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Úvod 

 
Bioelektrochemie je využívána pro objasnění elektro-

chemické podstaty biologických procesů. Biologické 
membrány jsou nejdůležitějším rozhraním s elektro-
chemickými vlastnostmi v živých organismech. Jedná se 
o velmi složitou směs látek lipidového charakteru a protei-
nů. Biomembrány mají velké množství funkcí a jednou 
z nejdůležitějších je schopnost tvořit selektivní bariéru 
mezi extracelulárním a intracelulárním prostředím a ob-
dobně mezi některými subcelulárními kompartmenty. 
Všechny látky, které do buňky vstupují (např. živiny, pes-
ticidy, organické kyseliny) nebo z ní vystupují, musí pře-
konat tuto bariéru. Pro porozumění mechanismům přenosu 
přes ně je nezbytné mít k dispozici (či případně vyvinout) 
citlivé a spolehlivě pracující elektrody1–4 a dostatečně citli-
vé metody, kterými je možno přenášené látky detegovat 
a jejich množství kvantitativně určit (např. cit.5–9). 
V některých případech se jedná o mechanismy dobře zná-
mé (přenos sodíku, draslíku, vápníku, kyslíku), avšak 
transport celé řady látek nebo iontů dosud dostatečně ob-
jasněn nebyl (např. nízkomolekulárních organických kyse-
lin, těžkých kovů)10. Pro studium takovýchto pochodů se 
jeví jako velmi vhodné modelové biologické membrány. 
Je potřeba, aby byly svým složením a strukturou co možná 

nejblíže k membránám reálným. Proto musíme disponovat 
spolehlivými metodami, které umožní jejich charakteriza-
ci, což je cílem této práce. 

Hlavní složkou biologických membrán jsou fosfoli-
pidy11 (např. lecitin (fosfatidylcholin, obr. 1), fosfatidyli-
nositol, fosfatidylethanolamin), proteiny a cholesterol 
(obr. 2). Tyto hlavní komponenty mají velmi významnou 
roli v molekulárních a makroskopických vlastnostech 
membrán12. 

Zjednodušeně by se dalo říci, že biologické membrá-
ny jsou tvořeny ze dvou fosfolipidových monovrstev. Ty 
se skládají z hydrofobních uhlíkových řetězců, které jsou 
orientovány k sobě navzájem a hydrofilních hlaviček, kte-
ré jsou orientované směrem do vodného prostředí na obou 
stranách membrány. Cholesterol má velmi pozitivní vliv 
na stabilitu biologické membrány. Přítomnost cholesterolu 
v dvojvrstvě nemění orientaci lipidových hlaviček, protože 
jeho molekuly jsou umístěny paralelně k řetězcům mast-
ných kyselin a jejich hydroxylová skupina je směřována ke 
karbonylové skupině lipidů13, 14. 

Cholesterol je amfifilní molekula, která je složena ze 
steroidního jádra s uhlovodíkovým řetězcem (nepolární 
část) a z hydroxylové skupiny (polární část)15 a má velký 
vliv na specifické vlastnosti fosfolipidových dvojvrstev. 
Cholesterol hraje důležitou roli ve tvorbě lipidových raftů 
v biologických membránách a vykazuje výrazné konden-
zační vlastnosti16,17. Fyzikální studie směsi cholesterolu 
s dipalmitoylfosfatidylcholinem ukazují, že cholesterol má 
vliv na tvorbu modelové membrány. Cholesterol je nerov-
noměrně rozmístěn v celé buněčné membráně, a proto se 
vytváří na cholesterol bohaté oblasti a oblasti bez choleste-
rolu12,18,19. Jednou z jeho nejdůležitějších funkcí je ovliv-
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Obr. 2. Strukturní vzorec cholesterolu  

Obr. 1. Strukturní vzorec lecitinu  
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ňování fyzikálně-chemických vlastností membrán. Při 
vyšších koncentracích cholesterolu vykazují lipidy vyšší 
uspořádanost hydrofobních řetězců a tím dochází ke sníže-
ní fluidity. 

Nejjednodušším modelem biologické membrány je 
planární lipidová dvojvrstva (PLB), jejíž uspořádání umož-
ňuje snadný přístup k oběma jejím stranám, které repre-
zentují vnitřní a vnější prostředí buňky. Tento typ modelo-
vé membrány má dlouhou životnost a je relativně stabilní. 
Její příprava zabere málo času a její velikost (tenkost) je 
srovnatelná s reálnými fosfolipidovými membránami 
(PLMs). Všechny tyto vlastnosti20,21 poukazují na to, že 
tento typ modelové membrány se jeví jako vhodný pro 
výzkumné účely. 

