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Naboj a pevnost’ vonkajSej ¢asti bunecnej steny Thiobacillus ferrooxidans
v médiu s nizkou ionovou silou

Ji#i Skvarla ' a Daniel Kupka *

Charge and softness of the outer part of the cell wall of Thiobacillus ferrooxidans in the low ionic strength medium

The surface charge and surface potential are parameters influencing the microbial adhesion phenomenon through the electrostatic
interaction between bacteria and substrates. The Smoluchowski equation, originally developed for estimating the above parameters from the
experimentally accessible electrophoretic mobility of rigid colloid particles, is however inapplicable to the elastic bacterial cells. The
problem is that the outer cell wall of bacteria is a layer with a complex polyelectrolyte structure. In this article, the Ohshima's model of the
“soft” particle is applied to describe the surface electrostatics of Thiobacillus ferrooxidans cells by measuring their electrophoretic mobility
in distilled water as a function of a (low) ionic strength and pH. In this model, the rigid core is considered to be covered with a charged ion-
penetrable layer of polyelectrolytes. Two model parameters have been determined by the curve fitting at pH from 3.2 to 5.8, namely the
number density of the dissociated groups N and the sofiness parameter 1/A of the polyelectrolyte layer of the bacterium. A disagreement of
the best fit parameters (evaluated by the correlation coefficient) with the analogous parameters determined for other colloids (including
bacterial cells) in aqueous solutions of a high ionic strength is discussed.
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Uvod

Povrchovy néaboj bakterialnych buniek zohrava déleziti tlohu v ich fyziologii a prostrednictvom elektro-
statickej interakcie aj v adhézii na tuhé substraty (Bayer a Sloter, 1990; James, 1991; Wilson et al., 2001; van
Oss, 1991). V modelovych vzt'ahoch pre tento typ interakcie vystupuje (podobne ako pri koloidnych ¢asticiach)
elektricky potencial alebo naboj povrchu, ktory sa vypocitava z experimentalne meratelnej elektroforetickej
pohyblivosti buniek vo vonkajSom elektrickom poli, a to podl'a znamej Smoluchowskeho rovnice. Tato rovnica
je platna hlavne pre koloidné objekty s idealnym, t.j. nedeformovatelnym a hladkym povrchom.

Gram-negativne baktérie v§ak maju elastickl Struktiirovani vonkaj$iu bunecni membranu s urcitou hrab-
kou (v zavislosti na i6novej sile a pH pril'ahlého roztoku, ako aj na r6znych biologickych faktoroch), ktora je
tvorena makromolekulami so zloZzitou priestorovou konformaciou a distribiciou idnickych a hydroféobnych
skupin. Je to vysoko organizovana asymetrickd dvojvrstva zlozena z proteinov a fosfolipidov (vnatorna cast)
a lipopolysacharidov (vonkajsia ¢ast), priom posledne menované pozostavaji z hydrofobnej lipidovej zlozky
(“core” polysacharidy) a O-antigeneticky Specifickych polysacharidov. Elektricky naboj je viazany najmé na
lipopolysacharidy a prostrednictvom ich fosforylovych a karboxylovych skupin ma aniénicky charakter. Extra-
celularne polysacharidy maju tiez silne acidicky charakter (Hancock, 1991; Beveridge, 1999; Yao et al., 1999).

Tieto vlastnosti spdsobuju, Ze u baktérii je existencia idedlne tuhého povrchu (ostrého rozhrania s okolnym
prostredim) neredlna a vyuzitie Smoluchowskeho rovnice na vypocet ich povrchového elektrostatického
potencialu alebo naboja je preto neopravnené.

V sucasnosti sa pomerne velka pozornost’ ststreduje na elektroforeticka teériu “mékkej” Castice. Tuto
teoriu zaviedol H. Ohshima, vychédzajic z predstavy ideédlnej Castice pokrytej elektricky nabitou vrstvou, ktora
ma schopnost’ prepustat’ idny a molekuly vody (Ohshima, 1994; 1995; 2000; Ohshima et al., 1992). Nasim
cieclom bolo overit moznost aplikacie tejto tedrie pri stanoveni naboja vonkajSej Casti buneénej steny
Thiobacillus ferrooxidans.

