¢ajno menjaju kapacitet molekula vode za formiranje medusobnih vodonicnih
veza, Sto uzrokuje lokalna narusSavanja tetraedarske mreze vodoni¢nih veza molekula vode
[91]. Ocekuje se da uticaj jona prividno smanjuje raspolozivu koli¢cinu molekula vode koja bi
inace stupala u interakciju sa makromolekulom. Ako se posmatraju soli Zucnih kiselina, koje
su amfifilni bipolarni povrsinski aktivni molekuli, moze se ocekivati da ¢e joni svojim
prisustvom u odredenoj koncentraciji uzrokovati raniju pojavu kriticne micelarne
koncentracije u vodenom rastvoru soli Zu¢nih kiselina. Ako razmotrimo katjone I-a grupe
periodnog sistema elemenata, iako su nosioci iste koli¢ine pozitivnog naelektrisanja, zbog
razli¢ite gustine tog naelektrisanja olekuje se da manji katjoni pokazuju veci uticaj od
masivnijih katjona, pa je moguce rasporedivanje ovih jona u Hofmeister-ovu seriju u odnosu

na to kako uti¢u na formiranje micela soli Zu¢nih kiselina.

Mnogi naucni radovi u dostupnoj literaturi izuCavaju razliite aspekte Hofmeister-

ovog efekta.

Radovi o molekulskim modelima jedinjenja pokazuju kako jonske interakcije vezane

za Hofmeister-ov efekat uticu na stabilnost proteina. U mnogim radovima kao najcesci
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indikator koristi se konstanta isoljavanja, koja se moze koristiti kao pokazatelj kako jonske
interakcije uti¢u na stabilnost proteina. Nulta tacka u Hofmeister seriji, koji deli proteinske
denaturante od stabilizatora, proizilazi iz suprotnih interakcija sa razli¢itim klasama grupa:
Hofmeister-ovi joni isoljavaju nepolarne grupe i povecavaju solubilizaciju u peptidnoj grupi.

Rad [92] objasnjava mehanizme ove dve klase jonskih interakcija.

Debye-Hiickel-ova teorija predvida da je logaritam rastvorljivosti proteina srazmeran

kvadratnom korenu jonske jacine [93].

U radu [94], gde je ispitivan uticaj NaCl na hidrofobnost odabranih Zucnih kiselina
kao mera hidrofobnosti uzeti su retencioni faktor, k (HPLC) i CMC vrednost Zucne kiseline,
odnosno poreden je uticaj NaCl dobijenog hromatografskom metodom sa eksperimentom

koris¢enim za dobijanje CMC vrednosti.

Ako se pretpostavi da kontrajon uti¢e samo na vrednost naelektrisanja micele, onda
bi njegov uticaj bio isti za sve Zuéne kiseline. U ranijoj literaturi i u samom radu [94]

dokazano je da uticaj elektrolita zavisi od same Zucne kiseline.

Posa i saradnici [94] ukazuju na znacaj nestabilizovanih molekula rastvaraca u ovom
procesu. To su molekuli rastvaraca koji okruzuju hidrofobnu povrsinu Zucne kiseline. Broj
stabilizovanih molekula rastvaraca (molekuli rastvaraca koji okruzuju hidrofilnu povrsinu
zucne kiseline) u solvatacionom omotacu raste sa porastom broja okso grupa u molekulu
zucne kiseline, iz sternih razloga. Na taj nacin broj nestabilizovanih molekula rastvaraca
opada. Pokazano je da je efekat desolvatacija hidrofobne povrSine Zucne kiseline jaci sa
povecanjem koncentracije NaCl. Ako se gleda uticaj na same Zucne kiseline, povecanje
koncentracije NaCl dovodi do smanjenja CMC vrednosti, jer je povecana desolvatacija
hidrofobne povrsine Zucne kiseline, tj. smanjen je broj nestabilizovanih molekula vode i
povecana je B povrSina molekula preko kojih se Zucne kiseline i povezuju prilikom

samoasocijacije u micele. Ovo povecanje je vece ukoliko je Zu¢na kiselina hidrofobnija.

U radu [94] je zato formalno izjednacena standardna slobodna energija formiranja

micele sa standardnom slobodnom energijom desolvatacije hidrofobne povrSine Zucne
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kiseline i dobijen je izraz koji povezuje vrednost kriticne micelarne koncentracije sa brojem

nestabilizovanih molekula vode.

U ispitivanjima uticaja Hofmajsterovog efekta na micelizaciju uveden je pojam
specificne adsorpcione energije, uy, za cije kompjutersko generisanje nisu ukljuceni
prilagodljivi parametri. Vrednost 1, jon specificna adsorpciona energija, jednaka je Van der
Waals-ovoj adsorpcionoj energiji jona na povrsini izmedu dve faze. Pokazalo se da je
nezavisna od vrste surfaktanta, Sto joj daje Siroku primenu. Vrednosti adsorpcionih energija
jona su izracunate na osnovu njihovih osnovnih veli¢ina: prec¢nika slobodnog i hidratisanog
jona, moguce deformacije hidratacione ljuske na granici faza, polarizabilnosti i jonizacionog
potencijala jona i grani¢ne faze, i u skladu su sa Hofmajsterovom serijom kojom je on
razvrstao jone na osnovu njihove aktivnosti. Dalje, predstavljen je model koji predstavlja
zavisnost CMC vrednosti od date adsorpcione energije jona i ovi rezultati su i potvrdeni na

eksperimentalnim podacima [95].

Na osnovu radova [94] i [95], moZe se zakljuciti da, za istu vrednost koncentracije
elektrolita, vrednosti snizene CMC nakon dodatka elektrolita za razlicite Zucne kiseline
zavise zapravo samo od pocetne CMC vrednosti same Zucne kiseline. Vrednosti za CMC
proucavanih Zucnih kiselina se razlikuju u zavisnosti od njihove hidrofobnosti. Hidrofobnije
Zucne kiseline, sa vise nestabilizovanih molekula vode imaju nize CMC vrednosti. Ovo

potvrduje prvu teoriju da uticaj jona zavisi od broja nestabilizovanih molekula vode

Da bi se pravilno uporedila relativna efikasnost jona u nekom procesu, eksperimenti
koji se bave efektima karakteristicnim za odredeni jon (npr. Hofmeister) treba da sadrze
informacije o tome koji se protein posmatra, koji su kontra-joni prisutni u rastvoru, da li

postoje neki specificni uticaji na jone, jaCina pH i temperatura [96].

TaloZenje proteina pokazuje visok stepen korelacije sa koli¢inom jona prisutnih u
vodi. Snazno hidratisani anjoni uklanjaju slobodne molekule vode iz solvatacione ljuske

proteina i dehidriraju povrsinu (isoljavanje proteina) [97, 98].

Isoljavanje ili taloZenje proteina (kristalizacija proteina) se koristi kao metoda za
razdvajanje proteina. Ovaj proces se takode koristi da bi se koncentrovali razblazeni rastvori

proteina. So se moze ukloniti iz rastvora pomocu dijalize. Koncentracija soli koja je potrebna
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da bi se protein istaloZio iz rastvora razlikuje se od proteina do proteina. U strukturi proteina
prisutne su hidrofobne i hidrofilne aminokiseline. Ako je dovoljan deo povrSine proteina
hidrofilan, protein ¢e biti rastvoren u vodi. Kada se koncentracija soli povecava, joni soli
priviaée deo molekula vode, sto smanjuje broj slobodnih molekula vode koji mogu da
stupaju u interakciju sa naelektrisanim delom proteina. Zbog smanjenja broja molekula
solventa, pojacCavaju se interakcije izmedu samih proteina i postaju jaCe od interakcija
proteina sa vodom, Sto izaziva koagulaciju proteina koji medusobno stupaju u interakciju sa

hidrofobnim delovima molekula, i ovaj proces se naziva isoljavanje proteina [99].

Pojava isoljavanja odvija se u skladu sa Hofmeister-ovim nizom za veliki broj proteina

iznad izoelektri¢cne tacke [100].

Mnogi nerastvorni proteini mogu se rastvoriti u vodi ukoliko pH vrednost nije u
blizini izoelektricne tacke [101], jer se naelektrisani molekuli proteina medusobno odbijaju
hidrofobnim regijama koje su prekrivene solvatacionom ljuskom veoma male gustine, ¢ime
se izbegava direktna interakcija dva molekula proteina. U ovom slu¢aju, dodavanjem jona
smanjuju se odbojne interakcije i solvataciona ljuska vode organizaciju tako dovodi do

taloZenja proteina [101].

Hofmeister-ov efekat je relevantan za Siroku oblast proucavanja enzimske aktivnosti
[102-104], stabilnosti proteina, medusobnih interakcija proteina, kristalizacije proteina,

opticke rotacije Secera i aminokiselina, kao i rasta bakterija [105].

Enzimi, kao i svi proteini, sadrze veliki broj kiselih i baznih funkcionalnih grupa
lociranih uglavnom na spoljasnjoj povrsini molekula. Povrsinsko naelektrisanje molekula
enzima koji se nalazi u vodenom rastvoru, moze se promeniti kao rezultat promena pH
vrednosti rastvora koje utiCu na ravnotezu disocijacije kiselih i baznih grupa prisutnih u
enzimu. Kao posledica toga, enzimska aktivnost, strukturne karakteristike i rastvorljivost
enzima mogu se znacajno promeniti. Promene u pH vrednosti rastvora mogu uticati na
odnos koli€ine supstrata i proizvoda enzimske reakcije. Promene u naelektrisanju molekula
enzima c¢e se ogledati u promenama sposobnosti vezivanja supstrata i efikasnosti katalize.
Preovladava misljenje da se uticaj pH vrednosti rastvora na enzimsku reakciju moZe objasniti

uz pretpostavku da samo jedan od mogucih jonizovanih oblika molekula enzima dovodi do
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najizrazenijeg katalitickog delovanja. Drugim recima, postoji optimalna pH vrednost koja

favorizuje nastanak maksimalne koncentracije kompleksa enzim-supstrat [106].

Jonska jacina je joS jedan od parametara koji mozZe uticati na kataliticku aktivnost. Pri
visokoj vrednosti jonske jacine, moze dovesti do smanjenja vrednosti pKa karboksilne
kiseline, verovatno zbog konkurencije katjona sa vodonikovim jonom u karboksilnoj grupi, u
rastvoru neutralne pH vrednosti. Uticaj na ukupno naelektrisanje molekula enzima nije
znacajan, izuzev ukoliko se promena naelektrisanja pojavljuje na aktivnom mestu molekula

[106].

lako se smatra da su jonska jacina i pH vrednost znacajni faktori koji utiCu na
aktivnost enzima, efekti specifi¢nih jona nisu objasnjeni klasi¢nim teorijama elektrostatike u
fizickoj hemiji. Konformaciona struktura enzima, stabilnost i aktivnost su rezultat ne samo
elektrostatickih sila, nego i sloZenog uzajamnog dejstva raznih drugih faktora. Ovi faktori se
kategorizuju kao: elektrostaticki, efekti dipola, Van der Valsove sile, vodoni¢ne veze,
solvatacija i efekti polarizacije, ravnoteza disocijacije naelektrisanih grupa. Ovi faktori, koji
imaju svoje poreklo u teorijama o interakciji izmedu molekula i rastvaraca, predstavljaju
pojednostavljeno tumacdenje mnogo komplikovanijih odnosa prisutnih u rastvoru, izmedu

kojih nema jasnih granica [106].

U radu [107] prikazan je Hofmeister-ov efekat u zavisnosti od razli¢itih anjona koji

imaju specificne interakcije sa povrSinom enzimskih molekula.

Istrazivanja pokazuju veliki uticaj neorganskih soli i jona na pH pufera i aktivnost i
stabilnost alkalne fosfataze. Sva tri aspekta su kontrolisana direktno ili indirektno
Hofmeister-ovim efektom. Preovladuje stav da jak elektrolit moZe da utice na pH rastvora
pufera samo preko elektrostaticke interakcije. Istrazivanja pokazuju da pH pufera moze da
se znacajno menja dodavanjem soli i da je ova promena jonski specificna u skladu sa
Hofmeister-ovim nizom. | enzimska aktivnost i stabilnost su u korelaciji sa Hofmeister-ovim
nizom. Kombinacija opstih elektrostati¢kih interakcija i specifiénih jonskih sila disperzije
doprinose toj pojavi. Prisutan je mehanizam koji se zasniva na sposobnosti jona da utice na
solvatacionu ljusku oko molekula enzima i povrSinu enzima sa unutrasnjom strukturom.
Anjoni imaju vedi uticaj na stabilnost enzima od katjona. Na promenu aktivnosti enzima

dodavanjem razlicitih soli uti¢u i anjoni i katjoni, promena aktivnosti razlikuje se od enzima
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do enzima, jer je mehanizam promene aktivnosti vezan za uticaj oba ova jona na povrsinski
pH, aktivho mesto, i kataliticki mehanizam svakog specificnog enzima. Sve ovo mozZe se
objasniti uz pomo¢ Hofmeister-ovog niza. Studija stabilnosti alkalne fosfataze pokazuje jos
jedan primer kako kosmotropski anjoni i haotropski katjoni omogucavaju veéu enzimsku
aktivnost. Aktivnost alkalne fosfataze je optimalna u vodenom rastvoru u kojem je prisutna
so poput KNOs, Ciji katjon i anjon imaju slicnu jacinu kosmotropskih i haotropskih svojstava

[108].
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3. CILJEVI | HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja su sledeci:

1. lIspitivanje primene promene kiselinske konstante (pKa) micelarno vezane Zucne
kiseline u odnosu na slobodnu Zuénu kiselinu za opisivanje stepena termodinamicke

stabilizacije binarne mesovite micele.

