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1. Uvod
Proces adheze  jednobunécného organismu

k abiotickému i biotickému povrchu je zékladem vyvoje
upoutanych bunécnych konsorcii, tj. bunécnych kolo-
nii/agregatd a biofilmi. Tyto mnohobunééné celky jsou
také skutecnou formou existence mikrofloéry naseho zivot-
niho prostiedi, véetné té, ktera je soucasti makroorganis-
mu. V této souvislosti je proces bunéné adheze procesem
fyzického upoutani individualni buriky kuritému po-
vrchu, jehoZ vyvoj bude (mimo jiné) urcen aktudlnim sta-
vem povrchu bunééného a jeho komplementaritou
k druhému povrchu, ktery je takto kolonizovan. Z hlediska
rozsahu experimentalni i technologické pouzitelnosti pfiro-
zené upoutanych konsorcii jednobunéénych organismu je
metodologie predikce adheren¢ni dispozice buiky klico-
vym pozadavkem. Fyzikalné-chemické aspekty jejiho vy-
voje shrnuje tento referat.
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2. Primarni adheze: Fyzikalné-chemicky aspekt

V procesu upoutani buiiky k povrchu jejiho nosice je
rozliSovan vznik tzv. kondiciované vrstvy a stav primarni
a sekundarni adheze. Uelem upoutani je snizeni mezifa-
Zoveé energiel. ,.Kondiciovani* povrchu nosice, které deter-
minuje jeho novy (aktudlni) stav, je procesem samovolné
modifikace nosice fyzikalné-chemickymi vlivy a slozkami
prostiedi. Z tohoto hlediska mtize byt adheren¢ni dispozice
buiiky k nativnimu a kondiciovanému povrchu odligna’.
Stav primarni adheze je charakterizovan interakcemi ne-
specifickymi a vratnymi', které jsou kombinacemi nekova-
lentnich interakci, tj. Lifshitz-van der Waalsovych (LW),
elektrostatickych (EL), acidobazickych (AB), hydrofob-
nich, sterickych a interakcemi na bazi vodikovych must-
ki’. Stavem sekundarni adheze je oznadovano dosaZeni
nevratného upoutani buiky, které je spojovano s vyvojem
specifickych vazebnych interakci mezi interagujicimi po-
vrchy (napf. ucast specifickych adhezinil)'*. Stav primarni
adheze (tedy i jeho fyzikdlné-chemicka charakteristika)
bude odlisny vsituaci kontaktu povrchu bunééného
s povrchem abiotickym a povrchem biotickym. S pouzitim
né¢kolika zjednoduseni lze ale v charakteristice a predikci
tohoto stavu pouZzit dva zikladni fyzikaln€-chemické pfi-
stupy.

Prvnim je tzv. termodynamicky piistup, ktery predpo-
klada ptimy kontakt dvou povrchl za podminek termody-
namické rovnovahy a zabyva se problematikou mezifazo-
vych napéti, pficemZz nezahrnuje vliv elektrostatickych
interakci>®. Druhym pfistupem je tzv. teorie DLVO
(Derjaguin, Landau, Verwey a Overbeek) popisujici inter-
akeni energie mezi povrchy na zékladé zmény Lifshitz-van
der Waalsovych a elektrostatickych interakci v zavislosti
na separaéni vzdalenosti interagujicich povrchii®. Oba pi-
stupy jsou piinosné, ale nedostatecné pro popis vSech
aspekt adheze ve spektru taxonomické diverzity bunéc-
nych populaci a diverzity nosicu. Je zfejmé, ze kromé uva-
zovanych interakci bude adheren¢ni dispozice mikrobidlni
bunky vzdy ovlivnéna aktudlnim stavem kompozice
a stavby bunécného povrchu a jeho interakci s komponenty
mimobunécného prostredi.

V této souvislosti byly piivodni matematické modely
roz8ifeny, aby respektovaly vliv interakci acidobazickych,
hydrofobnich anebo makromolekularnich, véetné geome-
trie a textury z¢astnénych povrchi’ .

2.1. Termodynamicky piistup

V termodynamickém piistupu je adheze popsana jako
vznik nového rozhrani mezi povrchem substratu (nosice)
N a uchycujicim se mikroorganismem (buitka) B o jednot-
kové plose na ukor zaniku mezifazovych rozhrani mikro-
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organismus — okolni kapalina (vodné prostfedi) V a sub-
strat — okolni kapalina, rovnéZz o jednotkovych plochach,
jak schematicky znazornuje obr. 1. Kazdé z téchto rozhra-
ni je charakterizovano mezifdzovou energii (mezifdzovym
napétim). Zménu Gibbsovy energie pro adhezni d¢j je
mozno vyjadfit bilanci:

A Gavn = ng @)

~7nv T 7Bv

kde A,4,Gavn je adhezni Gibbsova energie v systému buii-
ka — vodné prostfedi — nosic¢ (BVN) vztazena na jednotku
plochy fazového rozhrani (mJ m?) a 7ij jsou piisluSna
mezifazova napéti (mJm™ ) Vyslednd hodnota adhezni
(interak¢ni) Gibbsovy energie pak umoznuje predpovédet,
zda primarni mikrobidlni adheze bude za danych podmi-
nek z termodynamického hlediska vyhodna ( A.qGivx < 0)
&i nikoli ( A,q,Gavy > 0).