Tedria

Smoluchovskeho rovnica vyjadruje zavislost’ elektroforetickej pohyblivosti # (m*V™'s™) tuhej dielektricke;
koloidnej sférickej castice s elektrickym nébojom rovnomerne rozdelenym po povrchu (neprestupnom pre iony
elektrolytov) na jej povrchovom ¢, alebo zeta ¢ potenciale (elektrokineticky potenciadl v tzv. strihovej alebo
klznej rovine oddel'ujiicej nepohyblivii a pohyblivii Cast’ elektrickej dvojvrstvy castice pohybujucej sa
v elektrickom poli; vid’ obr.1a):
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kde 7 je viskozita a g& je permitivita kvapalného roztoku elektrolytu. Tato rovnica plati pre Castices tenkou
elektrickou dvojvrstvou, charakterizovanou bezrozmernou Debye-Hiickelovou dlzkou xu >> 1 (a je polomer
Castice) a pre malé hodnoty {-potencialu.

“— klznd rovina Obr.1 Priebeh elektrického potencidalu v zavislosti na vzdialenosti od povrchu tuhej

Castice (a) a (jadra) mdkkej castice (b). Elektricky potencial tuhej Castice klesda
exponencidalne a v kiznej rovine dosahuje urcitu hodnotu (zeta potencidl), ktord je

a mensia ako hodnota povrchového potencidalu ¢y Tento zeta potencidl je mensi ako
zeta potencial mdkkej Castice (pri nezmenenej polohe kiznej roviny). Ide o désledok
pritomnosti ndboja vrstvy polymérov mdkkej Ccastice (vtomto pripade je zeta
potencidl vacsi ako ¢).

...... forrrn Z0tA pOteNCial

Fig.1 Course of electric potential depending on the surface distance of rigid (a) and
(core) soft (b) particle. The electric potential of the rigid particle decreases
exponentially and attains a certain value (zeta potential) at the slip plane, which is
lower as that of the surface potential @,. This zeta potenial is lower than that of the
soft particle (at the same slip plane). This is a consequence of the presence of the
polymer layer charge of the soft particle (in this case, the zeta potential is higher
than ).

elektricky potencial

Pre tzv. sféricky polyelektrolyt (porézna nabita sféra bez
pevného jadra), v ktorom je naboj rovnomerne rozptyleny s obje-
movou hustotou pg,, bola odvodena Hermans-Fujitova rovnica
(neuvazujtca strihovi rovinu a teda ani {-potencial):

2
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V rovnici (2) je 1/4 (udand v jednotkach dizky) ,.mikkost“ daného polyelektrolytu, vyjadrena jeho
odporom voci prieniku okolnej kvapaliny. Tento parameter je definovany ako pomer viskozity kvapalného
roztoku 7 a sucinitel’a trenia polyelektrolytu y:
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Ohshimova teoria elektroforézy mékkych castic (t.j. tuhych Castic pokrytych polyelektrolytovou vrstvou)
zjednocuje Smoluchowskeho a Hermans-Fujitovu elektroforetickl teériu, pricom vychadza z nasledujicich
predpokladov (obr.1b):
kvapalina pradiaca (pri nizkych Re ¢islach) cez polyelektrolytova vrstvu je nestlacitelna,
aplikované elektrické pole je pomerne slabé,
klzna rovina je na povrchu tuhej Casti (jadra) Castice,
i6ny elektrolytu mozu prechadzat’ polyelektrolytovou vrstvou, ale nemézu prenikat’ do jadra Castice,
relativna permitivita je rovnaka vo vnutri aj mimo polyelektrolytovej vrstvy.

Ak podl'a tejto tedrie ozna¢ime polomer vnutorné¢ho jadra ako @ a konStantni hrabku polyelektrytovej
vrstvy ako d (takze vonkajsi polomer sférickej Castice pokrytej touto vrstvou je b = a + d) ziskame jednoduchy
aproximacény vztah pre g mékkej sférickej Castice v zavislosti na vazenom priemere Donnanovho potencialu
a potencialu medzi vrstvou povrchového néboja a okolitého roztoku: (la >> 1, ka >> 1, Ad >> 1, xd >> 1):

S
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kde Donnanov potencial v polyelektrolytovej vrstve je
)
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a povrchovy potencial na rozhrani danom polomerom b je

2 2
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Tzv. efektivny Debye-Hiickelov parameter polyelektrolytovej vrstvy x;, je (uvazuje sa symetricky
elektrolyt s valenciou z a rovnovaznou ¢iselnou hustotou n”)
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Pre nizke hodnoty povrchového potencialu sa rovnica (4) redukuje na tvar

2
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kde

Ak d << a (napr. pre biologické bunky), plati aproximacia

_ 608 Po/ K + Ppon /A P

, 10
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ktora pre nizke potencialy prechadza na este jednoduchsi tvar:
2
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V opacnom pripade, t.j. ak d >> a (opét pre nizke potencialy), rovnica (4) sa stava Hermans-Fujitovou
rovnicou (2).