Cilj rada je termodinamicka karakterizacija binarne smese surfaktanata: natrijum-
hiodeoksiholata (HD) i polisorbata Tween 20 (T-20), Tween 60 (T-60), poSto do sada ovi
micelarni sistemi nisu jo$ ispitani. Radi proucavanja uticaja duZine hidrofobnog segmenta
polisorbata, odnosno stereohemije OH grupa steroidnog skeleta na sinergisticki efekat
izmedu razlicitih gradivnih jedinica (dodatna Gibbs-ova energija) mesSovite micele,
termodinamicki parametri micelarnih sistema HD — T-20, odnosno HD — T-60 uporeduju se
sa termodinamickim parametrima micelarnih sistema natrijum-holata (C) — T-20, odnosno
C— T-60. Takode, cilj je da se primenom potenciometrijske titracije micelarno vezanog
anjona Zucne kiseline ispita moguénost brze karakterizacije binarnih mesSovitih micela soli
zuc¢nih kiselina — polisorbata u smislu moguéeg sinergizma (termodinamicke stabilizacije),
Sto je poZeljno u industrijskim laboratorijama. Naime, kod tenziometrijskog ili
spektrofluorometrijskog (sa probnim molekulom) odredivanja kriticne micelarne
koncentracije binarne smese surfaktanata, za svaki odgovarajuci sastav smese surfaktanata
(molski udeo a) potrebno je praviti seriju rastvora razli¢itih koncentracija. Dok kod
potenciometrijske titracije dovoljan je jedan rastvor binarne smese (iznad kriticne micelarne

koncentracije) za svaku vrednost a.

2. Postavljanje fizicko hemijskog modela koji opisuje promenu pKa vrednosti micelarno

vezane zucne kiseline.

Cili je termodinamicka karakterizacija binarne smeSe surfaktanata Na-
hiodeoksiholata i Tritona X-100 koja u literaturi joS nije opisana. Ovaj sistem je interesantan
sa stanovista biomedicinske primene, posto hiodeoksiholna kiselina ima dve ekvatorijalne
OH grupe u steroidnom skeletu, Sto je poZeljno u pogledu smanjenja hemolitickog

potencijala. Takode, cilj je ispitati da |li je moguca procena termodinamicke stabilnosti
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mesovitih micela Na-hiodeoksiholata — Tritona X-100 i mesSovitih micela Na-holata — Tritona

X-100 na osnovu potenciometrijske titracije njihovog micelarnog rastvora.

3. Ispitivanje Hofmeister-ovog efekta pri razli¢itim temperaturama na termodinamicku

stabilizaciju micelarnih sistema.

Tumacdenje Hofmeister-ove serije uveliko zavisi od koncentracije soli koja je u
rastvoru, jer pri malim koncentracijama efekat je prekriven ocekivanim ponaSanjem
molekula vode, dok pri velikim koncentracijama fine razlike u uticaju koje su potrebne da bi
se uspostavio redosled (serija) jona postaju nevidljive. Joni kod kojih je prisutna velika
hidratacija znac¢ajno menjaju kapacitet molekula vode za formiranje medusobnih vodonicnih
veza, Sto uzrokuje lokalna narusavanja tetraedarske mreze vodoni¢nih veza molekula vode
[91]. Ocekuje se da uticaj jona prividno smanjuje raspolozivu koli¢cinu molekula vode koja bi
inade interreagovala sa makromolekulom. Ako se posmatraju soli Zu¢nih kiselina, koje su
amfifilni bipolarni povrsinski aktivni molekuli, mozZe se ocekivati da ¢e joni svojim prisustvom
u odredenoj koncentraciji uzrokovati raniju pojavu kriticne micelarne koncentracije u
vodenom rastvoru soli Zuc¢nih kiselina. Ako razmotrimo katjone I-a grupe periodnog sistema
elemenata, iako su nosioci iste koli¢ine pozitivnog naelektrisanja, zbog razliCite gustine tog
naelektrisanja ocekuje se da maniji katjoni pokazuju vedéi uticaj od masivnijih katjona, pa je
moguce rasporedivanje ovih jona u Hofmeister-ovu seriju u odnosu na to kako uti¢u na

formiranje micela soli Zucnih kiselina.
Ocekivani rezultati istrazivanja su sledece hipoteze:

1. Promena pKa vrednosti micelarno vezane zucne kiseline je u znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa apsolutnim vrednostima koeficijenta interakcije - poveéanje pKa
vrednosti opisuje termodinamicku stabilizaciju mesovite micele.

2. Poznavajuci particioni koeficijent Zucne kiseline za 1-oktanol i poznavajudi kriti¢nu
micelarnu koncentraciju anjona Zucne kiseline, moguce je konstruisati fizicko
hemijski model po kojem micelarno vezana Zucna kiselina ima dodatnu Gibbs-ovu
energiju (excess Gibbs energy) iz koje proizilazi promena pKa vrednosti.

3. Sto je maniji pre¢nik katjona, to je veda termodinamicka stabilizacija micelarnog

sistema u vodenom rastvoru.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

4.1 Materijal

Tween-ovi (20, 60) Cistoce >99% nabavljeni su od kompanije J.T. Baker. Triton X-100
nabavljen je od kompanije J.T. Baker (>99%). Natrijum hiodeoksiholat, natrijum deoksiholat i

natrijum holat kupljeni su od kompanije Sigma-Aldrich (Cistoé¢e >99%).

Katjoni (Li*, Na*, K*, Rb*, Cs*) dobijeni su u vodenim rastvorima iz hlorida ovih metala.

4.2 Metode

4.2.1 Spektrofluorifotometrija

Spektrofluorifotometrija (fluorescentna spektroskopija) bavi se elektronskim i
vibracionim stanjima. Molekuli se nalaze na razli¢itim energetskim nivoima. U fluorescentnoj
spektroskopiji uzorak se ekscituje iz osnovnog stanja, apsorpcijom fotona, na neki od
vibracionih ekscitiranih stanja. Sudari ekscitiranih molekula sa drugim molekulima uzorka
uzrokuju gubitak vibracione energije, dok se ne postigne najnize vibraciono stanje.

Molekul se vraca u osnovno vibraciono stanje emitujuci foton, a emitovani fotoni ¢e
imati razli¢ite energije, i razliite frekvencije. Pri fluorescenciji molekula pojavljuju se
snopovi zracenja, jer se elektronski pobudeni molekuli mogu relaksirati u bilo koji od
nekoliko vibracionih nivoa u osnovnom elektronskom stanju. Molekulski fluorescentni
snopovi sastavljeni su od linija vecih talasnih duzina, odnosno manjih energija od
apsorbovanog zracenja. Taj pomak talasnih duZina ka veéim vrednostima naziva se Stokes-ov
pomak.

Pirenski fluorescentni spektri mogu se koristiti za odredivanje kriticne micelarne
koncentracije rastvora surfaktanata [109]. Piren [;/I; odnos je cCesto koriS¢ena metoda
odredivanja ovog parametra micelarnih sistema [110]. Odredivanje CMC pomocu pirena

koristi se u rastvorima Cistih surfaktanata, i u rastvorima mesovitih micela [111].
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Kriva piren I;/I; odnosa u funkciji ukupne koncentracije surfaktanata pokazuje
infleksionu tacku oko kriticne micelarne koncentracije. Ispod CMC vrednosti piren [,/I;
odnos pokazuje polarnu sredinu, a iznad CMC piren I;/I; odnos dostize priblizno konstantnu
vrednost zbog inkorporacije probnog molekula u hidrofobni region micele.

Funkcija zavisnosti /;/[; odnosa od ukupne koncentracije surfaktanata moze se
opisati Boltzmann-ovom sigmoidalnom krivom. Odnos x¢/Ax moZe upotrebiti za odabir
nacina odredivanja CMC, tj. koji deo sigmoidalne krive se koristi za definiciju CMC. [111].

U literaturi se infleksiona tacka x, koristi za odredivanje CMC za surfaktante koji

imaju vrlo niske CMC vrednosti (ispod 1mmol/dm?), a presek sa tangentom koja prolazi kroz

X, koristi za odredivanje CMC u ostalim slucajevima surfaktanata [112].

Molekuli pirena se prevode u pobudeno stanje na talasnoj duZini od 334nm (Agilent
Cary Eclipse spektrofluorifotometar opremljen sa Peltier termostatskim drzacem celija)
[113]. Promena intenziteta prve (/;, 373 nm) i treée (I3, 384 nm) vibracione trake emisionog
spektra pirena posmatra se u funkciji od ukupne koncentracije surfaktanata (c;) na
temperaturi od 298,15 K (ili kada je re¢ o merenju uticaja katjona prve grupe na CMC i
proucavanju Hoffmeister-ovog efekta, u vise temperaturnih vrednosti do 323,15 K). Kriti¢ne

micelarne koncentracije (CMC) Cistog surfaktanta, kao i CMC binarnih smesa surfaktanata,
odredivane su u presecima pravih dve tangente u ravni (11/13)_Cr- Merenja su ponavljana
(n=7) sedam puta da bi se potvrdila ponovljivost merenja. Greska u odredivanju CMC
vrednosti nije prelazila 4% (greska merenja predstavlja errorz(sf/f)IOO, gde je s.

standardna devijacija srednje vrednosti x ).

4.2.2 Titracija

Titracija je izvedena pomocu Radiometer Analytical TIM870 Titration Manager, uz
koriS¢enje softvera Titra Master 85 [20]. Titracija je sprovedena u prisustvu 300 mM NaCl i u
atmosferi azota. Prilikom titracije koriS¢ena je dinamicka infleksiona tacka, sa PHC 2001
elektrodom (kombinovana pH elektroda), sa brzinom birete 10 ml/min, akceptacijom
(acceptation) 10 s, i kriterijumom stabilnosti 50 mpH/min. Titracije su ponavljane 5 puta i
izraCunata je prosecna pKa vrednost. Greska odredivanja vrednosti pKa nije bila veca od

3%.
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Vrednost pKa se mozZe izraCunati na osnovu formule Back-a i Steenberg-a [114]:

HA +0.5,u°‘5
TOT-HA 1+ 4%

pKa =pH, +log

gde su:
pHy— pH vrednost u tackiy;

HA — zapremina hlorovodoni¢ne kiseline koja je potrebna za pocetak precipitacije
natrijumovih soli Zu¢nih kiselina;

TOT — ukupna zapremina hlorovodonicne kiseline koja je potrebna za neutralizaciju NaOH
i natrijumovih soli Zu¢nih kiselina;

I - jonskajacina utackiy,

HA =Z7Z—-W [ml]; TOT =y —-W [ml] (Slika 4.1).

pH T,p = const.

pHy

»

W X X’ Z V /ml

Slika 4.1. Potenciometrijska kriva titracije natrijum-holata i natrijum-hidroksida sa
hlorovodoni¢nom kiselinom

U rastvorima anjona Zucnih kiselina (u prisustvu Triton X-100) 2,5 mol/dm? natrijum
hidroksid je dodat da poveéa pH vrednost rastvora iznad 10. Hidrohlorna kiselina
(standardizovana na nivou cetvrte decimale) pripremljena je u koncentraciji od 10
mmol/dm? za titraciju natrijumovih soli holne i hiodeoksiholne kiseline (alikvot od 10 ml za

potenciometrijsku titraciju u kojem je ¢ =10 CMC — kriticna micelarna koncentracija anjona
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su¢ne kiseline) i u koncentraciji od 0,1 mmol/dm® za titraciju anjona Zuénih kiselina u
pseudofazi mesovite micele (alikvot od 100 ml za potenciometrijsku titraciju, ¢ =10 CMCj—
kriticna micelarna koncentracija smese surfaktanata natrijumove soli Zu¢ne kiseline i Tritona

X-100). Greska odredivanja pKa vrednosti nije prelazila 2,5%.
4.2.3 Odredivanje slobodne koli¢ine kontra jona

Vrednosti frakcije micelarno vezanog kontrajona (§) su odredivane pomodu
Radiometer TitraLab 845 titratora koji poseduje jonski selektivhu elektrodu ISE21Na i
referentnu elektrodu RedRod201 (Ag/AgCl) na sobnoj temperaturi. Kalibracija je izvrsena sa

rastvorima NaCl.
4.2.4. Termometrijska titracija

Eksperimenti u kojima je koris¢ena termometrijska titracija su izvodeni na 283,15,
288,15, 293,15 i 303,15 K (T £ 2 x 10™ K) uz praéenje termalne aktivnosti (thermal activity
monitor - TAM) pomoc¢u mikrokalorimetar izotermalnog toplotnog protoka (ThermoMetric
LKB 2277, Lund, Sweden). Identi¢an detektor, koji poseduje ¢eliju za uzorak i referentnu
¢eliju je takode koridéen. Celija sa uzorkom, koja poseduje mehanizam za me$anje rastvora, i
Lund mikrotitrator je napunjen sa 2 ml vode. Titrant je iniciran u celiju u alikvotima od 10 pl
na brzini mesanja od 60 rpm (rotacija po minuti), u intervalima od 90 minuta (0,5 ml; 5 mM
HD — Triton X-100 (molarni odnos 1:1); 5 mM C — Triton X-100 (molarni odnos 1:1); 200 mM
HD; 200 mM C, 5 mM Triton X-100). Eksperiment je kompjuterski upravljan pomodu softvera
DigiTam 4.1. Nivo Suma bazne linije kalorimetra tokom merenja bio je u granicama
+0,05 quec'l. Ponovljivost dobijenih kalorimetrijskih pikova (maksimuma) u eksperimentu

sa titracijom bila je u proseku bolja od 2%.