Mezifazova napéti vystupujici v rovnici (/) vsak nej-
sou pfimo experimentalné piistupna. Tento problém je
mozno feSit napf. rozdélenim celkové Gibbsovy adhezni
energie 1 mezifazovych napéti v systtmu BVN na dvé
slozky: nepolarni, Lifshitz-van der Waalsovu (LW) a po-
larni, acidobazickou (AB)'®!":

tot Lw AB
A adh GBVN Aadh GBVN +A adh GBVN (2)

yot = yLW 4y AB 3)

uilu e

BV + NV

(a)
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(b) B,V +B,v deze, g g,
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Obr. 1. Energeticka bilance (a) adheze buiiky (B) na pevny
nosi¢ (N), (b) mezibunééné adheze bunék B; a B, ve vodném
prostiedi (V). y; jsou piisluSna mezifdzova napéti
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Pro nepolarni ¢ast plati:

it =2 7 (V7 )

Poléarni slozku je mozno rozdélit jeSte na slozku elektron
-akceptorovou (index ®), a elektron-donorovou (index ©):

“)

yAB=2y® y® ()
W(JEWE—W% (6)

AB
Aa\dh GBVN

\/E(\/Eh/ﬁ—\/ﬁ)—\/yf =75 1

Celkova adhezni energie je podle vztahu (2) déana
souctem rovnic (4) a (6). Celkovou Gibbsovu energii inter-
akce dvou stejnych povrchi, tj. agregace neboli uchyceni
buniky (B;) na identickou ¢i jinou buiiku (B;) ve vodném
prostredl V), (A.4Gis), lze popsat obdobnym vzta-
hem'?

A awGgyp = -2 (\/7&15“1 NraA ) (7)
~4 (Nrsrg +reve -Jrgve -rerg)
Slozky mezifazovych napéti w,orvs, R, " ,

7S R 7’}639 , které vystupuji v rovnicich (5) a (6), resp. (7)
rovnéZ nejsou ptimo méfitelné. Mohou vSak byt méfeny
kontaktni uhly riznych kapalin (index ¢) jak na povrsich
pevnych substratii, tak na mikrobialnich vrstvach (index
s =N pro pevné substraty, s =B pro mikrobialni vrstvy).
Mezi kontaktnim uhlem 6, povrchovym napétim kapaliny
() a pevného povrchu (%) a mezifazovym napétim pevna
latka-kapalina (j4s) plati v rovnovaze Youngova rovnice:

¥, cos 0=y, (8)

Vs

Vztah pro Gibbsovu adhezni energii kapaliny ¢ na
pevném povrchu nosice nebo mikrobidlni vrstvy ve spojeni
s Youngovou rovnici (2) ma pro tento ptipad tvar:

tot

=7us

tot

=V

tot

7 @

Agn G —7," (1+cos )

Mezi povrchovym napétim kapaliny a kontaktnim
uhlem na jedné strané a polarnimi a nepolarnimi slozkami
povrchovych napéti kapaliny a pevného povrchu na druhé
stran& pak plati Youngova-Dupréova rovnice’:

(l+0089)7é°l =2(\/75LW'7/}W +\/7/S@-7/€9+\/7Se-7?) (10)

Dosazeni hodnot kontaktnich uhla () tfi riznych
kapalin (dvou polarnich, napf. vody a formamidu a jedné
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nepolarni, napt. 1-bromnaftalenu), u nichz je zndma jak
celkova hodnota povrchového napéti ( 7/ ), tak hodnoty
elektron-donorové (7 ), elektron-akceptorové (7@B )
anepolarni ( 7/ ) slozky povrchového napéti’, namée-
nych na souvislé vrstvé bun€k (postupy pripravy lze nalézt
v publikaci autort Sharma a Rao'®) do rovnice (/0) vede

v vr . v , / LW @
k soustavé tfi rovnic o tfech neznamych, 7s* , +7s

a \/E (pti vypoctech je nutné dosazovat pfimo odmocni-
ny, jelikoz v nékterych piipadech mohou mit negativni
hodnoty'?). Jeji feseni poskytne hodnoty slozek mezifazo-
vych napéti, potiebnych pro vypocet adhezni Gibbsovy
energie.