Existují dvě hlavní metody pro přípravu modelových 
PLMs (Muellerova22 a Langmuir-Blodgetova technika23). 
Fyzikální vlastnosti takovýchto modelových membrán 
mohou být snadno měřeny. Z elektrického hlediska je 
možné si představit PLMs jako neideální kondenzátor, 
přičemž jej lze charakterizovat pomocí dvou veličin: kapa-
city (C) a odporu (R)24. 

Pro objasnění vlastností biologických membrán již 
existuje celá řada metod. V našem případě jsme využívali 
elektrochemickou impedanční spektroskopii25 (EIS), která 
se ukázala být důležitým a užitečným nástrojem pro studi-
um tohoto komplikovaného systému. Impedanční metody 
představují neinvazivní přístup pro detailní popis struktur-
ních a funkčních vlastností tohoto systému26. Elektrická 
kapacita lipidových dvojvrstev závisí na řadě faktorů, 
např. na membránovém potenciálu, na složení membrán, 
teplotě, tvorbě pórů v membráně atd. Kapacita membrány 
také závisí na postupu přípravy modelové dvojvrstvy14. 

Biologické membrány jsou velmi složitým kom-
plexem a porozumění vlivu cholesterolu na tyto membrány 
je velmi důležitou problematikou, která byla na prvním 
místě našeho výzkumu na modelových membránách. Směs 
cholesterolu a lecitinu byla již v minulosti předmětem řady 
studií18,27–30, ale získané poznatky jsou stále nekompletní. 

 
 

Experimentální část 
 
Chemikálie a materiály 

 
Jako základní elektrolyt byl použit 0,1M KCl 

(suprapur, Merck). Rozpouštědla o čistotě p.a. (ethanol, 
99,88% a n-heptan, 99%) byla získána od firmy Penta-
Švec, Praha, Česká republika. Všechny ostatní použité 
chemikálie byly čistoty p.a. Pro všechna měření byla pou-
žita deionizovaná voda připravená v zařízení Milli-Q-
Gradient, Millipore, Praha, Česká republika (konduktivita 
< 0,05 S cm–1). 

Pro přípravu lipidových membrán byly použity tyto 
látky: 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (lecitin, 
DPPC, GPCho (16:0/16:0)) (Avanti, Polar lipids, Alabas-
ter, USA) a cholesterol (Sigma Grade, ≥ 99%, Sigma-
Aldrich). 

Lipidové membrány byly vytvářeny v pórech poly-
karbonátového nosiče od firmy Isopore™ Membrane Fil-
ters (Millipore, USA). Tento hydrofilní nosič byl použit ve 
dvou modifikacích velikosti pórů (8,0 m a 2,0 m), 
o porozitě 5–20 %, tloušťce 7–22 m. Dále byly použity 
polykarbonátové hydrofilní nosiče od firmy Nuclepore 
Track-Etch Membrane (Whatman, USA) o velikosti pórů 
0,2 m a 0,05 m. 

 
Elektrochemická cela pro měření elektrochemické 
impedanční spektroskopie 

 
Pro naše experimenty byla použita tzv. „skleněná“ 

cela (obr. 3), která byla vyvinuta pro transport iontů přes 
PLMs v naší laboratoři31. Cela je složena ze dvou skleně-
ných částí (tyto prostory, které jsou vzájemně oddělené 
pomocí dvou teflonových částí s otvorem o velikosti 
0,07 cm2 a mezi něž je umisťován porézní polykarbonáto-
vý nosič, reprezentují vnitřní a vnější prostředí buňky). 
Objem každé skleněné části činí 3 ml. Elektrody jsou 
umístěny do otvorů na vrchní straně skleněných součástí 
(dvě elektrody argentochloridové a jedna elektroda plati-
nová; jak je uvedeno níže v kapitole Elektrochemická im-
pedanční analýza). Jako základní elektrolyt byl použit 
0,1M KCl, který byl pipetován do obou částí cely. 