4.2.5. Nuklearna Overhauser-ova spektroskopija (Nuclear Overhauser

enhancement spectroscopy - NOESY)

Nuklearna Overhauzerova spektroskopija (Nuclear Overhauser enhancement
spectroscopy - NOESY) je neinvazivna tehnika koja moze da se koristi za odredivanje lokacije
solubilizata u micelama ili njegove interakcije sa micelom. Ova merenja (2 mM HD — Triton
X-100 (molarni odnos 1:1) u D,O i 2 mM of C — Triton X-100 (molarni odnos 1:1) u D,0,
293,15 K) izvrSena su pomocu uredaja Bruker Avance 111 500 (500 MHz).
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5. REZULTATI | DISKUSUJA

5.1. Binarne mesovite micele polisorbata (Tween 20 i Tween 60) i Zucnih soli (Na-
holata odnosno Na-hiodeoksiholata): RST i promena pKa vrednosti micelarne Zucne

kiseline — novi pristup proceni stabilnosti mesovitih micela

Ovaj deo istrazivanja bavi se termodinamickom karakterizacijom binarnih smesa
surfaktanata: natrijum hiodeoksiholata (HD) i polisorbata Tween 20 (T20), zatim HD i Tween
60 (T60). Uporeduju se termodinamicki parametri micelarnih sistema HD-T20, odnosno HD-
T-60 sa termodinamickim parametrima micelarnih sistema natrijum holata C-T20, odnosno
C-T60, radi proucavanja uticaja duZine hidrofobnog segmenta polisorbata, odnosno
stereohemije OH grupa steroidnog skeleta na sinergisticke efekte izmedu razli¢itih gradivnih
jedinica mesovite micele, odnosno na dodatnu Gibbs-ovu energiju. Ovo istraZivanje
povezuje konstantu protolize micelarne Zucne kiseline sa sinergistickim efektom izmedu
razlicitih gradivnih jedinica binarne mesovite micele (tj. termodinamickom stabilnos¢u

micele).

Zuéne soli imaju znatno vece vrednosti (izmedu 50 i 100 puta) kritiéne micelarne
koncentracije od polisorbata [10, 115]. Kod binarnih smesSa polisorbata i Zu¢nih soli u
vodenom rastvoru najpre polisorbati formiraju sferoidne micele u cije se Zljebove (prostor
izmedu hidrofobnih segmenata polisorbata na povrsini micele) tangencijalno uklapaju anjoni
zu¢nih kiselina tako Sto je konveksna ravan steroidnog skeleta (B-strana — hidrofobna

povrsina) orijentisana prema unutrasnjosti (hifrofobne faze) mesovite micele.

Prisutne su sinergisticke interakcije (£; <0, Tabela 5.1) izmedu gradivnih jedinica
binarne mesovite micele sistema Tween 20 (T20) i Na-hiodeoksiholata (HD), odnosno Tween
60 (T60) i Na-hiodeoksiholata. Iz ovoga se izvodi zaklju¢ak da su realne binarne mesovite
micele T20-HD odnosno T60-HD termodinamicki stabilnije od idealnih binarnih mesovitih
micela istih sistema surfaktanata. Gradenje vodoni¢nih veza izmedu a orijentisanih OH
grupa steroidnog skeleta HD i polioksietilenskog niza polisorbata sa povrSine mesovite
micele verovatno uzrokuje sinergisticki efekat. Prisustvo vodoni¢ne veze o ituje se u
vrednostima koeficijenata aktivnosti surfaktanata za micelarnu pseudofazu koje su za obe

gradivne jedinice manje od nula, $to znaci da je hemijski potencijal, kako polisorbata, tako i
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HD smanjen u realnoj micelarnoj fazi u odnosu na micelarnu fazu kao idealnu smesu. Ovo

znadi da su obe gradivne jedinice su istovremeno stabilizovane (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Termodinamicki parametri binarnih mesovitih micela Na-hiodeoksiholata i

Tween 20(T20) odnosno Tween 60 (T60)

cme; Gif
a xm ﬂq fi-mM fij
mMm Jmol™*

T20

0,1 0,203 0,708 -6,522 0,573 0,038 -3342,48
0,2 0,118 0,732 -7,181 0,597 0,021 -3492,21
0,3 0,099 0,788 -6,288 0,754 0,020 -2604,03
0,4 0,090 0,816 -5,970 0,817 0,019 -2222,04
0,5 0,061 0,804 -7,188 0,759 0,010 -2807,96
T60

0,1 0,103 0,742 -6,92 0,631 0,022 -3283,03
0,2 0,093 0,889 -4,08 0,951 0,039 -998,06
0,3 0,054 0,846 -5,85 0,870 0,015 -1889,38
0,4 0,050 0,929 -4,30 0,978 0,024 -703,092
0,5 0,041 0,944 -4,14 0,987 0,025 -542,538

T20-HD binarne mesovite micele su viSe termodinamicki stabilizovane u odnosu na

T20-C binarne mesovite micele [67], Sto se moZe se objasniti razlikom orijentacije OH grupa

na konkavnoj povrsini (a-strana steroidnog skeleta) anjona Zucne kiseline (Tabela 5.1,

Tabela 5.2). HD u poloZaju C6 steroidnog skeleta ima a ekvatorijalnu (e) OH grupu koja je za

60° pomerena prema srednjoj ravni steroidnog skeleta u odnosu na orijentacije C7 i C12 a

aksijalnih (a) OH grupa C. Pomeranje a-(e)-OH grupe HD prema srednjoj ravni steroidnog

skeleta (prema tangenti sferoidne micele) daje vecu efikasnost u formiranju vodonicnih veza

sa polioksietilenskim (POE) grupama u odnosu na o-(a)-OH grupe C koje su orijentisane ka
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unutrasnjosti rastvora (vektori orijentacije a-(a)-OH grupa C zaklapaju 90° sa tangentom
sferoidne micele), jer su polioksietilenske (POE) grupe na povrsini hidrofobnog jezgra
mesovite micele tangecijalno orijentisane (Slika 5.1). a-(e)-OH grupe HD su u vecoj meri je
raspolozive za gradenje vodonic¢nih veza sa POE grupama, jer postoji veéa verovatnoéa da su
o-(a)-OH grupe C hidratisane sa molekulima vode (manja verovatnoca za gradenje

vodonicnih veza sa POE lancima T-20), nego Sto su hidratisane a-(e)-OH grupe HD.

mM
/" hidrofobni /" hidrofobni
)/ domen \\ K domen \\
H 19
5 (|:H3 N
C--lll \\
10 S
SRSS
cek
4CH, H

Slika 5.1. Sterni poloZzaj OH grupe: aksijalna OH grupa (A) i ekvatorijalna OH grupa (B);
SRSS = srednja ravan steroidnog skeleta; POE = polioksietilenska grupa;
HS = hidrofilni-hidratacioni sloj

Binarna mesovita micela T60-HD termodinamicki je manje stabilnija od binarne
mesovite micele T20-HD (Tabela 5.1). Hidrofobni segment T20 je ugljovodonicni niz
laurinske kiseline (C12), dok je hidrofobni segment polisorbata T60 je ugljovodonicni niz
oleinske kiseline (C18). Udubljenja (fjordovi, Zljebovi) izmedu ugljovodonic¢nih nizova su veca
(dublja) ukoliko je hidrofobni segment duzi u radijalnoj raspodeli hidrofobnog segmenta

sferoidne mesovite micele (na povrsini micele) [20].
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Tabela 5.2. Koeficijent interakcije (Bj) za binarne meSovite micele Na-holata i Tween 20
(T20), odnosno Tween 60 (T60)

a T20 T60
0,1 6,06 -7,13
0,2 -5,86 -7,2
0,3 -5,79 ~7,29
0,4 -5,73 7,74
0,5 -5,78 7,58

To znaci da u mesovitoj miceli T20-HD steroidni skelet anjona Zucne kiseline pli¢e

uranja u zljeb micele, tj. u hidrofobnu fazu micele, nego kod T60-HD meSovite micele.

Ekvatorijalna OH grupa HD gubi svoju povoljnu prostornu orijentaciju, posto se udaljava od
povrsine micele i viSe je orijentisana ka hidrofobnoj fazi nego ka povrsini agregata kod T60-
HD mesovite micele, Sto predstavlja nepovoljan entropijski efekat. Aksijalna OH grupa C,
koja ima radijalnu orijentaciju i lakSe gradi vodoni¢ne veze sa POE grupama iz granicne
povrsine hidrofobne faze micele i vodenog rastvora, ima povoljniju prostornu orijentaciju u
dubljem Zljebu micele (Slika 5.2). MeSovite binarne micele T20-C manje su termodinamicki
stabilne od binarnih mesovitih micela T60-C (Tabela 5.2), jer je formiranje vodonicnih veza
izmedu C i POE (T60) favorizovano kod mesovitih micela sa dubljim Zljebovima. Koeficijent
interakcije izmedu razliCitih gradivnih jedinica kod T60-HD meSovite micele priblizno je za 2
jedinice manje negativan od koeficijenta interakcije za micelarni sistem T60-C (Tabela 5.1,

Tabela 5.2).

Radijalno orijentisane aksijalne OH grupe C i razlika hidrofobnih povrsina steroidnog
skeleta C i HD uzrokuju termodinamicku stabilizaciju sistema T60-C u odnosu na sistem T60-

HD [9].
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T60) na dubinu

uranjanja steroidnog skeleta u hidrofobnu fazu binarne mesovite micele; POE

T20)i (B

Slika 5.2. Uticaj duZine hidrofobnog segmenta polisorbata (A

polioksietilenski niz
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Slika 5.3. Konformacija i molekulski model HD

Zajednicka imaginarna prava (Slika 5.3), koja se naziva hidrofilna ivica molekula
(amphiphile with hydrophilic edge), prolazi kroz molekul HD sa grupama C3-a-(e)-OH, C6-a-
(e)-OH i karboksilne grupe boc¢nog niza. Molekul C sa grupama C3-a-(e)-OH, C7-a-(a)-OH,
C12-a-(a)-OH i karboksilna grupa boc¢nog niza formiraju zajednicku hidrofilnu ravan (a-
strana steroidnog skeleta) tako da je B strana steroidnog skeleta C hidrofobna (Slika 5.4), pa
je molekul C biplanarni amfifil. Zbog toga je ukupna hidrofobna povrsina C manja od ukupne

hidrofobne povrsine HD.

Dok su reverznofazni hromatografski retencioni parametri proporcionalni sa
hidrofobnom povrSinom sa B-strane steroidnog skeleta, log P je proporcionalan sa ukupnom
hidrofobnom povrsinom molekula. Razlika koja postoji izmedu logaritama koeficijenta
raspodele (nejonizovani oblik Zuéne kiseline) 1-oktanol / vodena faza (logP): HD (logP = 3,08)
i C (logP = 2,02) to podvrduje [45]. Kada je steroidni skelet binarne mesovite micele sa T60
dublje uronjen u Zljeb — hidrofobnu fazu — micele, nego sto je steroidni skelet C uronjen u

Zljeb mesovite micele T60-C, veca je ukupna hidrofobna povrsina HD.

61



Doktorska disertacija Kosta Popovic

Slika 5.4. Konformacija i molekulski model C

Protoliza micelarno vezane Zucne kiseline (HA ) moZe da se predstavi reakcijom:

HA iy T H2O(ag) > Aguay + H30 " (ag) (5.1)

Kada se anjon takode nalazi u micelarnoj fazi (A.), standardna promena Gibbs-

ove energije reakcije jonizacije micelarno vezane Zucne kiseline (HA () (5.1), odreduje se
na sledeéi nadin:

fm—M e "My +

o mM)' . _( mM °_ ° _ A H30 A H30

Ay Gy _((”A‘ +/JH30+ Mg ) 'uH20 )_ RT In me M
HA HA

(5.2)
gde su:
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™ i f - koeficijenti aktivnosti odgovarajucih reakcionih vrsta u mesovitoj miceli i
vodenoj fazi,

x"" i x - molski udeli reakcionih vrsta u micelarnoj i vodenoj fazi,

,UI;,}O+ - standardni hemijski potencijal hidronijum jona u vodenoj fazi prema Henry-
jevom zakonu,

,u;{20 - standardni hemijski potencijal molekula vode (molarna Gibbs-ova energija Ciste
vodene faze),

(u'”,M ) - standardni hemijski potencijal anjona Zuc¢ne kiseline u binarnoj micelarnoj fazi,

M ve . .. . . v v . . .

M- - hemijski potencijal monokomponentne micele anjona Zucne kiseline u vodenoj
fazi,

(u,’ﬁf ) - standardni hemijski potencijal nejonizovane Zucne kiseline u binarnoj

micelarnoj fazi prema Henry-jevom zakonu

U izrazu (5.2) standardni hemijski potencijal anjona Zucne kiseline u binarnoj

micelarnoj fazi (,u;”M ) jednak je hemijskom potencijalu monokomponentne micele anjona

.y . e M
ZuCne kiseline u vodenoj fazi (4 - ):

mM)._ M_( aq).

(,uA_ =H- =1 +RTlncch_ (5.3)
gde su:

cmc, - kriticna micelarna koncentracija zucne soli,

(,ujq_) - standardni hemijski potencijal anjona Zucne kiseliline (srednji hemijski

potencijal Zucne soli) u vodenom rastvoru, prema Henry-jevom zakonu.

Standardni hemijski potencijal nejonizovane Zucne kiseline u binarnoj micelarnoj fazi
(,u,’jf) u izrazu (5.2) moZze da se izrazi preko ravnoteze raspodele Zucne kiseline

(nejonizovani oblik) izmedu micelarne pseudofaze i vodene faze:
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aq

X
M |® _ ¢ HA

(,u;”[A ) —(y;zl ) +RT In—4- (5.4)
Y14

Koeficijenti aktivnosti u izrazu za standardnu Gibbs-ovu energiju (5.2) mogu da se

razdvoje:
xZ’fM X, o
Ay G? =RTIn /7 —RTIn £ o+ —RTIn e,
xHA
xZ’fM Xy o
Ay G} =RTIn f" = —RTIn £ Syor —RT I A,
xHA
A Gy =Gy ==RTIn 7" o+ ~RTInK (5.5)

Prvi ¢lan na desnoj strani jednacine (5.5) je konstantan u slucaju kada je velika jonska

ja¢ina vodenog rastvora (300 mM NaCl):

—RT In f:’_M fH30+ ~ const. (5.6)

Pod istim uslovom (5.6), ¢lan RTlnf,_ZM predstavlja dodatnu Gibbs-ovu energiju

(G}, ) za reakciju protolize micelarno vezane zuc¢ne kiseline [116].