Metoda méfeni kontaktnich thli nalezi mezi metody
pro stanoveni povrchovych vlastnosti pevnych latek, které
1ze pouzit i k charakterizaci povrchii mikrobidlnich bu-
nék". Princip méfeni spociva v umisténi kapky kapaliny
na studovany povrch a snimani jejiho tvaru po vytvoreni
dynamické rovnovahy. Te¢na k priiseiku mezifdzi pevny
povrch — vzduch, vzduch —kapalina a kapalina — pevny
povrch definuje kontaktni thel 8, ktery je pak vyhodnocen
z digitalizovaného snimku kapky. Vyhoda této metody
spociva v jeji jednoduchosti. Je vSak nutné dbat na pecli-
vou piipravu vzorku, ktery po celou dobu méfeni musi
zlstat ¢isty a rovny. Nevyhodou méfeni kontaktnich uhla
vrstvy mikrobidlnich bunék tkvi vtom, Ze aplikujeme
makroskopickou metodu na studium povrchu mikroskopic-
kych organismi a je tedy nemozné odliSit variability bu-
nécného povrchu na molekularni Grovni (napt. lokalizovat
specifické makromolekularni Utvary, které se vyskytuji
v riizné mife na bun&&ném povrchu)'.

Tato skute¢nost miize zpusobit rozdily mezi teoretic-
kym piistupem predikce adheze a praktickymi pokusy, jak
bude podrobnéji popsano v nasledujicich kapitolach.

Ziskané hodnoty lze pouzit pro predikci dispozice
mikroorganismti k adhezi za danych podminek. Je-li hod-
nota A,gyG'*' kladna, budou ve vodném prostiedi interakce
mezi povrchem vrstvy bunék a nosiée s velkou pravdépo-
dobnosti repulsivni a adheze mikroorganismu na dany
substrat by tedy neméla byt stabilni. To vSak plati pouze za
predpokladu, Ze se v prostfedi nevyskytuji ptevladajici
elektrostatické interakce'?. Zaporné hodnoty Aug,G'® nao-
pak indikuji vyhodné podminky pro adhezi.

Protoze termodynamicky pfistup pouziva slozky me-
zifdzovych napéti vypocitané z kontaktnich uhlli testova-
cich kapalin, zahrnuje v sobé celkova Gibbsova interakéni
energie (A,anG ™) pouze piispévek Lifschitz-van der Waal-
sovych a acidobazickych interakci. Prispévek elektrostatic-
kych interakci mezi butikou a nosicem, a také mezi burika-
mi navzajem, zde neni uvazovan, a to muze vést
k nesouladu vysledkti tohoto modelu s vysledky realnych
studii buné¢né adheze na uvaZovaném povrchu za danych
podminek. Chceme-li elektrostatické interakce zahrnout do
nasi studie predikce bun&cné adheze, je potieba pouZit jiny
model, napf. klasickou DLVO teorii anebo rozsifenou
DLVO teorii (tzv. XDLVO). Zjednodusené lze fici, Ze
klasickd DLVO teorie ukazuje, nakolik je kolize bunky
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s jinym povrchem pravdépodobnd, zatimco Gibbsova in-
terakéni  energie  (AunG'), kterd  je  ziska-
na termodynamickym pfistupem, umoziiuje predpovédét
stabilitu pfipadné interakce. Lze se proto domnivat, Ze
interakce plsobici na vétsi vzdalenost (DLVO teorie) tidi
rychlost buné¢né adheze na podlozku, zatimco interakce
na kratkou vzdalenost (termodynamicky pfistup) urcuji
silu nezbytnou kuvolnéni dvou jiz spojenych povrchi.
Nicméné toto zjednodusené rozd€leni plati beze zbytku
pouze pro castice, které jsou idealné hladké a homogenni.

2.2. Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekova teorie

DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) teorie
byla ptivodné vyvinuta pro popis interakci mezi abioticky-
mi lyofobnimi koloidy (napft. polystyrenovymi ¢asticemi),
avsak je Siroce pouzivana i pro popis mikrobialni adheze.

Vysledna interakéni energie (AG'™), spojena s pfibli-
zovanim bunky (B) k rovnému povrchu nosice (N) ve vod-
ném prostedi (V), je v DLVO teorii dana souctem jejich
dvou aditivnich komponent: elektrostatické (EL) a Lifshitz
-van der Waalsovy interak¢éni energie (LW), pficemz
vSechny tyto energie jsou funkci vzdalenosti mezi nabity-
mi povrehy (d)":

A Gilvo(d) = AG™(d) + AGHY (d) (11)

Ve vétsiné pripadu je odpudivy charakter elektrosta-
tickych sil (AG™) dan skute&nosti, Ze viechna mezifazova
rozhrani nesou za danych podminek urcity naboj.

Na povrchu mikrobidlnich bun¢k se nachazi velké
mnozstvi ionogennich (funkénich) skupin, které nesou
v zavislosti na pH prostiedi riizné naboje, pticemz celkovy
naboj mikrobialniho povrchu je ve vétsiné pfipadi za fyzi-
ologickych podminek negativni. Nabity povrch Castice
(buiiky /nosice) pritahuje opacné nabité ionty okolniho
elektrolytu a vznika elektrickd dvojvrstva. Priblizuje-li se
pak k negativné€ nabitému povrchu negativné nabitd burika,
dochazi k elektrostatickému odpuzovani v disledku pre-
kryvani difuznich €asti elektrickych dvojvrstev pfiblizuji-
cich se povrcha'®.