 
Elektrické ekvivalentní obvody 

 
Různé typy elektrických ekvivalentních obvodů (angl. 

electrical equivalent circuits, EEC) byly testovány a použí-
vány pro charakterizaci vytvářených modelových dvouvrs-
tev31–39. EEC, který je zobrazen na obr. 4, byl použit pro 

Obr. 4. Elektrický ekvivalentní obvod použitý pro charakteri-
zaci modelové membrány tvořené v pórech polykarbonátové-
ho nosiče  

Obr. 3. Elektrochemická „skleněná“ cela 
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objasnění tvorby a chování modelových fosfolipidových 
membrán v pórech polykarbonátového nosiče39,40. Tento 
obvod vznikl z jednoduššího modelu používaného často 
pro charakterizaci nepokrytých elektrod či membrán 
(model R(RC) se skládá pouze z odporu (R1) a k němu 
v sérii zapojené paralelní kombinace odporu (R2) a kapaci-
ty (C1)). K tomuto obvodu byla následně připojena ještě 
paralelní kombinace jedné kapacity (C2) a jednoho odporu 
(R3) v sérii k odporu s označením R2 (cit.31,39). Těsnost 
proložení byla charakterizována pomocí χ2 kritéria. Jelikož 
toto kritérium pracuje s absolutními hodnotami, lišily se 
jeho výsledky v závislosti na absolutních hodnotách reál-
né, resp. imaginární složky impedance. Jako nejvhodnější 
byly brány aproximace dosahující nejnižší hodnoty χ2. 
Každá část tohoto obvodu (odpory Ri a kapacity Ci) byla 
použita pro charakterizaci používaného systému. 

 
Příprava stabilizovaných fosfolipidových dvojvrstev 

 
Membrány byly tvořeny postupem, který je popsán 

v pracích32–34,39–45. Směs lecitinu a cholesterolu byla při-
pravena rozpuštěním lecitinu a cholesterolu v ethanolu 
(10 l) a n-heptanu (100 l). Různé poměry mezi leciti-
nem a cholesterolem byly testovány a následně bylo 20 l 
této směsi naneseno na jednu stranu polykarbonátového 
nosiče, rozpouštědlo bylo odpařeno a poté byl stejný ob-
jem směsi nanesen na druhou stranu nosiče. Obě strany 
pokryté směsí lipidů byly po konkrétní čas stabilizace po-
nechány zasychat na vzduchu a poté byly zavodněny nos-
ným elektrolytem46. 

 
Elektrochemická impedanční analýza 

 
Pro EIS byl použit potenciostat PGSTAT302N + 

FRA2 modul, řízený softwarem Nova 1.9 (vše Metrohm, 
Česká republika). Měření byla prováděna pomocí dvou 
Ag/AgCl elektrod (stříbrný drátek o průměru 1 mm, elek-
trolyticky potažený vrstvou AgCl). Tyto dvě elektrody, 
ponořené v základním elektrolytu 0,1M KCl, sloužily jako 
pracovní a referentní. Platinový drátek o průměru 1 mm 
byl použit jako pomocná elektroda. Systém pracoval 
v tříelektrodovém zapojení. V našich EIS měřeních posky-
toval systém spolehlivé výsledky v rozmezí frekvencí od 
0,1 Hz do 1 MHz při amplitudě 0,005 V. Napětí o velikosti 
–0,1 V bylo vkládáno při všech EIS měřeních (tato hodno-
ta je blízká membránovému potenciálu rostlin v reálných 
biologických systémech). Všechna měření byla prováděna 
za laboratorní teploty (25,0 ± 0,5 °C). 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
Vliv cholesterolu na fosfolipidovou membránu byl 

studován pomocí EIS spektroskopie. Na obr. 5, 6 a 7, jsou 
prezentovány frekvenční charakteristiky, tzv. Nyquistovy 
grafy (tj. závislosti imaginárních složek impedancí (–Z´´) 
na reálných složkách impedance (Z´) při měnící se frek-
venci) pro lecitin, cholesterol a směs lecitinu a cholestero-

lu v hmotnostním poměru 2:1. Tato spektra ukazují, že 
cholesterol byl úspěšně inkorporován do modelové fosfoli-
pidové membrány. Na spektrech je vidět významný vliv 
cholesterolu na tvorbu, stabilitu a elektrické vlastnosti 
modelové membrány. Membrána, která byla tvořena pouze 
z lecitinu, měla hodnoty imaginárních složek impedancí 
(–Z´´) i reálných  složek impedancí (Z´) v řádu  jednotek  k, 
s postupem času po zavodnění docházelo ke snižování 
těchto hodnot a reprodukovatelnost byla nižší. Po přidání 
cholesterolu k fosfolipidu došlo k výraznému nárůstu hod-
not imaginárních složek impedancí (–Z´´) i reálných složek 
impedancí (Z´). Na obr. 7 můžeme vidět, že se pohybovaly 
v řádu desítek M. Membrána byla s časem po zavodnění 
velmi stabilní a reprodukovatelnost byla vysoká. 