Zamenom (5.3) i (5.4) u izrazu (5.2) za promenu standardne Gibbs-ove energije

protolize micelarno vezane Zucne kiseline dobija se izraz:

x
o agq |° . |, aq |* e _ HA
Ay G, = (ﬂA_) +‘uH30+ (uHA ) ﬂHZO +RTlncch_ RTln—me ,
HA
x
Amy Gy =AG] +RTIneme _ —RTIn x%{ : (5.7)
HA
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Clan AG' predstavlja promenu standardne Gibbs-ove energije protolize Zuéne

kiseline u vodenom rastvoru. Na osnovu vrednosti kriticne micelarne koncentracije

natrijum-hiodeoksiholata, koja iznosi 12,5 mM (298,15 K) [21], izracunava se vrednost ¢lana

RT In cme = —16394 88 J. Vrednost izraza In (inqA /x,’ﬁ%) se procenjuje na osnovu —logP
(1-oktanol/voda) [45]. Tako se dobija RTln(xI‘fgl/x;"I%)z—7554,10J i shodno tome se
odreduje  RTlncme - —RTln(x%/xﬁ%)=—8840,78J. To znadi da je A, G <AG,

odnosno da pKa vrednost protolize micelarno vezane Zucne kiseline treba da bude manja od
pKa vrednosti protolize Zucne kiseline iz vodenog rastvora. Medutim, eksperimentalno
odredene vrednosti pKa (Tabela 5.3) pokazuju suprotno, Sto ukazuje da je u binarnoj
mesovitoj miceli nejonizovana Zucna kiselina termodinamicki stabilnija nego u vodenom

rastvoru, odnosno da postoji dodatna Gibbs-ova energija:

X
GE, <0/\‘G,§A‘ > RTlncch_ —RTIn—H4

'
x%
Ay G =AG! +RTIncme _ —RTIn x% —~GE, =const.—RTInK (5.8)
HA

Podaci iz Tabele 5.3 pokazuju da vrednost pKa micelarno vezane Zucne kiseline zavisi
od molskog udela polisorbata u binarnoj smesi surfaktanata (a), odnosno od vrste

kosurfaktanta (polisorbata).

Tabela 5.3. pKa vrednosti micelarnih Zucnih kiselina

C HD
a

T20 T60 T20 T60
0,1 5,38 5,46 5,72 5,65
0,2 5,42 5,50 5,75 5,86
0,3 4,47 5,74 5,88 5,83
0,4 5,64 5,82 6,13 5,92
0,5 5,66 5,95 6,30 6,01
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Dodatna Gibbs-ova energija (f£j), odnosno dodatna termodinamicka stabilnost
binarne mesovite micele Zucnih soli i polisorbata odredena je vodoni¢nim vezama izmedu
razliCitih gradivnih jedinica. Shodno tome, vodonicne veze izmedu POE grupa polisorbata i
aOH grupa nejonizovane zZucne kiseline u micelarnoj fazi povecavaju njenu pKa vrednost,

odnosno termodinamicki je stabilizuju. Zato se dodatna Gibbs-ova energija iz

jednacine  (5.8) moZe predstaviti kao funkcija GgAzf(ﬁija)g, odnosno

AG; —f( l-ja)g =(const.), —RTInK. Ukoliko je a=0,1, u sledecem nizu binarnih

mesovitih micela T60-C >T20-C >T20-HD >T60-HD opada vrednost ApKa (razlika izmedu pKa
vrednosti Zu€ne kiseline iz meSovite micele i pKa vrednosti nemicelarne Zué¢ne kiseline). Za
a =0,5 vrednost ApKa opada u nizu meSovitih micela T60-C >T20-HD >T20-C >T60-HD.
Identi¢an niz se formira na osnovu opadanja sinergistickog efekta (apsolutne vrednosti £;),
odnosno termodinamicke stabilizacije meSovite micele (Tabela 5.4). Molski udeo polisorbata
u micelarnoj fazi raste sa porastom molskog udela polisorbata u binarnoj smesi surfaktanta
(ax) (Tabela 5.1), pa zato raste i verovatnoca formiranja vodonicnih veza izmedu a OH grupa

nejonizovane Zucne kiseline i POE grupa.

Tabela 5.4. Promena pKa vrednosti Zucne kiseline iz meSovite micele u odnosu na pKa
vrednost nemicelarne Zucne kiseline

C HD
a
T20 T60 T20 T60
ApKa(a=0,1) 0,25 0,33 0,14 0,07
ApKa (a=0,5) 0,53 0,82 0,72 0,43
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5.2. Binarne mesSovite micele Tritona X-100 i izabranih Zucnih soli:

termodinamicka stabilizacija i pKa vrednosti Zucnih kiselina u obliku micele

5.2.1. Dodatna Gibbs-ova energija (koeficijent interakcije) binarne mesovite micele

i konformacione razlike izmedu steroidnog skeleta hiodeoksiholne i holne kiseline

Piren (probni molekul) ulazi u hidrofobni domen micele, Sto rezultuje u smanjenju
vrednosti odnosa intenziteta fluorescencije njegove prve i treée vibracione trake (/;/z). Zana
i Guveli [117], uporeduju¢i smanjenje vrednosti odnosa (/1/f3) i poluZivot micelarno
solubilizovanog pirena za micele konvencionalnih surfaktanata i za micele soli Zuénih
kiselina, zakljucili su da u micelama anjona Zuc¢nih kiselina piren zauzima mesto izmedu
konveksnih ravni i steroidnog skeleta. Takode, piren se ne zadrzava dugo unutar micele, veé
u toku svog poluzivota u micelarnoj fazi (reda veli¢ine mikrosekunde) ulazi unutar mnogih
micela i zato piren ne narusava strukturu micela u znatnoj meri, Sto ga Cini dobrim probnim
molekulom. Kriva zavisnosti promene odnosa (/;/l5) u funkciji od ukupne koncentracije
surfaktanata (c;) ima naglu promenu ispod kriticne micelarne koncentracije (Slika 5.5.).
Kriticna micelarna koncentracija za Triton X-100 jeste 0,242 mM (spektrofluorimetrijska
merenja sa pirenom u u vodenom rastvoru), Sto odgovara literaturnoj vrednosti 0,240 mM
[118, 119], gde je CMC odreden neinvazivnom metodom u vodenom rastvoru. Kriticna
micelarna koncentracija za hiodeoksiholat (HD), koji je odreden spektrofuorometrijski, je
16,4 mM, dok se neinvazivnim metodama dobija od 16,0 do 16,3 mM, takode u vodenom

rastvoru [34].
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Slika 5.5. Promena vrednosti odnosa (/1/13) u zavisnosti od ukupne koncentracije
surfaktanata (HD — Triton X-100, o =0.4)

Binarne mesovite micele HD i Tritona X-100na svakoj ispitivanoj vrednosti oo (molarni

udeo polisorbata u binarnoj surfaktantskoj smesi) karakterisani su negativnim vrednostima
dodatne Gibbs-ove energije (G*) i negativnom vredno$¢u koeficijenta interakcije (,Bl.j)

izmedu razli¢itih gradivnih jedinica meSovite micele (Tabela 5.5). Ovo znaci da su realne
binarne mesovite micele termodinamicki stabilnije u odnosu na idealne mesSovite micele.
Uporedujudi vrednosti §; (uz iste vrednosti a) izmedu micelarnih sistema HD — Triton X-100 i
C — Triton X-100 (Tabela 5.6) [118] pokazuje se da binarne mesovite micele HD — Triton X-
100 poseduju veéu termodinamicku stabilnost u poredenju sa binarnim mesovitim micelama

C —Triton X-100.
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Tabela 5.5. Termodinamicki parametri binarnih mesovitih micela natrijum hiodeoksiholata i
Tritona X-100 (TX):  (TX) molarni udeo u binarnom surfaktantskom sistemu Tritona X-100,

cmcj; kriticna micelarna koncentracija binarnog surfaktantskog sistema, x molarni udeo
Tritona X-100 u binarnoj mesovitoj miceli, B; koeficijenti interakcije, r~ koeficijent
aktivnosti Tritona X-100 u mesovitoj miceli, m koeficijent aktivnosti HD u mesovitoj miceli,

G dodatna Gibbs-ova energija. Merenja su izvre$na na temperaturi T = 293.1 K i pritisku
pe=1.00 x 10’ Pa.

cmc;; . . . Gt
o (TX) X! ) f f 1
/mM [Imol
0,1 0,815 0,643 -5,01 0,528 0,126 -2850,94
0,2 0,529 0,698 -5,04 0,631 0,086 -2633,69
0,3 0,378 0,721 -5,43 0,655 0,059 -2707,76
0,4 0,345 0,763 -5,04 0,753 0,053 -2259,3
0,5 0,320 0,802 -4,71 0,831 0,048 -1854,09

Standardne nesigurnosti u, su: u(T) = +0,1 K, u(p) = £0,002 MPa, u(a) = +0,01, u(cmcy) =
+0,003 mM, u(x") = 0,002, u(fy) = +0,03, u( s ) = +0,03, u(fj”’M) = +0,03, u(GF) = +4,45

Jmol?

Tabela 5.6. Koeficijent interakcije (£;) [118] za binarne me3ovite micele natrijum holata i
Tritona X-100 (TX), T=293,1 K | p, = 1,00 x 10° Pa

a (TX) Bi
0,1 -1,64
0,2 -2,27
0,3 -2,19
0,4 -1,96
0,5 -2,26

Standardne nesigurnosti u, su: u(T) = +0,1 K, u(p) = £0,002 MPa, u(a) = +0,01, u(f;) = +0,02

69



Doktorska disertacija Kosta Popovic

Dodatna entalpija ( H? ), koja potite od dodatne Gibbs-ove energije ( G* = H* —TS),
za ispitivane binarne mesovite micele najverovatnije poti¢e od vodoni¢nih veza, koje se
formiraju izmedu steroidnih OH grupa (iz anjona Zucne kiseline) i polioksietilenske grupe u
Tritonu X-100. Bududi da steroidni skelet holata (C) sadrzi tri OH grupe, mogude su tri
vodonicne veze izmedu razlicitih gradivnih jedinica u meSovitoj miceli C — Triton X-100. Zbog
postojanja dve OH grupe u steroidnom skeletu HD, mogucée su dve vodoniéne veze izmedu
razliCitih gradivnih jedinica u mesovitoj miceli HD — Triton X-100. Zato, apsolutna vrednost
dodatne entalpije za micelarni sistem C — Triton X-100 treba da bude veéa od apsolutne
vrednosti dodatne entalpije za sistem HD — Triton X-100. Za proveru odnosa dodatnih
entalpija kod ispitivanih binarnih micela primenjena je izotermalna kalorimetrijska titracija
(Isothermal Titration Calorrimetry - ITC) [120-123]. Za ITC eksperiment uzete su binarne

smese surfaktanta sa 1:1 (a = 0,5) molskim odnosom razli¢itih molekula (Slika 5.6.).
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Slika 5.6. Titracija 5 mM binarne smese (o = 0,5) HD i Tritona X-100 u vodi u 2 mL vode na
293,15 K - kalorimetrijski tragovi: 38 injekcija od po 10 uL alikvota (A) i reakciona entalpija
(-Q) u odnosu na ukupnu koncentraciju deterdZzenta u reakcionoj celiji (B)

Prema teoriji pseudofazne separacije [124, 125], entalpija micelizacije binarne

mesovite micele (

eksperimentu se meri entalpija demicelizacije: AH

AH™ =

mic

mM
xi

AH™

mic

AHM

mic

() +x

mM M
TAH,

mic

(N+H"

demic

= _AHmic ):

) pri nekoj konstantnoj temperaturi je (uopsSteno, u

ITC

(5.9)
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gde su x™ i x;.”M molski udeli razli¢itih molekula surfaktanata u binarnoj mesovitoj miceli,

dok AHY (i) i AHY

(j) predstavljaju entalpije micelizacije monokomponentnih micela

gradivnih jedinica binarne mesovite micele. Dilucione entalpije monomera i micelau AH"’

se mogu zanemariti [120, 121], mada se pri dobijanju H* iz jednacine (5.9) ove entalpije iz

AH,;”f svakako ponistavaju sa dilucionim entalpijama koje su poreklom od entalpija:
AH (i) i AH" (j). Pritemperaturi od 293,15 K (Tabela 5.5.: x™" za HD (a = 0,5); [118]:

x"™ za C (a = 0,5); Tabela 5.7.: AH" (i)za HD, AH" (j) za Ci AH"") prema jednaini

J mic mic
(5.9) dodatne entalpije su H* ( C— Triton X-100) = -1260 J mol™ i H* ( HD — Triton X-100) = -

350 J mol™?, tj. postoji:

‘HE‘ ( C - Triton X-100) >‘HE‘ ( HD — Triton X-100).

Tabela 5.7. Entalpije micelizacije binarnih mesovitih micela (AH"™Y

mic

) pri 1 : 1 molskom
odnosu smesSe surfaktanata (vodeni rastvor) i entalpije micelizacije monokomponentnih

micela AH"

mic

(vodeni rastvor), p, = 1.00 x 10° Pa

AH™ AH™
AH,. (HD)  AH,.(C) AH, (TX)
T (HD = Triton X-100) / (€~ Triton X-100) / / kJ mol™ / kJ mol™ / Kkl mol™
k) mol? kJ mol*
283,1 9,51 8,85
288,1 8,93 7,79
293,1 6,82 6,45 2,40 1,83 8,37
298,1 1,05 0,82

Standardne nesigurnosti u, su: u(T) = 20,1 K, u(p) = 0,002 MPa, u(an"") = £0,07 kJmol™
(HD — Triton X-100), u( Az )=20,05 kimol™( HD — Triton X-100), u(a#* )=+0,03 kimol™(HD),
u(ar™ ) = 0,02 kimol™( C), u(ax™ ) = 20,05 kimol™*(Triton X-100)
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Medutim, Sto je negativnija vrednost interakcionog parametra (ili dodatne Gibbs-ove
energije) za binarne mesovite micele HD — Triton X-100, to ¢e dodatna entropija micelarnog
sistema C — Triton X-100 biti negativnija nego kod micelarnog sistema HD — Triton X-100

(Tabela 5.5. i Tabela 5.6. [118]).