Iontova sila (/) ovliviiuje tloustku elektrické dvojvrst-
vy a hodnotu tzv. zeta potencialu. S rostouci koncentraci
elektrolytu klesa efektivni tloustka elektrické dvojvrstvy.
Vysledné putisobeni elektrostatickych sil  (odpuzova-
ni/pfitahovani) tudiz zavisi na charakteru povrchového
naboje interagujicich povrchii i na vlastnostech elektro-
1ytu17.

Van der Waalsovy sily (AG*") jsou pro systém BVN
(nebo BVB) nejcastéji pritazlivé a jsou piimo umérné
Hamakerové konstanté (4), jak vyplyva ze vztahu (/3)
a(15)"®. Hamakerova konstanta charakterizuje intenzitu
interakce dvou povrchil v kapalném médiu a zavisi na die-
lektrickych vlastnostech prostiedi a interagujicich materia-
14"°. Piesné hodnoty Hamakerovy konstanty pro interakci
mikrobialnich bun€k ve vodném prostiedi nejsou znamy,
existuji pouze moznosti pro jejich odhad. Jeden zptisob je
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zalozen na experimentech s interakci castic s povrchovou
vrstvou ruznych smési polysacharidii a bilkovin ve vod-
ném prostiedi. Na zéklad¢ téchto pokust se v pripadé bu-
nécné adheze doporucuje dosazovat za Hamakerovu kon-
stantu hodnoty 0,2-1,6 AT (cit.>").

Druhy zpiisob vypoctu Hamakerovy konstanty je
kombinaci termodynamického pfistupu a klasické teorie
DLVO'. Hamakerova konstanta je vyjadiena pomoci Lif-
shitz-van der Waalsovy slozky Gibbsovy interakéni ener-
gie, dané rovnici (4):

A=-12 7 d? A, G (12)

V tomto piipadé je tedy nutné pro stanoveni Hamake-
rovy konstanty vedle meéfeni zeta-potencialtt ({) bunck
a nosi¢e mafit také kontaktni uhly'.

Jak jiz bylo zminéno, je intenzita obou typi interakci
(AG™ a AG™™) zahrutych v DLVO teorii funkci vzdéle-
nosti oddélujici povrchy (d) a zaroven zavisi i na zakfiveni
Castic (bun€k) vyjadifeném polomérem (a). Tvar jednotli-
vych vypocetnich vztahli dédle zavisi na geometrickém
usporadani studovaného systému, tj. zalezi na tom, zda jde
o interakci dvou sférickych Castic (bunka — buika), jako
napt. pfi ko-adhezi mikrobidlnich bun€k, anebo zda se
jedna o interakci sférické Castice srovinnym povrchem
(buika — nosi€¢) pfi ulpivani mikroorganismii na pevny
substrat apod. V piipadé systému buika (sféricka castice o
poloméru a) — nosi¢ (rovina) je vypocet slozek celkové
interakéni energie (AunGivn a AuwGivn ) v zévislosti na
vzdalenosti mezi povrchy (d) dan vztahy:

Al a a d (13)
A GGE (d)=—=| =+ +1
wan G (4) 6{(,1 d+2a n[a’+2aﬂ
Ay G (d) = mea($2+¢7). (14)

24,6, 1nl+exp(—icaf)
§P+¢E 1—exp(-xd)

’[

pro sloZky celkové interakéni energie (AathE\L,B
a AgGivg ) plati':

+ ln{l —exp (—2Kd)}:|

V systému buiika (polomér a;) — bunka (polomér a,)

—Aa,a (15)
A GEL d — 1772
adh BVB( ) 6d((11+612)
2 2
AL GR gy = TN (67 +63) (16)
(a,+a,)
28,8, 1+exp(—1(d)
. 1 In{l- —2xd
CE+ET nl—exp(—/{d)+ n{ exp (-2« )}
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Z rovnic (13) a (15) je patrné, ze pfitazlivé van der
Waalsovy sily nejsou ovliviiovany iontovou silou okolniho
elektrolytu. Ve vztazich (/4) az (I6) predstavuje x '
tlouStku elektrické difuzni dvojvrstvy (Debyeova délka)
a lze ji vypogitat pomoci vztahu (17) (cit."):

1/2 (17)
Zzizni
i

62
K=|——
ckT

Kromé rovnic (/3) az (16) existuje v literatufe cela
fada matematickych vyjadfeni DLVO teorie umoziujicich
vypocet interakénich energii pro rtizna geometricka uspo-
fadani studovaného systému. Zejména pro ¢astice se zakfi-
venym povrchem byly odvozeny rizné integracni postupy.
Nicméné, pro interakce koloidnich ¢astic s rozméry kvasi-
nek v elektrolytu siontovou silou 10-100 mmol dm™
lze s dostatecnou pfesnosti pouzit vztahy zaloZzené na
Derjaguinovych aproximacich?'. Celkova interakéni
energie (A,4G) se nejéastdji uddva v jednotkach kT
(1 kT = 4,04.10°" J pii 293 K), coz umoziiuje srovnani
s kinetickou energii Brownova pohybu mikroorganismi
(cca. 1,5 kT) jako referenéni hodnotou®.