Obr. 5. Frekvenční charakteristika (Nyquistův graf) membrá-
ny tvořené pouze z lecitinu; frekvenční rozsah 0,1 Hz – 1 MHz; 
amplituda 0,005 V; vkládané napětí –0,1 V   

Obr. 6. Frekvenční charakteristika (Nyquistův graf) membrá-
ny tvořené pouze z cholesterolu; frekvenční rozsah 0,1 Hz – 1 
MHz; amplituda 0,005 V; vkládané napětí –0,1 V  
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Vliv velikostí pórů v polykarbonátovém nosiči byl 
studován pro získání bližších informací o chování směsi 
lecitinu a cholesterolu. Na obr. 8 můžeme vidět závislosti 
imaginárních částí (–Z´´) na reálných částech (Z´) impe-
dance měřených na polykarbonátovém nosiči o různé poro-
zitě (8 m a 2 m – Isopore™ Membrane Filters; 0,2 m 
a 0,05 m – Nuclepore Track-Etch Membrane). 

Nejlepších výsledků bylo dosaženo na nosiči Nucle-
pore Track-Etch Membrane s velikostí pórů 0,05 m. Se 
zvyšujícím se průměrem děr v nosiči se stává membrána 
méně stabilní, pravděpodobně méně kompaktní a hodnoty 
obou složek impedance jsou nižší a méně reprodukovatel-
né. 

Dalším důležitým parametrem pro objasnění chování 
modelové membrány byl čas jejího utváření (stabilizace) 
před ponořením do nosného elektrolytu. Výsledky jsou 
prezentovány v  obr. 9. Bylo zjištěno, že optimální stabili-
zační čas před ponořením nosiče s naneseným fosfolipido-
vým filmem je 15 min. Se vzrůstajícím časem klesají im-
pedanční složky, modelová membrána je nestabilní, ne-
kompaktní a reprodukovatelnost její tvorby velmi nízká. Je 
pravděpodobné, že během odpařování rozpouštědla jsou 
hydrofilní části fosfolipidové membrány orientovány 
k sobě a hydrofobní části směrem do organického rozpouš-
tědla. Po jeho odpaření zůstávají hydrofobní části fosfoli-
pidu orientovány směrem ven. Pokud je čas formování 
membrány příliš dlouhý, dojde k utvoření stabilních struk-
tur a hydrofilní/hydrofobní části fosfolipidu po ponoření 
do vodného prostředí již nejsou schopny se reorientovat. 

Pro výstavbu membrán je důležité především jejich 
složení, tj. poměr jejich základních stavebních složek, 
lecitinu a cholesterolu. Jejich složení bylo měněno 
v hmotnostním poměru od 1:1 do 3:1. Za předpokladu, že 
tvořené membrány je možno popsat pomocí EEC dle 
obr. 4, byly z frekvenčních charakteristik vypočteny jed-
notlivé odporové a kapacitní složky, a to v závislosti na 
čase od jejich ponoření do základního elektrolytu. Na roz-
díl (obr. 10) od čisté lecitinové membrány, jejíž vytváření 
(posuzováno dle ustálení kapacitních složek) trvá přibližně 
jednu hodinu40, v případě přídavku cholesterolu k lecitinu 
bylo zjištěno, že k ustálení takovýchto membrán dochází 
již za cca 15 min, a to u membrán složených z 2 hmotnost-
ních dílů lecitinu a 1 hmotnostního dílu cholesterolu. 
U ostatních poměrů mezi cholesterolem a lecitinem dojde 
k ustálení mnohem později (30–90 min). 

 

Obr. 7. Frekvenční charakteristika (Nyquistův graf) membrá-
ny tvořené ze směsi lecitinu a cholesterolu (hmotnostní poměr 
2:1); frekvenční rozsah 0,1 Hz – 1 MHz; amplituda 0,005 V; 
vkládané napětí –0,1 V 

Obr. 8. Frekvenční charakteristiky (Nyquistůvy grafy) mem-
brány tvořené ze směsi lecitinu a cholesterolu (hmotnostní 
poměr 2:1) na různých polykarbonátových nosičích; frekvenč-
ní rozsah 0,1 Hz – 1 MHz; amplituda 0,005 V; vkládané napětí 
–0,1 V (průměry pórů:  8 m,  2 m,  0,2 m,  0,05 m)  

Obr. 9. Závislosti elektrochemických parametrů modelové 
membrány na čase stabilizace před ponořením do nosného 
elektrolytu; frekvenční rozsah 0,1 Hz – 1 MHz; amplituda 
0,005 V; vkládané napětí –0,1 V; membrána o velikosti pórů 
0,05 m (časy stabilizace modelových membrán:   0 min,    15 
min,    30 min,  45 min) 
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Závěr 
 