Na Slici 5.7. prikazane su konformacione formule C i HD, kao i pogled na molekule sa
a strane steroidnog skeleta (tj. projekcija atoma steroidnog skeleta iz konformacione
formule na srednjoj hiper-ravni konformacije i translacija hiper-ravni u 2D ravan). U holnoj
kiselini, prostorni polozaji C7-a-aksijalne(a)-OH grupe, C12-a-(a)-OH grupe i C3-a-
ekvatorijalne(e)-OH grupe su medusobno paralelni, tj.ove OH grupe su pozicionirane u A, B i
C prstenu steroidnog skeleta, Sto cini hidrofilnom o konkavnu povrSinu C molekula.
Medutim, C3-a-(e)-OH i C6-a-(e)-OH grupe hiodeoksiholne kiseline nisu medusobno
paralelne, ve¢ su ove grupe orijentisane jedna prema drugoj, $to uzrokuje dislokaciju C6-a-
(e)-OH grupe iz prostornog regiona B prstena. Iz ovoga sledi da je a strana B, C i D prstena
steroidnog sistema prstena hidrofobni deo konkavne povrsine HD molekula, dok je prostorni
region prstena A hidrofilni deo konkavne povrSine HD molekula (Slika 5.7.). Pogled
ispitivanih zucnih kiselina (C i HD) iz pravca A prstena steroidnog skeleta, tj, Newman-ove
projekcione formule (Slika 5.8), pokazuju da je C6-a-(e)-OH grupa HD molekula pomerena
prema B strani steroidnog skeleta za 60° u odnosu na C7-a-(a)-OH grupu C molekula. Ovo
znaci da HD poseduje manju hidrofobnu povrsinu na B strani steroidnog skeleta (konveksna
povrsina) nego molekul C. Ovo je takode potvrdeno retencionim koeficijentom (k) koji je
dobijen reverzno faznom te¢nom hromatografijom visoke rezolucije. Za HD, k = 3,49 (25 °C),
azaC, k=25,21 (25 °C) (za Zucne kiseline, k je vece ako hidrofobna povrsina sa B strane

steroidnog skeleta veca) [126].
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0ap 1ugojoIply

projekcija o strane

Slika 5.7. Konformacije steroidnog skeleta holne (C) i hiodeoksiholnekiseline (HD) i pogled na
molekule sa a strane steroidnog skeleta

Medutim, vrednost logP (P = particioni koeficijent sistema 1-oktanol — voda) je veca
za HD (3,08), nego za C (2,02) [45]. Posto je logP proporcionalan ukupnoj hidrofobnoj
povrsini molekula, mozZe se zakljuciti da vec¢a hidrofobna povrsina HD molekula u odnosu na

C potice od hidrofobnog regiona B, Ci D prstena sa a strane steroidnog skeleta.
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Slika 5.8. Pogled na ispitivane molekule u pravcu A prstena steroidnog skeleta, i globalne
Newman-ove projekcije ovih molekula

Razli¢ita raspodela hidrofobne povrsine u HD i C verovatno uzrokuje razliCite
prostorne orijentacije njihovih steroidnih skeleta u hidrofobnom domenu binarne mesovite

micele sa Tritonom X-100.

Kako je Triton X-100 hidrofobniji surfaktant u odnosu na Zuéne soli, u vodenim
rastvorima Triton X-100 prvo formira sferoidne micele. U hidrofobnim domenima micela
Tritona X-100, hidrofobni segmenti (4-(1,1,3,3-tetrametil)-butil-fenil grupa) su izduzene
konformacije i radijalno rasporedeni (zbog benzenskog jezgra i metil grupa postoji manja
konformaciona fleksibilnost hidrofobnog domena u hidrofobnom lancu - zbog
voluminoznosti hidrofobnih grupa). U prostoru izmedu radijalno rasporedenih hidrofobnih
segmenata Tritona X-100 (Zljeb micele) anjoni C su ugradeni na takav nacin da je konveksna
povrsina steroidnog skeleta (B strana — hidrofobna povrSina) orijentisana prema
hidrofobonom domenu mesovite micele (Slika 5.9 A). Konkavna povrsina steroidnog skeleta

(o strana) je orijentisana prema unutrasnjosti vodenog rastvora. U NOESY [127] spektru C —
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Triton X-100 binarne mesSovite micele uocava se ukrStanje pikova (7-8 ppm) izmedu
aromatic¢nih vodonika Tritona X-100 i C3-B-(a)-H (Slika 5.9 B). Razli¢ita raspodela hidrofobne
povrsine HD molekula u odnosu na C molekul, tj. postojanje hidrofobne povrsine na a strani
steroidnog skeleta (Slika 5.7) HD (B, C i D prstenovi) uzrokuje razli¢ito ugradivanje HD
steroidnog skeleta u mesSovitu micelu (sa Tritonom X-100) u poredenju sa ugradivanjem C
steroidnog skeleta (Slika 5.9. A). Hidrofobni prstenovi B, C i D steroidnog sistema prstenova
HD u sferoidnoj meSovitoj miceli (tj. u hidrofobnoj pseudofazi) zadrZavaju radijalnu
konformaciju, dok bocni niz sa karboksilatnom grupom u fjordu mesovite micele (fisura na
povrsini micele, tj. prostor izmedu radijalno orijentisanih Triton X-100 molekula). U NOESY
spektru binarne smese surfaktanata HD — Triton X-100 takode se uocavaju ukrsteni (cross)
pikovi aromati¢nih protona i C3-B-(a)-H. Medutim, za razliku od NOESY spektra za C — Triton
X-100 ovde se u oblasti od 0,5 do 3,5 ppm uocavaju intenzivni cross pikovi koji poti¢u od
interakcija izmedu protona metil grupa i metilenske grupe hidrofobnog segmenta Tritona X-
100 i protona B, C i D prstena steroidnog skeleta HD (Slika 5.10). Ovo ukazuje na dublje
uranjanje steroidnog skeleta HD u hidrofobni domen binarne mesovite micele, nego sto je

uranjanje steroidnog skeleta C.
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Slika 5.9. Tangencijalna lokalizacija C u binarnoj mesovitoj miceli sa Tritonom X-100 (A) i
NOESY spektar za binarnu smesu (a = 0,5) Tritona X-100 i C na 20 °C (B)
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Slika 5.10. Radijalna lokalizacija HD u binarnoj mesovitoj miceli sa Tritonom X-100 (A) i
NOESY spektar za binarnu smesu (a = 0,5) Triton X-100 i HD na 20 °C (B)

Promena toplotnog kapaciteta (changeinheat capacity) u toku demicelizacije iznosi:

emic aAH emic aAHmic
() (2
or ), or ),
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Ukoliko je pozitivnha vrednost, to znaci da se u toku raspada micele povecava stepen
hidratacije hidrofobne povrSine u odnosu na stepen hidratacije hidrofobne povrsine
monomera u miceli [124, 125]. Na osnovu temperaturne zavisnosti entalpije micelizacije

(polinom drugog reda) (Tabela 5.7.) ispitivanih binarnih mesovitih micela (u vodenoj sredini),

za promenu toplotnog kapaciteta demicelizacije dobijaju se sledece vrednosti: AC;’“""C (HD -
Triton X-100, a = 0,5) = 812 J mol™ K™ odnosno AC;™ (C — Triton X-100, a = 0,5) = 737

J mol™* K. Ovo zna¢i da u me3ovitim micelama HD — Triton X-100 veéi deo hidrofobne
povrsine gradivnih jedinica micele je ekraniran od hidratacije, nego u mesovitim micelama C
— Triton X-100, Sto ide u prilog pretpostavljenim strukturama mesovitih micela (Slika 5.9. i
Slika 5.10.). Naime, u odnosu na sferoidnu micelu, konveksna strana tangencijalno
postavljenog steroidnog skeleta, zbog zakrivljenosti micelarne povrsine, manje je ekranirana

hidratacijom, nego kod radijalno orijentisanog steroidnog skeleta.

Paralelna prostorna orijentacija steroidnih OH grupa u C molekulu i razdaljina veca
od 5 A izmedu svakog para OH grupa (C3-OH — C7-OH; C3-OH — C12-OH; C7-OH — C12-OH)
omogucava formiranje vodonic¢nih veza izmedu svake OH grupe anjona holne kiseline i
polioksietilenske grupe razlicitog molekula Tritona X-100 (Slika 5.11). Zato, jedan molekul
(jon) C formira tri vodoni¢ne veze. Ove energije predstavljaju dodatnu entalpiju za micelarni

sistem C — Triton X-100 (H " (C-TX100)). Medutim, u blizini anjona C postoji smanjenje

entropije vodoni¢no vezanih Triton X-100 molekula (vodoni¢na veza predstavlja barijeru u
sistemu) u odnosu na Triton X-100 molekule koji nisu u vodoni¢nim vezama. Smanjenje

entropije u micelarnom sistemu C — Triton X-100 predstavlja dodatnu entropiju

(S*(C-TX100)) binarne medovite micele.

79



Doktorska disertacija Kosta Popovic

as - N Triton X-100

Triton X-100 k

hidrofobna faza micele

Slika 5.11. Newman-ova projekcija prostorno bliskih grupa C7-OH i C3-OH holne kiseline i
formiranje vodonicnih veza izmedu OH grupa holne kiseline i polioksietilenskih grupa
Tritona X-100

Ova prostorna orijentacija HD u meSovitoj miceli HD — Triton X-100 omogucava
pozicioniranje hidrofobnih delova Tritona X-100 duz B, C i D prstena sa a strane steroidnog
skeleta. Dalje, trebalo bi da se uzme u obzir da u HD steroidnom skeletu OH grupe nisu
paralelne (kao u C), nego su orijentisane jedna prema drugoj (Slika 5.7.). Imajudi to u vidu,
moze se zakljuditi da je istovremeno formiranje dve vodoniéne veze sa molekulom Tritona X-
100 stereohemijski dozvoljeno (C3-a-(e)-OH i C7-a-(e)-OH grupe istovremeno formiraju
vodoni¢ne veze sa jednim Triton X-100 molekulom, Slika 5.12.). Naime, kada se formira
vodonic¢na veza, bez obzira koja OH grupa HD molekula je u pitanju, Triton X-100 molekul je
fiksiran i zbog prostorne blizine druge OH grupe, formira vodoni¢nu vezu i sa tom drugom
OH grupom. Ovo se zove kooperativno vezivanje (vezivanje Tritona X-100 sa jednom OH
grupom HD omogucéava formiranje vodoni¢ne veze sa drugom OH grupom HD, u ovom
slucaju zbog prostorne blizine i povoljne orijentacije). Kao rezultat kooperativnog vezivanja
Tritona X-100 sa HD, vece koli¢ine Tritona X-100 koje nisu vodoni¢no vezane ostaju u blizini
HD, i zato imaju vedi stepen slobode u medusobnim translokacijama unutar mesovite micele
HD — Triton X-100, nego Sto je to slu¢aj u mesSovitoj miceli C — Triton X-100. Stoga, u

me3ovitoj miceli HD — Triton X-100 S* (HD-TX]OO)je manje negativno nego u mesovitoj
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miceli C — Triton X-100, tj. S*(HD-TX100)>S*(C-TX100). Zato, ukupna dodatna

entropija formiranja binarne mesovite micele HD — Triton X-100 je veca (tj. dodatna Gibbs-
ova energija je manja) nego ukupna dodatna entropija C — Triton X-100 meSovite micele, jer
je u HD — Triton X-100 pozitivha dodatna entropija okoline (koja potice dodatne entalpije,
zbog formiranja vodonicnih veza) kompenzovana negativnom dodatnom entropijom sistema

(mesovite micele) u manjem obimu nego u binarnoj mesovitoj miceli C — Triton X-100.

Triton X-100 t

C; £
Cz ..... ||||||II|HC_I

hidrofobna faza micele

Slika 5.12. Newman-ova projekcija okoline grupa C6-OH i C3-OH hiodeoksiholne kiseline i
formiranje vodonicnih veza izmedu OH grupa hiodeoksiholne kiseline i polioksietilenskih
grupa Tritona X-100
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5.2.2. pKa vrednosti Zucnih kiselina i termodinamicka stabilizacija realnih binarnih

mesovitih micela sa Tritonom X-100

Ispitivanje potenciometrijske titracije natrijumovih soli Zu¢nih kiselina i meSovitih
micela sa Tritonom X-100 je izvedeno u ukupnoj koncentraciji 10 CMCj;, stoga koncentracija
slobodnih anjona Zucne kiseline moZe biti zanemarena u odnosu na koncentraciju anjona
Zucne kiseline vezanih u miceli. Reakcija protolize micelarno vezane Zu¢ne kiseline (HA )

moze se prikazati reakcijom:

HA ) + H2Opag) = Amm + H30 (ag) (5.10)

Standardna promena Gibbs-ove energije reakcije jonizacije micelarno vezane Zucne

kiseline (5.10) (HAmw)), gde je anjon takode u micelarnoj fazi (A"mm)), iznosi:

fA"foH o x:';f”x

e (e R A L e e (5.11)
3 o
gde su:
/™ - koeficijenti aktivnosti reaktanata u meovitim micelama,
¥™ _ molarni udeo reaktanta u micelarnoj fazi,
”230* - standardni hemijski potencijal hidronijum jona u vodenoj fazi,
u,?zo - po Henry-evom zakonu, hemijski potencijal molekula vode (molarna Gibbs-ova

energija Ciste vodene faze),

U izrazu (5.10) (,u;"f”)@predstavlja standardni hemijski potencijal anjona Zucne
kiseline u binarnoj micelarnoj fazi. Uz pretpostavku da je binarna mesovita micela u stvari
binarna smesa monokomponentnih micela (teorija pseudofazne separacije), onda je (y;"f”)g
jednako hemijskom potencijalu monokomponentne micele (,uf,) anjona Zucne kiseline u

vodenoj fazi:
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(C] (C]
(,ujfw) :,uj{ =(,u:‘f) +RT Inceme (5.12),
gde su:
cme, - kritiéna micelarna koncentracija Zucne soli,