Celkovy povrchovy naboj biotickych povrchii, véetné
povrchového naboje mikroorganism, je ve vétsiné ptipa-
dd negativni. Tato skuteCnost vSak nevyluCuje moznost
celkové pritazlivosti mezi povrchy, jelikoz pii vyssi ionto-
vé sile prostfedi mohou pievladat pfitazlivé disperzni sily
nad odpuzovanim stejné nabitych difuznich dvojvrstev,
jelikoz je tloustka téchto dvojvrstev v disledku vysoké
iontové sily prostfedi zmenSend. Debyova délka se pfi
zvyseni iontové sily elektrolytu z1mmoldm~ na
500 mmol dm™ zmensi piiblizné z 10 nm na 0,2 nm a tim
se usnadni vzajemny pfistup interagujicich povrchu.

Na druhou stranu mohou mit vysoké hodnoty iontové
sily (nad 200 mmol dm™) na adhezi i negativni Gginek,
a to z davodu, které nejsou popsany DLVO teorii.

Obecné byla prokazana dobra shoda experimentalnich
vysledkt s DLVO teorii pti nizkych koncentracich elektro-
lytu; pfi vysSich koncentracich se projevuji rostouci od-
chylky mezi predikci a experimentalng zjisténou adhezi>.

Bé&zna kultivani média, aplikovand pro mikrobiolo-
gické operace, maji iontovou silu vrozsahu 10 az 100
mmol dm™. V takovych prostiedich mohou byt buiiky
reverzibilné ukotveny v urité vzdalenosti od povrchu
pevného substratu v tzv. sekundarnim minimu, nebo ener-
gie kolize ¢astic mize vést k piekonani malé potencialové
bariéry zabrafujici pfimému kontaktu povrchi (obr.2).
V mnoha ptipadech 1ze prechodné ukotveni v sekundarnim
minimu povaZzovat za dostate¢né pro UspéSnou adhezi,
jelikoz v této vzdalenosti (n€kolik nm) se jiz mohou proje-
vit specifické biochemické interakce vedouci k pevné ne-
vratné adhezi’.
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Obr. 2. Zavislost Gibbsovy interakéni energie (AG™) a jejich
sloZek (EL - elektrostatickych sil, LW - van der Waalsovych
sil) na vzdalenosti mezi kvasinkou Saccharomyces cerevisiae
a plochou nosi¢e vypoéitana podle DLVO teorie**: polomér
bunky a = 3 pm, Hamakerova konstanta 4 = 0,8 kT, zeta potenci-
al buniky = —12 mV, zeta potencial nosice { = -5 mV, iontova
sila roztoku 7 = 10 mmol dm™

2.3. Rozsifend Derjaguin-Landau-Verwey-
Overbeekova teorie a dalsi ,,dolad’ovani“ modela

Jelikoz ani termodynamicky pfistup ani klasicka
DLVO teorie nedokazaly pln¢ vysvétlit mikrobialni ad-
hezi, pfistoupilo se k doplnéni tradi¢nich DLVO interakei
o Lewisovy acidobazické (hydrofobni/hydrofilni) interak-
ce®®. Celkova interakéni energie adheze (A,wG™) v zavis-
losti na separacni vzdalenosti (d) se v rozsitené DVLO
(XDLVO) teorii pak vyjadiuje jako'":

A G o (d) = AG™(d) + AGWY (d) + AG P (d) (18

Posledni &len tohoto vztahu (AG*®) zahrnuje acido-
bazické interakce, které jsou zaloZeny na interakcich dono-
ri a akceptort elektroni a ve své podstaté ptidavaji do
DLVO teorie jevy jako napf. hydrofobni interakce, hydro-
filni interakce, hydratacni efekty a osmotické interakce
(pro bunky je lze zanedbat). Odhaduje se, Ze sumarni in-
tenzita acidobazickych interakci je pii blizkém kontaktu
povrchil 10 az 100krat vysSi nez van der Waalsovy inter-
akce. Vliv acidobazickych interakci na adhezi je tudiz
podle roz§ifené DLVO teorie nesmirné vyrazny.