Stabilizované fosfolipidové membrány byly vybrány 

jako vhodný model reálných biomembrán. Pro charakteri-
zaci elektrochemického chování směsi fosfolipidu 
(lecitinu, dipalmitoylfosfatidylcholinu) a cholesterolu byla 
využita elektrochemická impedanční spektroskopie. Mode-
lová membrána byla tvořena ze dvou vzájemně opačně 
orientovaných lipidových monovrtev v pórech polykarbo-
nátového nosiče. Průměr pórů tohoto nosiče měl velký vliv 

na tvorbu modelové membrány. Čím nižší byla velikost 
pórů, tím byla membrána stabilnější a kompaktní, hodnoty 
impedancí byly vyšší. Jako optimální se jevil nosič s póry 
o průměru 0,05 m. Následně byl testován vliv času při 
odpařování organického rozpouštědla (stabilizační čas). 
Ukázalo se, že nejvhodnější čas tvorby membrány činí 
15 min. S rostoucím časem stabilizace se membrána po 
zavodnění stávala méně stabilní a hodnoty reálné a imagi-
nární složky impedancí byly méně reprodukovatelné. Tyto 
poznatky závislostí na velikosti pórů a na čase stabilizace 

Obr. 10. Závislosti parametrů EEC dle Obr. 4 (A, B, C: odporové složky; D, E: kapacitní složky) modelových membrán na čase po 
ponoření membrány do základního elektrolytu a na molárních poměrech lecitinu a cholesterolu: 1:1; 2:1 a 3:1; frekvenční rozsah 
0,1 Hz – 1 MHz; amplituda 0,005 V; vkládané napětí –0,1 V; membrána o velikosti pórů 0,05 m; stabilizační čas 15 min ( 1:1,  2:1,   
 3:1) 

0

2

4

6

8

10

0:00 0:15 0:30 0:45 1:00 1:15 1:30 1:45

R
1
, 

k

Čas, h:min 

A 

0

1

2

3

4

0:00 0:15 0:30 0:45 1:00 1:15 1:30 1:45

R
2
, 

M


Čas, h:min 

B 

0

100

200

300

400

0:00 0:15 0:30 0:45 1:00 1:15 1:30 1:45

R
3
, 

M


Čas, h:min 

C 

0

20

40

60

80

0:00 0:15 0:30 0:45 1:00 1:15 1:30 1:45

C
1
, 

pF

Čas, h:min 

D 

0

50

100

150

200

250

300

350

0:00 0:15 0:30 0:45 1:00 1:15 1:30 1:45

C
2
, 

pF

Čas, h:min  

E 



Chem. Listy 108, 219225(2014)                                                                                                        Laboratorní přístroje a postupy 

224 

byly následně aplikovány při hledání optimálního hmot-
nostního poměru mezi lecitinem a cholesterolem. Pomocí 
naměřených výsledků byl vybrán jejich nejvhodnější 
hmotnostní poměr (2:1), a to z důvodu nejkratšího času 
ustálení elektrochemických parametrů membrány po jejím 
ponoření do základního elektrolytu. Pomocí ESI se podaři-
lo potvrdit, že cholesterol byl úspěšně inkorporován do 
modelové fosfolipidové membrány. Byl prokázán pozitiv-
ní vliv přítomného cholesterolu na stabilitu modelové 
membrány. 
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projektu č. P208/12/1645 a T. Navrátil – projektu 
č. 13-21704S) a Univerzitě Pardubice (J. Chýlková – pro-
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K. Novákováa,b, T. Navrátila, I. Šestákováa, 
V. Marečeka, and J. Chýlkováb (a J. Heyrovský Institute 
of Physical Chemistry, Academy of Sciences of the Czech 
Republic, Prague, b Institute of Environmental and Chemi-
cal Engineering, University of Pardubice): Utilization of 
Electrochemical Impedance Spectroscopy for Elucida-
tion of Electrochemical Properties of Lecithin – Choles-
terol Mixtures in Model Phospholipid Membranes 

 
Different models of phospholipid membranes (PLMs) 

have been utilized for better understanding of properties 
and functionality of real biological membranes. Mecha-
nisms of transport processes and membrane properties can 
be investigated on planar phospholipid bilayers. Electro-
chemical behavior of phosphatidylcholine-cholesterol mix-
tures in the PLM form was studied by electrochemical 
impedance spectroscopy. Phosphatidylcholine (lecithin) 
and cholesterol are essential for living cells and, therefore, 
they were chosen for experiments. Different lecithin/
cholesterol  ratios were tested on different polycarbonate
(PC). This material is formed by a condensation polyme-
rization resulting in a carbon that is bonded to three 
oxygens. The time dependence of PLM formation in the 
presence of cholesterol was investigated. 
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