(,u:‘{)@ - standardni hemijski potencijal anjona Zucne kiseline u vodenoj fazi po Henry-
evom zakonu.
U izrazu (5.11)(u,'3j4)® predstavlja standardni hemijski potencijal nejonizovane Zucne

kiseline u binarnoj micelarnoj fazi po Henry-evom zakonu, i moZe se izraziti preko
ravnotezne raspodele (equilibrium distribution) Zucnih kiselina (u nejonizovanom obliku)

izmedu micelarne pseudofaze i vodene faze:
. @ A @ xaq
(') = (uaiis) +RT In—=r (5.13)

HA

U izrazu za Standardnu Gibbs-ovu energiju (5.11) koeficijenti aktivnosti se mogu

razdvoijiti:
mM me
A,yG® =-RTIh~"— 2% —RTIn"—27
HA Xra
A G =G =-RTIn [ f, . —RTInK (5.14)

Kontra-jon vezan (Na® ion) za me$ovitu micelu HD — Triton X-100 i C — Triton X-100
moze se zanemariti — udeo micelarno vezanog kontra-jona (&) (Tabela 5.8). Anjoni Zuc¢ne
kiseline su razdvojeni sa relativno velikim micelarnim povrSinama, koje se sastoje od
polarnih POE grupa Tritona X-100, Sto je slicho kao kod meSovitih micela natrijum-
dodecilsulfata i natrijum-holata, gde vezani kontra-joni takode mogu biti zanemareni [36], i
zato se karboksilne grupe ponasSaju kao individualne grupe. Na visokim micelarnim

koncentracijama (10cmc;), zbog smanjenja precnika jonske atmosfere micelarnog

polianjona (300 mM NacCl), koeficijent aktivnosti (fA"fM) se odreduje pomocu Coulomb-ovih

elektrostatickih interakcija, koje se javljaju izmedu negativno naelektrisanih binarnih

mesSovitih micela, odnosno izmedu karboksilatnih grupa steroidnog skeleta unutar micele,

tako da se mogu zanemariti ostale medumolekulske interakcije u RT In /7™ .
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Ako je jonska jacina vodenog rastvora velika (300 mM NaCl), onda prvi ¢lan na desnoj
strani jednacine (5.14) predstavlja konstantu za svaki ispitivani micelarni sistem anjona

zucéne kiseline i Tritona X-100 i iznosi:

—RTlnf”,'MfH o R const. (5.15)

i uz taj uslov ¢lan RTlnf;,’f‘lMu izrazu (5.15) predstavlja dodatnu Gibbs-ovu energiju (GEA) za

reakciju protolize micelarno vezane Zucne kiseline i predstavlja specificnu karakteristiku

svake micele.

Ako se u izraz za standardnu promenu Gibbs-ove energije protolize micelarno vezane

zucne kiseline uvedu jednacine (5.12) i (5.13), dobija se slededi izraz

xHA

aq
A, GO = {( wr ) p ()~ p,+ RTneme, —RTIn 2t ] ,
aq
Ay G® = AG® + RT Incme | — RT In—124 (5.16),

mM
xHA

gde je AG?standardna promena Gibbs-ove energije protolize Zuéne kiseline u vodenom
rastvoru. Kriticna micelarna koncentracija natrijum hiodeoksiholata (298,15 K) je 12,5 mM

[21] i zato je RTIncme, =-16394.88], dok seln(xf,i/x,’?f) procenjuje na oshovu

vrednosti—logP (1-oktanol/voda) [45], tako da RTln(xﬁ/fo) je —=7554.10). Iz ovoga
proizilazi da je: RT Incmc - —RTln(xf{Zl/x,’;’,f): —8840.78J. To znadi da je: A, G° <AG?, .
da pKa vrednosti protolize micelarno vezane Zuc¢ne kiseline treba da imaju nizu vrednost u
odnosu na pKa vrednosti protolize Zu¢ne kiseline iz vodene faze. Jednacina (5.16) vazi u
idealnim uslovima kada izmedu gradivnih jedinica micele ne postoje medumolekulske
interakcije i ujedno karboksilatne grupe steroidnog skeleta deluju individualno u micelarnoj

pseudofazi. Pri ovakvim idealnim uslovima veliki afinitet monomernog anjona ka micelarnoj

pseudofazi (RTlncch, ) smanjuje A,,G°u odnosu na AG’. Medutim, eksperimentalno

odredene pKa vrednosti (Tabela 5.8.) pokazuju suprotno.
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Tabela 5.8. Protoliticka konstanta (pKa) micelarno vezane Zucne kiseline i udela micelarno
vezanog kontrajona & (Na*), T=298,1Ki p, = 1;00 x 10° Pa

Na-holat Na-hiodeoksiholat
a (TX)
pKa 3 pKa €
0,1 5,27 0,020 5,78 0,022
0,2 5,40 0,018 6,20 0,020
0,3 5,48 0,015 6,28 0,017
0,4 5,55 0,016 6,32 0,018
0,5 5,63 0,015 6,39 0,018

pKa (Na-holat) = 5,13; pKa (Na-hiodeoksiholat) =5,58
Standardne nesigurnosti u, su: u(T) = #0,1 K, u(p) = +0,002 MPa, u(pKa) = 0,02,
u(&) = £0,003

Ovo znaci da je nejonizovana Zucna kiselina u binarnoj mesSovitoj miceli

termodinamicki stabilnija nego u vodenom rastvoru, tj. da postoji dodatna Gibbs-ova

energija (G, ):

aq
AG® + RTIncme, —RTIn 24
xHA

-Gy, =const.— RTInK (5.17).

Iz Tabele 5.8. moze se zakljuciti da pKa vrednosti micelarno vezane Zucne kiseline
zavise od molarnog udela Tritona X-100 u binarnoj smeSsi surfaktanata (a). Pri svakom
molarnom odnosu Tritona X-100 u binarnoj smesi surfaktanata (a) promena pKa vrednosti,
tj. povecanje micelarno vezanog HD u odnosu na nevezani HD (ApKa) je veée nego kod iste

promene pKa vrednosti kod C (Tabela 5.9.).
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Tabela 5.9. Promena pKa vrednosti Zucne kiseline iz meSovite micele u odnosu na pKa
vrednost ne-micelarne zucne kiseline (ApKa)

a (TX) Na-holat Na-hiodeoksiholat
0,1 0,14 0,20
0,2 0,27 0,62
0,3 0,35 0,70
0,4 0,42 0,74
0,5 0,50 0,81

u(ApKa) = 0,03

Koeficijenti interakcije (5;) se ponasaju sli¢no kod me3ovitih micela HD — Triton X-100
i meSovitih micela C — Triton X-100 (Tabela 5.5, Tabela 5.6, Tabela 5.8.). f;; se odnosi na
interakciju izmedu anjona Zucnih kiselina i Tritona X-100 u micelarnoj pseudofazi, gde p;
pokazuje sinergisticku interakciju izmedu razliCitih gradivnih jedinica meSovite micele.
Sinergisticka interakcija je najverovatnije posledica formiranja vodoni¢nih veza izmedu
steroidnih OH grupa i POE grupa Tritona X-100. Iste vodonic¢ne veze su prisutne izmedu
Tritona X-100 i OH grupa micelarnih nejonizovanih Zucnih kiselina, tj. vodoni¢ne veze

termodinamicki stabilizuju nejonizovane Zucne kiseline u pseudofazi mesovite micele. Zato
je Gf,A (5.14, 5.17) manje od nula, ali zbog negativnog predznaka u jednacinama (5.14) i

X
RTIncme, —RThn—4 <G,

m.

(5.17) A,,,G? se povedava u odnosu na AG’ ( X

), ti. pKa

<0
vrednosti micelarnih Zucnih kiselina se poveéavaju u skladu sa pKa vrednostima Zucnih
kiselina iz vodenog rastvora (Tabela 5.9). Sa povecanjem molarnog udela Tritona X-100 u

binarnoj smesi surfaktanata (a), vrednosti ApKa se povecavaju. Sa porastom vrednosti a,
xi'”Mse povecava (molarni udeo Tritona X-100 u binarnoj mesSovitoj miceli) i zato raste

verovatnoca da molekuli Zu¢nih kiselina budu okruzeni molekulima Tritona X-100, kao i
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verovatnoca formiranja vodonic¢nih veza izmedu steroidnih OH grupa i POE grupa Tritona

X-100. Na osnovu toga, dodatna Gibbs-ova energija (5.14) i (5.17) iznosi: G}, = f(B;,a).

5.3. Hoffmeister-ov efekat

,U” krive koje se dobijaju merenjem CMC vrednosti u zavisnosti od temperature

(Slike 5.1.-5.15., Tabele 5.1.-5.4.) objasnjavaju se po opstoj teoriji hidrofobnosti (Frank-

Evansova teorija).

Kod odredivanja CMC pomoc¢u fitovanja krive |;/lIz = f(C) sa Boltzman-ovom

funkcijom, dobija se fluktuacija kriticnih micelarnih koncentracija u zavisnosti od

koncentracija soli. Ovo znadi da se u ispitivanju uticaja Hoffmeister-ovog efekta na

samoasocijaciju surfaktanata za kriticnu micelarnu koncentraciju dobijaju tacnije vrednosti

ukoliko se CMC odreduje kao infleksiona tacka funkcije I1/I5 = f(C;) (Prilog, Slike 8.1.-8.15.,

Tabele 8.1.-8.4.).

Cist
natrijum
T(C) holat
(Xcmc),
mM
0 | 11,88649
5 | 11,35926
10 | 11,25234
15 | 11,48180
20 | 11,60819
25 | 11,73458
30 | 11,98142
35 | 12,60446
40 | 12,73811
45 | 13,19791
50 | 13,63538

(Xemc)4

mM

14

13,5

13

12,5

12

11,5

11

10,5

10

Kriticne micelarne koncentracije

Cistog natrijum holata

y =0,0015x2 - 0,0325x + 11,641
R? =0,9652

e

A

0

5

10

15 2

0o 2

5 30 3

5

40 45 5

0 5

== Cist

5 T(C)

Slika 5.1. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); Cistog natrijum holata

Poly. (Cist)
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T(C) (Xemc)4 (Xemc), Kriti¢ne micelarne koncentracije
mM mM natrijum holata sa dodatim 0,4M NacCl
0 5,05215
7
5 5,01885
10 4,9602 6,5
y =0,001x? - 0,0221x + 5,0609
15 4,92405 R?=0,991
6
20 4,92345
25 | 5,0931 5,5 —4—0,4M NaCl
30 5,38365 Pon. (O,4|V| NaCI)
A e
35 5,5353
40 5,7873 4,5
45 6,09765
4 T T T T T T T T T T 1
50 | 6,408 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 5.2. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); natrijum holata sa dodatim 0,4M NaCl

T(C) (Xeme)y (Xeme), Kritiéne micelarne koncentracije
mm mM natrijum holata sa dodatim 0,4M KCI

0 5.28945

7
5 5.17155

65 y =0,0012x2 - 0,0315x + 5,2721

10 5.01615 ’ RZ = 0,9866
15 4.9992 6
20 5.16555
25 | 5.3964 55 —+=0,4MKcl
30 5 42175 ] Poly. (0,4M KCl)
35 5.6202
40 | 5.99505 45
45 6.27 4 T T T T T T T T T T 1
50 6.8262 0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 5.3. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); natrijum holata sa dodatim 0,4M NacCl
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T(C) (X;n':;)l (Xemc), Kriti¢ne micelarne koncentracije
mM natrijum holata sa dodatim 0,4M RbCI

0 4.8524

7
5 4.8555

y =0,0014x2 - 0,0354x + 4,9237

10 4.7393 6,5 R7=0,0879
15 47312 6
20 47421 /
25 4916 55 =0—0,4M RbCl

Poly. (0,4M RbCl)

30 | 5.1973 /
5

35 5.358 w

40 5.6615 4,5
45 6.3433 A
50 6.6627 0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 5.4. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); natrijum holata sa dodatim 0,4M RbCl

T(C) (Xemc)q (Xcmc), Kritiéne micelarne koncentracije
mM mM natrijum holata sa dodatim 0,4M CsClI
0 4,3317
7
5 4,1081
10 | 4,20025 6,5
y =0,0011x2 - 0,0145x + 4,2555
15 | 4,2924 ’ R?=0,9936
20 4,4202
25 4,6644 55 =4¢—0,4M CsCl
30 4.9086 Poly. (0,4M CsCl)
’ 5
35 5,102
40 | 5,4221 4,5
45 5,848
4 T T T T T T T T T T 1
50 | 6,4085 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 5.5. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); natrijum holata sa dodatim 0,4M CsCl
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Tabela 5.1. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc)4 natrijum holata sa dodatim NaCl

T(C) Cist 0,05M NaCl | 0,1M NacCl 0,2M NacCl 0,3M Nacl 0,4M Nacl
0 11,88649 8,3424 7,23915 5,99805 5,3886 5,05215
5 11,35926 8,2464 6,9477 5,7909 5,6123 5,01885
10 11,25234 8,0208 6,99345 5,79855 5,30025 4,9602
15 11,48180 8,04525 6,81225 5,88195 5,32095 4,92405
20 11,60819 8,34885 6,9267 5,83545 5,382 4,92345
25 11,73458 8,3613 7,29825 5,97345 5,5041 5,0931
30 11,98142 8,9679 7,48245 6,4038 5,74095 5,38365
35 12,60446 9,3888 7,8807 6,6513 5,93355 5,5353
40 12,73811 10,19655 8,2752 6,93075 6,2556 5,7873
45 13,19791 10,79725 8,76135 7,45545 6,68025 6,09765
50 13,63538 11,50515 10,12875 7,9872 7,23795 6,408

(Xemc)4 Kriticne micelarne koncentracije
mM natrijum holata sa dodatim NaCl
14

13

12

11

10 == ist

=—0,05M NaCl
==fe=0,1M NaCl

==>¢=0,2M NaCl

==i=0,3M NaCl
=®=0,4M NaCl

\\E\\ \\. AN

4 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 5.6. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); natrijum holata sa dodatim NacCl
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Tabela 5.2. Kriti¢éne micelarne koncentracije (Xcmc)4 natrijum holata sa dodatim KCl

4 .