Protoze se vSak jedna o sily relativné kratkého dosahu
(méné nez 5 nm), je nutny blizky kontakt povrcht k tomu,
aby se vyrazngji projevily. Rozsifenou DLVO teorii lze
povazovat za kombinaci termodynamického pfistupu a
klasické DLVO teorie, jelikoz se do vztahu (/9) dosazuje
polarni slozka mezifazové interakéni energie (AG*P) ziska-
né termodynamickym piistupem®. Pro vypodet AG™“(d)
a AG*V(d) u XDLVO teorie plati vztahy (13) az (16).
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Vypodet AG*3(d) pro systém buiika (polomér a) —
nosié¢ (rovina) v zavislosti na vzdalenosti mezi povrchy (d)
je dan vztahem (79). Vztah (20) popisuje podobny vypocet
pro systém adheze dvou bunék o poloméru (a) v zévislosti
na vzdalenosti mezi povrchy (d) (cit.'?):

AGpin(d) =27 a A AG*® exp(d,~d)/ 1] (19)
AGpy(d) =7 a A AG*® exp| (d,~d)/ 4] (20)

Ve vztazich (17) a (18) se objevuje tzv. rovnovazna
vzdalenost (nejbliz§i mozny kontakt povrcht) dy =
0,158+0,009 nm a korelacni délka molekul v kapalném
médiu'*® (1), ktera se pohybuje v zavislosti na pievazujici
acidobazické interakci (hydrofilni odpuzovani nebo hydro-
fobni pfitazlivost) v rozmezi 0,6 az 13 nm.

Klasicka i rozsifena DLVO teorie pro koloidni sys-
témy vychazeji zptredpokladu, ze kinterakcim dochazi
mezi dokonale hladkymi, rigidnimi a co do povrchovych
vlastnosti homogennimi Casticemi. V redlném svéte,
a zejména v piipadé adheze bungk, ovSem tyto pocatecni
podminky neplati, coz v mnoha pfipadech omezuje plat-
nost tohoto modelu, nebo komplikuje jeho interpretaci.
Naptiklad, prestoze je celkovy povrchovy naboj vétSiny
bun€k negativni, nemé&l by se v nékterych piipadech zane-
dbavat vyznam lokalnich pozitivnich nabojii v procesu
adheze?’. RovnéZ v piipads interakce pivovarskych kvasi-
nek s povrchem ¢astic upraveného mlata se lze domnivat,
ze jednim z mechanismi stabilni adheze bun€k na nosié
mohou byt interakce v dusledku lokélnich hydrofobnich
extrémi na povrchu nosi¢e®®. Znatna rozmanitost experi-
mentalnich pozorovani vede k soustavné tvorbé novych
matematickych modeld snazicich se doplnit jiz existujici
a tim 1épe vystihnout pribéh adheze v realnych systémech.
JelikoZ ovSem zatim neexistuje uceleny model pro pfedpo-
véd’ interakénich energii platny pro vsechny adhezni me-
chanismy, je pfi vybéru vypocetniho modelu nutné znat,
nebo alespont vhodné odhadnout dil¢i proces (fidici jev),
ktery v daném systému nejvice ovliviluje adhezi.

Znaény vliv na prib¢h adheze ma drsnost interaguji-
cich povrchi. Porovnani matematickych modeli adheze
pro dokonale hladké povrchy s experimentalnimi vysledky
realnych vzorki ukazalo, Ze se rozdily zvétSovaly s rostou-
ci drsnosti interagujicich povrchd. Bylo zjisténo, ze pfi
veétsi separacni vzdalenosti povrchové nerovnosti sice zvy-
Suji elektrostatické odpuzovani, pti malych vzdalenostech
vSak zvySuji intenzitu pfitazlivych sil (van der Waals)
a dramaticky snizuji potencialovou bariéru mezi povrchy.
ZmenSeni této energetické prekazky zabranujici adhezi
vedlo k vyraznéj§imu ulpivani Castic, nez to predpovidaly
modely pro dokonale hladké povrchy. Matematické mode-
ly nasledné odvozené pro zakiivené a nedokonale hladké
povrchy  jsou pfinejmensim v kvalitativni ~ shodé
s pozorovanymi jevy pro realné (neidealizované) sys-
témy”* .
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V piipadé, ze jsou na povrchu interagujicich ploch
pfitomny ,,mobilni“ makromolekuly, mohou ovliviiovat
adhezi na dlouhou vzdalenost bud’ interakci vzéjemnou,
nebo srozpoustédlem, ¢i  pfimo s povrchem nosi-
e/buiiky’. Pritazlivé adhezni sily vznikajici interakci
polymernich struktur na povrchu bunék lze rozdélit na
specifické interakce mezi komplementarnimi ¢astmi mole-
kul polymerti, a na nespecifickou chemickou adsorpci.
Nespecifické tzv. sterické interakce povrchovych polymer-
nich struktur mohou b&hem pfiblizovani bunék vést ke
koncentraci polymeru a tudiz k osmotickému tlaku
v prekryvajicich se vrstvach a ke vzniku odpudivych sil.
V piipadé, Ze je wvrstva polymerd husta, dochazi
k osmotickym a entalpickym efektim odpuzovéni jiz pii
vétsich separaénich vzdalenostech'®. Model popisujici tuto
situaci je zaloZeny na rozsitené DLVO teorii, kterd je do-
plnéna o interakce povrchovych lipopolysacharidi G~ bak-
terii’. K tomuto typu interakci mize dochazet mezi povr-
chovymi strukturami bunék, napf. vzajemné ptisobeni gly-
kosylovanych mannoproteinti bunéénych stén Saccharo-
myces cerevisiae, anebo mohou do téchto interakci vstupo-
vat i povrchy, u nichz doSlo kadhezi makromolekul
z kapalného prostiedi (polysacharidy, proteiny, lipopolysa-
charidy atd.). Obecné lze fici, ze spolehlivé zahrnuti steric-
kych interakci do matematickych modelti adheze je naroc-
ny problém, jehoz komplexnost se jesté zvySuje v piipadé
ptitomnosti elektrického naboje na povrchovych struktu-
rach®'.

Jak jiz bylo zminéno, buiky zachycené
v sekunddrnim minimu mohou vytvaret stabilni adhezni
interakce pomoci makromolekul, mezi néz patii i kvasnic-
né lektiny glykoproteinového charakteru (adhesiny).
Zejména pii vyssich iontovych silach elektrolyti, kdy do-
chazi ke stlacovani elektrickych dvojvrstev, jsou makro-
molekuly schopny vytvofit vazby (specifické nebo nespe-
cifické) premosténim vzdalenosti mezi Casticemi
v sekundarnim minimu, coz vede k nevratné adhezi**. Tyto
lokalni variace povrchovych vlastnosti bunék nemohou byt
zachyceny metodou méfeni kontaktnich thlt. Dusledkem
toho je, ze adheze bunék prostiednictvim adhesinti by ve
skutecnosti mohla byt energeticky vyhodnéjsi, nez bylo
predpovézeno pomoci XDLVO teorie™™.

2.4. Soulad mezi predikci a experimentalnimi daty

Ze srovnani riznych verzi DLVO teorie s vysledky
adheznich pokust vyplyva, Ze kvalitativni popis pozorova-
ni a predpovéd’ adheze riznych povrchii jsou do znacné
miry spolehlivé. Shoda mezi modelem chovéani bunék jako
koloidnich ¢astic a experimentem se navic zvysuje se stup-
ném zjednoduseni interagujicich soustav, napf. interakce
bun¢k s hladkym a homogennim povrchem (sklo, plasty)
323V t&chto piipadech je rozsifena DLVO teorie schopna
vysvétlit i fidici déj bunééné adheze. Naptiklad v piipade
polystyrenovych kopolymert se ukazalo, ze fidicim d&jem
neni odpuzovani elektrickych dvojvrstev, ale hydrofobni
acidobazické interakce™.

Dalsi podminkou pfi vybéru nékterého z fyzikalné-
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chemickych nastrojii pro predpoveéd’ bunécné adheze je
znalost a zahrnuti fidiciho jevu pro dany systém do bilance
interakénich energii. K jeho identifikaci v pribéhu adheze
ovsem muze poslouzit pravé neshoda mezi modelem
a skute¢nosti******. DLVO model naptiklad spravné rozli-
§il mezibunéénou interakéni ochotu flokulujiciho a neflo-
kulujiciho kmene kvasinek S. cerevisiae. Nicmén¢ adhezni
sila mezi bunkami byla ve skuteCnosti az 2000krat vétsi,
nez predpovidaly pouze fyzikalné-chemické interakce.
Z toho bylo mozné usoudit, ze fidicim dé&jem flokulace
jsou specifické interakce biologického charakteru®.

Tradi¢ni DLVO teorie byla rovnéz pouzita pro pied-
poveéd’ resp. vysvétleni procesti probihajicich béhem adhe-
ze a flokulace kvasinek S. cerevisiae v procesu vytvareni
multicelularniho mikrobialniho spolecenstvi. Experimen-
talni vysledky potvrzuji, ze DLVO teorie kvalitativné
spravné predpovida moznost ulpivani a flokulace pouzité-
ho kmene pivovarskych kvasinek®*. Nicméné kvantitativni
spolehlivost téchto piedpovédi je diskutabilni a pfi jejich
interpretaci je potfeba si uvédomit, ze teoretické predpove-
di adheze pracuji stadou zjednodusujicich predpokladu.
Vysledky vypoCti maji proto zejména srovnavaci vy-
znam™*,