0 5

10 15

20 25 30 35 40 4

5 50 55 T(C)

T(C) Cist 0,05M KCI 0,1M KCl 0,2M KCI 0,3M KCI 0,4M KCI
0 11,88649 8,1372 7,3311 5,76645 5,25585 5,28945
5 11,35926 8,04825 7,08105 5,6496 5,1777 5,17155
10 11,25234 7,9533 7,01655 5,5635 5,16645 5,01615
15 11,48180 7,8222 6,86595 5,5179 5,13435 4,9992
20 11,60819 7,87635 7,0017 5,61825 5,12985 5,16555
25 11,73458 8,32245 7,1397 5,6949 5,31525 5,3964
30 11,98142 8,6763 7,34505 5,86035 5,57025 5,42175
35 12,60446 9,1557 7,42305 6,0069 5,7762 5,6202
40 12,73811 9,6171 7,8894 6,36 6,2907 5,99505
45 13,19791 10,65975 8,61555 6,7209 6,6207 6,27
50 13,63538 11,15865 9,315 7,28175 6,91185 6,8262

(Xemc)4 Kriticne micelarne koncentracije
mM natrijum holata sa dodatim KCI
14
. e
12
11 A
10 / == Cist
‘/ =i—0,05M KCI
9 /‘ w=e=0,1M KCI
/././ / —=0,2M KCl
8 bl~.\.__., —3¥=0,3M KCl
—@-0,4M KCl

Slika 5.7. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); natrijum holata sa dodatim KCl
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Cist
TiC natrijum (Xeme), Kriticne micelarne koncentracije
(© deoksiholat mM Cistog natrijum deoksiholata
(Xemc); mM 7
0 4,7031 o y = 0,0015x2 - 0,0392x + 4,762
5 4,6101 ' R*=0,991
10 4,547 6
15 4,5491
5,5 === Cist
20 4,5858
Poly. (Cist)
25 4,7448 5
30 4,8954 ? /
35 5,0615 45 1
40 5,495 4 T T T T T T T T T T 1
45 5,8827 0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)
50 6,5471
Slika 5.8. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); Cistog natrijum deoksiholata
(Xecmc)4
T(C) mM (Xemc), Kriticne micelarne koncentracije
0 1 8489 mM natrijum deoksiholata sa 0,4M LiCl
5 1,6987 2
10 1,6512
2,25
15 1,6428
y =0,0005x2 - 0,0222x + 1,8305
20 1,6065 5 R2=0,9838
25 1,6239
30 | 1,6581 175 |
35 1,6855
40 1I787 1,5 T T T T T T T T T T 1
e 192 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 T(C)
50 2,0737 =¢=0,4M LiCl Poly. (0,4M LiCl)

Slika 5.9. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M LiCl
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T(0) (Xecmc)4
mM

0 1,4462
5 1,4301
10 1,3919
15 1,4015
20 1,3636
25 1,5925
30 1,5942
35 1,7111
40 1,673
45 1,8009
50 2,0806

(Xemc)4 Kriticne micelarne koncentracije
mM natrijum deoksiholata sa 0,4M NaCl
2,5
2,25
5 2
y = 0,0004x2 - 0,0071x + 1,4409
R?=0,9206
1,75 W
1,5 £
1,25
1 T T T T T T T T T T T(C)
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
4—0,4MNaCl Poly. (0,4MNaCl)

Slika 5.10. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M NaCl

T(0) (Xecmc)4
mM
0 1,7108
5 1,6069
10 1,5588
15 1,5614
20 1,4969
25 1,6891
30 1,6675
35 1,7232
40 1,7842
45 1,9513
50 2,0839

(Xemc)q Kritiéne micelarne koncentracije natrijum deoksiholata
mM sa 0,4M KCI
2,5
2,25
2 Pt
y = 0,0005x2 - 0,0149x + 1,6837
R?=0,9454
1,75
1,5
1,25
1 T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 T(C)

=4=0,4MKCI

Poly. (0,4MKCl)

Slika 5.11. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M KCI
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Xcmc
T(C) ( M h (Xemc), Kritiéne micelarne koncentracije
mM natrijum deoksiholata sa 0,4MRbCI
0 1,6268
5 1,6279 2,5
10 1,5905 2,25 y = 0,0003x2 - 0,0067x + 1,6358
15 1,5936 2 R?=0,9916
20 | 1,6604 175
25 1,687
1,5
30 1,7403
1,25
35 1,8024
1 T T T T T T T T T T 1
40 1,88 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 T(C)
45 1,9922
—4—0,4MRbCl Poly. (0,4MRbCI)
50 2,155

Slika 5.12. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M RbCl

(Xecmc)4

T(C) M (Xeme), Kritiéne micelarne koncentracije
mM natrijum deoksiholata sa 0,4MCsCl
0 1,1943
2,5
5 1,3209
2,25
10 1,3065

15 1,337 2 y =0,0002x2 + 0,0021x + 1,2455/’/‘
20 | 13677 175 tjy

25 1,4543

1,5
30 1,5508 M/

1,25
35 1,5917
40 1,7268 1 T T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 T(C)
45 1,843
=¢—0,4MCsCI| Poly. (0,4MCsCl)

50 1,9919

Slika 5.13. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M CsCl
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Tabela 5.3. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim NacCl

T(C) Cist 0,05M NacCl | 0,1M NacCl 0,2M Nacl 0,3M NacCl 0,4M Nacl
0 4,7031 2,8405 2,4123 2,0616 1,7383 1,4462
5 4,6101 2,7071 2,2552 1,9807 1,7332 1,4301
10 4,547 2,6784 2,2461 1,9274 1,6233 1,3919
15 4,5491 2,6133 2,2236 1,9506 1,6007 1,4015
20 4,5858 2,6114 2,2685 1,9636 1,6052 1,3636
25 4,7448 2,6325 2,3613 2,0516 1,6409 1,5925
30 4,8954 2,8714 2,3969 2,0648 1,6361 1,5942
35 5,0615 2,8905 2,5698 2,1117 1,6972 1,7111
40 5,495 3,1732 2,7631 2,2629 1,771 1,673
45 5,8827 3,355 2,9861 2,4249 1,8773 1,8009
50 6,5471 3,6409 3,1587 2,6026 2,0971 2,0806

(Xemc)4 Kriticne micelarne koncentracije
mM natrijum deoksiholata sa dodatim NaCl
7
6,5 /
6
5,5
5
4,5 M
4 =—¢—Cist
== 0,05M NaCl
3,5 A
/./ =#=0,1M NaCl
3 0,2M NacCl
- w—l’ X =3#=0,3M NaCl
M ~—0,4M NaCl
2 NM
1> ——o—0—o"
1
0,5
O T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 T(C)

Slika 5.14. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); natrijum deoksiholata sa dodatim NaCl
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Tabela 5.4. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim KCl

0 5 10 15

20 2

5 30 35 40 45 50 T(C)

T(C) Cist 0,05M KCI 0,1M KCI 0,2M KCl 0,3M KClI 0,4M KCl
0 4,7031 2,7469 2,089 1,8794 1,8484 1,7108
5 4,6101 2,7263 2,0321 1,8652 1,719 1,6069
10 4,547 2,6515 2,0616 1,7971 1,6282 1,5588
15 4,5491 2,6348 2,0507 1,8023 1,6584 1,5614
20 4,5858 2,649 2,0587 1,7804 1,6817 1,4969
25 4,7448 2,4949 2,0432 1,8912 1,6885 1,6891
30 4,8954 2,793 2,1133 1,9174 1,7706 1,6675
35 5,0615 2,8509 2,0781 1,9487 1,8836 1,7232
40 5,495 3,0214 2,1541 2,0584 2,0819 1,7842
45 5,8827 3,1878 2,475 2,2016 2,1781 1,9513
50 6,5471 3,3 2,8053 2,4439 2,2962 2,0839

(Xemc)4 Kriticne micelarne koncentracije
mM natrijum deoksiholata sa dodatim KCI
7
6,5 /
6
5,5
5
45 M v.
=== Cist
4 ——0,05M KCl
3,5 e=fe=0,1M KClI
3 ==é=(0,2M KCI|
=i=0,3M KCl
2,5 —®—0,4M KCl
2
1,5 -
1
0,5
O T T T T T T

Slika 5.15. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc); natrijum deoksiholata sa dodatim KCl
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Nestabilizovani molekuli vode sa hidrofobne strane monomera imaju uredenije
stanje (low density water) i manje stepena slobode, pa poseduju samo rotaciono i
vibraciono kretanje, a time i manju entropiju nego molekuli vode u unutrasnjosti rastvora,
koji imaju mogucnost da ostvare 4 vodoni¢ne veze. Sistem uvek tezi veéoj entropiji, pa
molekuli vode (low density) teze da dospeju u unutrasnjosti rastvora. Sa povecanjem
temperature rastvora, povecava se rotaciona i vibraciona energija low density molekula
vode male gustine i oni u toku fazne transformacije dobijaju translacionu energiju, pa ovaj
proces obelezava dehidrataciju hidrofobne povrSine monomera (pseudofazna
transformacija, poput topljenja leda). Zbog dehidratacije monomera (nepolarne strane)
raste tendencija samoasocijacije, pa se u prvom delu krive smanjuje CMC vrednost.
Dodatnim povecdanjem temperature zapocinje drugi proces, gde same gradivne jedinice
micele dobijaju dodatnu vibracionu energiju i pomeraju se po longitudinalnoj osi, Sto opet
izlaZze nepolarne strane monomera molekulima vode i rehidrataciji (hidratacija hidrofobnog
domena micele, micele postaju difuznije, rastresitije pod uticajem temperature). Kod svake
koris¢ene soli (NaCl, KCl, LiCl, RbCl, CsCl) dolazi do smanjenja CMC vrednosti do 50 %. Ovo se
objasnjava u manjoj meri neutralizacijom anjonskih grupa na povrsini micele, i u ve¢oj meri
zbog toga Sto se soli (NaCl, KCl, LiCl, RbCl, CsCl) hidratisu, pa time odvlace molekule vode iz
hidratacionog sloja monomera. Uticaj NaCl i KCI na funkciju CMC = f(T) se medusobno ne
razlikuje znacajno, dok se kod RbCl i CsCl statisticki znacajno razlikuje kriva CMC u odnosu na
uticaj NaCl i KCl od 0° do 20°C, a od 20° do 50°C ne postoji znacajna razlika. Ovo se
objasnjava time Sto, najverovatnije, Rb i Cs zbog najveéeg jonskog radijusa i najvece
povrsine imaju najveci stepen koordinacije molekula vode, pa deluju najvise na dehidrataciju

monomera.
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6. ZAKLJUCAK

Kod binarnih mesovitih micela hiodeoksiholata i polisorbata sistem (mesovita micela)
T20-HD je termodinamicki stabilniji od T60-HD. Dok kod binarnih meSovitih miceli holata i
polisorbata je obrnuto, tj. termodinamicki je stabilnija meSovita micela T60-C od mesSovite
micele T20-C. MeSovita micela polisorbata sa C12 hidrofobnim segmentom i
hiodeoksiholatom termodinamicki je stabilnija od meSovite micele sa istim polisorbatom i
anjonom holne kiseline. Ukoliko je u binarnoj mesovitoj miceli jedna od gradivnih jedinica
polisorbat T60 (C18 hidrofobni segment) onda je termodinamicki stabilniji sistem sa
anjonom holne kiseline (druga gradivna jedinica) u odnosu na sistem sa anjonom
hiodeoksiholne kiseline (druga gradivna jedinica). pKa vrednost Zu¢ne kiseline u micelarnoj
fazi veca je od pKa vrednosti slobodne Zucne kiseline. Sa povecanjem molskog udela
polisorbata u binarnoj smesi surfaktanata raste pKa vrednost Zucne kiseline iz micelarne
pseudofaze. Poveéanje pKa vrednosti Zu¢ne kiseline kod ispitivanih micelarnih sistema
polisorbata u odnosu na pKa vrednost Zucne kiseline iz vodenog rastvora je mera za
termodinamicku stabilnost realne mesSovite micele u odnosu na idealnu binarnu mesovitu
micelu. Stoga od razli¢itih binarnih sistema homolognih surfaktanata tipa: polisorbat (ili neki
drugi nejonski klasi¢ni surfaktant) — Zucna so, jednostavnim eksperimentom
potenciometrijske titracije, tj. koris¢enjem jednog rastvora od svakog tipa binarne smese
surfaktanata iznad kriticne micelarne koncentracije, na osnovu pKa vrednosti moze se
odabrati sistem surfaktanta (koji je termodinamicki najviSe stabilizovan) za detaljniju

termodinamicku analizu.

Na osnovu izvrSenih ispitivanja pKa vrednosti Zucnih kiselina i termodinamicke
stabilizacije realnih binarnih mesovitih micela sa Tritonom X-100, mogu se izvesti sledeci
zakljucci. MeSovite micele HD — Triton X-100 se karakteriSu negativnim vrednostima
parametra interakcije (Sto predstavlja sinergisticke interakcije), realne binarne mesovite
micele su termodinamicki stabilnije, nego idealne meSovite micele. Dve ekvatorijalne grupe,
C3-OH i C6-0H, u molekulu HD, posebno doprinose termodinamickoj stabilizaciji meSovite
micele zbog formiranja kooperativnih vodoni¢nih veza sa Tritonom X-100. pKa vrednosti
micelarno vezanih Zucnih kiselina HD i C su veée nego kod Zucnih kiselina van micele. ApKa

vrednosti predstavljaju skrivenu razliku izmedu standardne promene Gibbs-ove energije
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protolize micelarno vezane Zucne kiseline i standardne promene Gibbs-ove energije

protolize Zucne kiseline iz vodenog rastvora. Stoga su ApKa vrednosti povezane sa
dodatnom Gibbs-ovom energijom (GfrA), koja je posledica vodonicnih veza koje se formiraju

izmedu steroidnih OH grupa Zucne kiseline i POE grupa Tritona X-100 u mesovitoj miceli.
Ovo znaci da u mesSovitim micelama zucnih soli i Tritona X-100 ApKa vrednosti pokazuju
sinergisticke interakcije izmedu razlic¢itih gradivnih jedinica slicno kao koeficijent interakcije

iz Teorije regularnih rastvora (Regular Solution Theory - RST).