Neékteré  kvantitativni ~ nedostatky  fyzikalng-
chemickych teorii aplikovanych na zivé buiky pomaha
preklenout vyvoj metodik pfimého méteni intenzity inter-
akénich sil (napf. mikroskopie atomarnich sil, optické
metody na principu evanescentni viny). Ovéfeni DLVO
teorie a jeji predpovédi byla provedena napf. optickou
metodou méfeni interakénich sil (evanescentni vlna)
v piipadé adheze kvasinek Candida albicans. Vysledky
ukazuji, ze DLVO teorie spolehlivé vystihuje interakci
burika —nosi¢  (hladké podlozni sklicko) v prostiedi
s nizkou koncentraci elektrolytu (< 0,23 mmol dm > NaCl),
kdy separaci bun¢k od nosice ovliviiuje v pfevazné mife
odpudivy efekt difuzni elektrické dvojvrstvy. Pii vyssi
iontové sile prostiedi, kdy se pfi bliz§im kontaktu povrchi
zacnou projevovat interakce nezahrnut¢é v DLVO teorii
(napt. sterické efekty povrchovych struktur), tato teorie
podhodnocuje pribéh interakéni energie v zavislosti na
separatni vzdalenosti povrcht™. Jiné vysledky, ziskané
s pouzitim mikroskopie atomarnich sil, naznacuji, ze pti
procesu uvoliiovani bun¢k dochézi k jejich znacné defor-
maci a tzv. odlupovani povrchovych struktur. Tato zjisténi
potvrzuji podle autord roli specifickych interakci pfi bu-
nécné adhezi, kterou nelze vysvétlit pouze hydrofobicitou
a DLVO teorii. Experimentalni pozorovéani odhalilo rov-
néz vyznam dalsich biologickych Ciniteld na prubéh adhe-
ze, napt. vliv ristové faze bunék a doby kontaktu po-
vrcht®. Adheze bunék na povrchy je také zavisla na histo-
rii bungk, jak dokazuje rozdilnd adheze rehydratovanych
susenych kvasinek a kvasinek izolovanych zristového
média®. Usp&na aplikace modeléi chovani koloidnich
Castic na realné biologické systémy je proto zavisla na
vhodné volbé modelu pro dany systém, reprodukovatel-
nosti experimentalnich podminek a na slozitosti interaguji-
ciho systému resp. poctu zjednodusujicich predpokladi
pro n¢j vymezenych.
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Zavér

Aplikace teoretického pristupu (tj. vyuziti rtiznych
fyzikalné-chemickych modelll) pro studium adheze mikro-
organismt na urcity povrch umoznuji piedpovédét pod-
minky (ne)ispésné adheze a tim vyznamné prispét ke stu-
diu bunééné adheze, a dale vzniku a vyvoje biofilmu. Je
vSak nutné neopomenout skute¢nost, Ze vSechny vyse zmi-
néné modely jsou spojené s fadou zjednoduseni, které neu-
moznuji dokonale vystihnout redlny studovany systém za
vSech okolnosti.

Tato prace vznikla za finanéni podpory GA CR
(P503/10/1270) a ucelové podpory na specificky vysoko-
Skolsky vyzkum (MSMT ¢.21/2011).

Seznam symboll a zkratek

a polomér ¢astice (m)

A Hamakerova konstanta (J nebo k7, kdy 1 kT =
4,04-10" J pii 293 K)

d vzdalenost mezi povrchy Castic (m)

dy nejbliz§i mozny kontakt povrchi
(0,158+0,009 nm)

e elementérni naboj (1,602 176 53-10""° C)

G interakéni energie mezi povrchy (J anebo k7)

AG volna Gibbsova interakéni energie (J m?)

1 iontova sila roztoku (mol dm™)

k Boltzmannova konstanta (1,38-10 2 JK ")

n; pocet iont v jednotce objemu

T termodynamicka teplota (K)

z naboj (valence) pfitomnych ionti

y povrchové napéti (J m™2)

£ permitivita prostiedi / dané¢ho materialu

& permitivita vakua (8,8542:10 > Fm ")

& relativni permitivita

C zeta potencial (V)

(7 hodnota kontaktniho uhlu testovaci kapaliny
na studovaném povrchu (°)

! Debyeova délka (m)

A korela¢ni délka molekul v kapalném médiu
(nm)

1,2 index rozlisujici interakci dvou rtiznych po-
vrcht

AB polarni interakce (Lewisovy acidobazické
sily)

B bunka

BVB systém bunka — voda — bunka

BVN systém buiika — voda — nosic¢

DLVO Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekova
teorie

XDLVO  rozsifena Derjaguin-Landau-Verwey-
Overbeekova teorie

EL elektrostatické sily

l kapalina pro méfeni kontaktnich uhli

LW nepolarni interakce (Lifshitz-van der Waalso-

vy sily)

Referat
N nosic
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G. Prochazkova®, V. Jirka®, L. Bartovska”, and
T. Branyik® (“ Department of Fermentation Chemistry and
Bioengineering, " Department of Physical Chemistry, Insti-
tute of Chemical Technology, Prague, Czech Republic):
Using Physico-Chemical Approaches to Predict Micro-
bial Adhesion

Microbial adhesion to solid surfaces has either im-
portant applications (immobilization) or negative (cause of
illnesses, biofouling etc.) implications. This review sum-
marizes the theoretical models that are able to predict
quantitatively the cell adhesion to solid particles, based on
physicochemical properties of the interacting surfaces,
such as the thermodynamic balance of interaction energies,
classical DLVO and extended DLVO (XDLVO) theory. It
deals with their principles, advantages, limitations and
(dis)agreements between model predictions and adhesion
experiments.
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