Kako kod natrijum holata, tako i kod natrijum deoksiholata NaCl, KCI, RbCl, CsCl na
svakoj ispitivanoj temperaturi znacajno snizavaju CMC vrednost u odnosu na sistem
surfaktanata bez ispitivanih jona. Uticaji KCl i NaCl na krivu CMC u funkciji od temperature
se medusobno ne razlikuju. U intervalu temperature od 0° do 20°C uticaj RbCl i CsCl na

funkciju CMC (T) se znacajno razlikuje u odnosu na delovanje NaCl i KCI.

Iznad temperature od 20°C ispitivane soli imaju isto dejstvo na funkciju CMC(T).
Termodinamicki najstabilnije micele natrijum holata i natrijum deoksiholata se dobijaju u
prisustvu RbCl ili CsCl pri koncentraciji od 400mM i na temperaturi od 15°C. Ovaj efekat se
moZe objasniti time Sto katjoni Rb i Cs imaju najveéu povrsinu, stoga mogu vezati najvedi
broj molekula vode iz hidratacionog sloja sa hidrofobne strane monomera - dolazi do
izrazaja konfiguracioni efekat hidratacije u odnosu na elektrostaticki efekat privlacenja

dipola molekula vode i gustine povrsSinskog naelektrisanja jona.
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8. PRILOG

Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum holata

Xcmc
T(C) ( M 2 (Xemc), Kriti¢ne micelarne koncentracije

mM Cistog natrijum holata
0 14,95285

17
5 | 14,73098 y = 0,0006x2 + 0,0218x + 14,577
10 | 13,98738 R* =0,8388
15 | 15,01522 16
20 15,62583
25 | 15,70338 15 —o—(cist
30 | 15,38768 Poly. (cist)
35 | 16,51144 14
40 16,36107
45 16,81449

13 T T T T T T T T T T 1
50 | 16,99522 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.1. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), Cistog natrijum holata
Xcmc
T(C) ( mM)z (Xemc), Kritiéne micelarne koncentracije
mM natrijum holata sa dodatim 0,4M NaCl
0 6,36975
9
5 6,28545
10 6,2955 8,5 ) d
y = 0,0007x2 + 0,0092x + 6,2719

15 6,50535 R? = 0,9095

Poly. (0,4M Nacl)

8
20 | 6,83955 C /
25 6,7014 7,5 D(/ ——0,4M NaCl

30 | 7,67565

35 7,3062 ’

40 7,6458 6,5

45 7,7343 ;

50 8,613 0 5 1|0 1|5 zlo 2|5 3|o 3|5 4|0 4|5 5|o 5|5 T(C)

Slika 8.2. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum holata sa dodatim 0,4M NaCl
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T(0) (Xcmc),
mM
0 6,65265
5 6,60885
10 6,63765
15 6,5058
20 6,73275
25 7,0464
30 7,13115
35 7,4247
40 8,02575
45 8,7861
50 9,2481

(Xemc), Kriticne micelarne koncentracije

mM natrijum holata sa dodatim 0,4M KCI
10

y =0,0017x2 - 0,0361x + 6,7225
R2 = 0,9885
9 /
8 == 0,4M KCI
Poly. (0,4M KCl)
7
6 T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.3. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum holata sa dodatim 0,4M KCl

T(0) (Xcmc),
mM
0 6,53148
5 6,33024
10 6,24
15 6,18686
20 6,29012
25 6,66098
30 6,82726
35 7,23146
40 7,8695
45 8,5833
50 9,1069

/ —¢—0,4M RbClI

Poly. (0,4M RbCl)

(Xemc), Kriticne micelarne koncentracije
mM natrijum holata sa dodatim 0,4M RbClI
9,5

9 y = 0,0021x2 - 0,0509x + 6,5242 '

R?=0,9953

8,5

8
7,5

7
o2 V

6 T T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.4. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum holata sa dodatim 0,4M RbCl
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Xcmce
T(C) ( mM)z (Xemc), Kriticne micelarne koncentracije
mM natrijum holata sa dodatim 0,4M CsCl
0 4,91532
9
5 5,99266
8,5 =
’ y = 0,0006x- + 0,0275x + 5,4348
10 | 6,02484 . R? = 0.9112 /7y
15 6,1044
7,5
20 6,20958 .
25 | 6,57306 ——=0,4m CsCl
6,5
30 6,58542 ] Poly. (0,4M CsCl)
35 7,07108
5,5
40 6,98814 c
45 7,9592
4,5 T T T T T T T T T T T 1
50 8,5345 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.5. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum holata sa dodatim 0,4M CsCl
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Tabela 8.1. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum holata sa dodatim NaCl

T(C) Cist 0,05M NaCl | 0,1M NacCl 0,2M Nacl 0,3M Nacl 0,4M Nacl
0 14,95285 12,3381 9,76665 7,70325 6,9114 6,36975
5 14,73098 12,1743 9,2931 7,6698 7,0304 6,28545
10 13,98738 11,5527 9,34425 7,62405 6,86115 6,2955
15 15,01522 11,89065 9,17385 7,73895 7,10235 6,50535
20 15,62583 12,47625 9,4215 7,79085 7,2162 6,83955
25 15,70338 12,7953 9,99555 8,07465 7,3977 6,7014
30 15,38768 13,0752 10,03425 8,5365 7,78245 7,67565
35 16,51144 13,5051 10,4901 9,021 7,82805 7,3062
40 16,36107 14,49855 11,3547 9,20295 8,5284 7,6458
45 16,81449 15,12495 12,04335 9,81345 9,08055 7,7343
50 16,99522 15,12315 13,45575 10,9521 9,66525 8,613

(Xemc), Kriticne micelarne koncentracije

mM natrijum holata sa dodatim NaCl

16

15 il

14

11

0,2M NaCl

10

13 == (ist
H =f=0,05M NaCl
12
==e=0,1M NaCl

==3ie=0,3M NaCl

M —®—0,4M NaCl

10 15 20

25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.6. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum holata sa dodatim NaCl
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Tabela 8.2. Kriti¢ne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum holata sa dodatim KCl

T(C) Cist 0,05M KClI 0,1M KClI 0,2M KClI 0,3M KClI 0,4M KClI
0 14,95285 10,5393 9,0855 6,65445 6,91425 6,65265
5 14,73098 10,16745 8,93685 6,3966 6,5691 6,60885
10 13,98738 10,3143 8,88345 6,5091 6,84255 6,63765
15 15,01522 10,0857 8,64525 6,5193 6,74565 6,5058
20 15,62583 10,54215 8,8542 6,62745 7,15095 6,73275
25 15,70338 11,38515 9,1059 7,104 7,28205 7,0464
30 15,38768 11,7219 9,41415 7,40745 7,67055 7,13115
35 16,51144 12,9561 9,94395 7,7775 8,0142 7,4247
40 16,36107 13,653 11,0133 8,5839 8,7087 8,02575
45 16,81449 14,47635 12,17145 9,8511 9,2538 8,7861
50 16,99522 15,13245 13,2114 9,90255 9,90495 9,2481

(Xemc), Kriticne micelarne koncentracije
mM natrijum holata sa dodatim KCI
17 /\/0
16
15
14
13 A "
== Cist
1 / —8—0,05 MKCI
’} —4—0,1M KCl
11 0,2M KClI
-\./.\-/ —=0,3M KCl
10
=@=0,4M KCI
9 L.W
8
7
6 T T T T T T T T T T 1
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.7. Kriti¢ne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum holata sa dodatim KCI
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Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata

(Xemc), ey . N
T(C) gy (Xemc), Kritiéne micelarne koncentracije &istog
mM natrijum deoksiholata
0 | 56714
9
5 5,6818
8,5
10 5,5839
o y = 0,00172 - 0,0324x + 5,7209
15 5,601 R? = 0,9906 /
20 | 5,6764 7,5 /
25 | 6,0089 7 =& Cist
35 6,6332 6
40 7,2625
5,5
45 7,632
5 T T T T T T T T T T 1
50 | 8,188 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.8. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), Cistog natrijum deoksiholata

T(C) (X;n;)z (Xemc), Kriti¢ne micelarne koncentracije
mM natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M LiCl
0 2.36529
5 2.1963 2,9
10 | 2.0589 27
15 2.0391 - y = 0,0007x2 - 0,0332x + 2,3549
20 2.025 R*=0,9834
25 | 1.9716 2,3 ——0,4M LiCl
35 2.0614 1,9
40 2.1602 17
45 2.3342
1,5 T T T T T T T T T T 1
50 2.4971 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T1(C)

Slika 8.9. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M LiCl
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T(0) (Xcmc),
mM

0 1.8756
5 1.8426
10 1.8676
15 1.8525
20 1.7898
25 2.1595
30 1.8633
35 2.2901
40 1.9652
45 2.3224
50 2.4575

(Xemc), Kriticne micelarne koncentracije

mM natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M NacCl
3

25 y = 0,0003x2 - 0,0049x + 1,8694

R?=0,6963

e—fV

A =4—0,4M NaCl

Poly. (0,4M Nacl)

1,5

1 .
0 5

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.10. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M NaCl

T(0) (Xcmc),
mM

0 2,3807
5 2,1063
10 2,0259
15 1,9385
20 1,8518
25 2,2888
30 2,2623
35 2,314
40 2,4085
45 2,5299
50 2,6338

=4—0,4M KCI

Poly. (0,4M KCl)

(Xemc), Kriticne micelarne koncentracije
mM natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M KCI

3

y = 0,0006x2 - 0,0211x + 2,2399
R?=0,7575

2,5

2 \/
1,5

1 T T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.11. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M KClI

116



Doktorska disertacija Kosta Popovic

(Xecmc)
T(C) mM 2 (Xemc), Kriticne micelarne koncentracije
mM natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M RbCI
0 2,4216
2,65
5 2,4535
2,6
10 2,4282 ’
15 | 2,3712 2,55
y =0,0003x2 - 0,0147x + 2,4924
20 2,3088 2,5 RZ= 05832

25 2,3299 2,45 —6—0,4M RbCl

30 | 23296 24 \ Poly. (0,4M RbCl)

35 2,3197 235 \\ / l
W

40 | 2,2945
23
45 | 2,3619
2,25 T T T T T T T T T T 1
50 2,605 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.12. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M RbCl

T(C) (Xcr:;)z (Xemc), Kriti€ne micelarne koncentracije
m mM natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M CsCl
0 2,3769
2,45
5 2,2097 54 y = 0,0005x2 - 0,025x + 2,3423
10 2’1393 ! ‘ R2 = 0,9609
2,35
15 | 2,0454 \ /
2,3
20 | 2,0403 \
2,25
25 2,05 =4=0,4M CsCl|
2,2
2,15
35 | 2,149 /
2,1
40 2,1693 /
2,05
45 2,2639
2 T T T T T T T T T T 1
50 2,3925 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.13. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim 0,4M CsCl

117



Doktorska disertacija Kosta Popovic

Tabela 8.3. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim NaCl

T(C) Cist 0,05M NaCl | 0,1M NacCl 0,2M Nacl 0,3M Nacl 0,4M NacCl
0 5,6714 3,46 2,9953 2,3959 1,7992 1,8756
5 5,6818 3,3402 2,9062 2,405 1,7878 1,8426
10 5,5839 3,3405 2,771 2,3512 1,8736 1,8676
15 5,601 3,289 2,8316 2,3817 1,8733 1,8525
20 5,6764 3,3607 2,8702 2,4179 1,8276 1,7898
25 6,0089 3,3072 3,1362 2,5575 2,0101 2,1595
30 6,0769 3,5218 3,1328 2,4489 1,8846 1,8633
35 6,6332 3,5793 3,3113 2,5758 2,0507 2,2901
40 7,2625 3,8088 3,3131 2,8328 2,1741 1,9652
45 7,632 4,2373 3,6652 3,158 2,3911 2,3224
50 8,188 4,517 3,8136 3,1683 2,5809 2,4575

(Xemc), Kriticne micelarne koncentracije
mM natrijum deoksiholata sa dodatim NaCl
8,5
g Vo
7,5 //
7 /
6,5
6
5,5 == _Cist
=fi=0,05M NacCl
5
==fe=0,1M NaCl
4> )/.7 =>¢=0,2M NaCl
4 ==#=0,3M NaCl
3,5 / =®-0,4M NaCl
3 /
2,5
2
1,5
1 T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.14. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim NaCl
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Tabela 8.4. Kriticne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim KCl

T(C) Cist 0,05M KClI 0,1M KClI 0,2M KClI 0,3M KClI 0,4M KClI
0 5.6714 3.3357 2.4506 2.4424 2.3208 2.3807
5 5.6818 3.3796 2.3737 2.3593 2.1968 2.1063
10 5.5839 3.3221 2.3884 2.3081 2.12 2.0259
15 5.601 3.2667 2.4025 2.3125 2.0949 1.9385
20 5.6764 3.2657 2.4421 2.2895 2.12 1.8518
25 6.0089 3.3959 2.526 2.5676 2.1818 2.2888
30 6.0769 3.3923 2.381 2.5384 2.2178 2.2623
35 6.6332 3.4983 2.4843 2.57 2.3873 2.314
40 7.2625 3.6503 2.6553 2.5812 2.4555 2.4085
45 7.632 3.8035 3.5701 2.7202 2.6434 2.5299
50 8.188 3.9186 4.0739 3.1371 2.9357 2.6338

(Xemc), Kriticne micelarne koncentracije
mM natrijum deoksiholata sa dodatim KCl
8,5
g 2
75 //
7 /
6,5
6
5,5 == Cist
5 == 0,05M KCl
4,5 ==0,1M KCI
4 === 0,2M KCI
=3t=0,3M KCI
3,5
=@=0,4M KCI
3 P
2,5
2 -
1,5
1 T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 T(C)

Slika 8.15. Kritiéne micelarne koncentracije (Xcmc), natrijum deoksiholata sa dodatim KCl
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