Cim vicsia je hodnota 1/4, tym mensi bude treci odpor kladeny vrstvou polyelektrolytu kvapaline pradiace;
okolo castice pohybujucej sa elektroforeticky, t.j. tym bude tato vrstva ,,miksia“, a naopak. Existuji dva limitné
pripady:

1. Ak 1/2 — 0, trecie sily polymérnych segmentov voc¢i kvapalnému pradu sa stdvaju nekonecne velkymi
(v polyelektrolytovej vrstve Castice pohybujucej sa v elektrickom poli nie je ziadne prudenie kvapaliny)
a Castica sa chova ako tuha cCastica s polomerom b (kam sa postva strihova rovina), a teda ¢y — ¢ Pre d
<< a tak rovnica (10) prechédza za predpokladu a = b na rovnicu Smoluchowskeho (1).

2. Ak a — 0, jadro Castice sa straca a tato sa stava sférickym polyelektrolytom. Pre nizke ¢, sa rovnica (10)
blizi rovnici Hermans-Fujitu (2), ktora sa pre nulova hodnotu 1/4 stava Hiickelovou rovnicou (platnou pre
Kka << 1).

Na rozdiel od tuhych castic, pri zvySovani koncentracie elektrolytov v roztoku sa hodnota z(a -potencialu)
mikkych Castic a sférickych polyelektrolytov neblizi k nule, a to vd’aka druhému clenu na pravej strane rovnice
(10) u = pp/nA* = -ZeN/nA* (v polyelektrolytovej vrstve sii uvazované disociované skupiny s valenciou Z,
distribuované s konstantnou ¢iselnou hustotou N). Nezname parametre polyelektrolytovej vrstvy, t.j. hustota
elektrického néboja a rezistencia pradu kvapaliny (mékkost), pgx alebo N a 1/4, mézu byt odhadnuté fitovanim
experimentalnej zavislosti u = f(n”).

Material a metédy

Thiobacillus ferrooxidans bol izolovany z kyslych banskych vod (Roznhava). Kmen bol kultivovany
aerodbne pri teplote 30° C v 9K kvapalnom médiu s nasledovnym zloZenim: (NH,4),SO, 3g.1’1, KCl 0,1 g.l'l,
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K,HPO, 0,5 g.I'", MgS0,.7H,0 0,5 g.I"', FeSO,.7H20 44,2 g.', Ca(NOs), 0,01 g.1". pH = 1,6 bolo upravené
pridanim 5M H,SO,. Cerstvo vyrastené bakteridlne bunky boli oddelené zachytenim na membranovom filtri
v skorej stacionarnej faze. Na odstranenie zvyskov rastového media boli bunky tri-krat premyté 0,1 M HCI a po-
tom destilovanou vodou. Dalej boli bunky suspendované vo vodnom roztoku s réznou hodnotou pH (H,SO,) tak,
7e ich koncentrécia bola asi 10® buniek/ml. I6nova sila roztoku sa pritom menila (K,SO,) v rozsahu od 6x107° do
6x10° M.

Elektroforetickd pohyblivost’ x buniek Thiobacillus ferrooxidans bola merana ¢o najskér (do 30 mintt) po
priprave ich suspenzii metddou elektroforetického rozptylu svetla — ELS (pristroj Zeta Plus, Brookhaven
Instruments, Inc.). V tomto pristroji sa zaznamenava Dopplerov posun (priamo tmerny y) vo frekvencii svetla
rozptyleného (pod uhlom 15°) bunkami pohybujicimi sa vo vonkajSom elektrickom poli. ELS merania boli pri
kazdom pH a i6nove;j sile opakované vzdy aspon 3 krat.

Vysledky a diskusia

Tabulka 1 sumarizuje priemerné hodnoty elektroforetickej pohyblivosti 4 meranej metoédou ELS pre bunky
T. ferrooxidans vo vodnom roztoku s troma r6znymi iénovymi silami, v zavislosti od pH tohto roztoku. Uvedené
su tiez prislusné hodnoty Standardnej chyby (S.E.) a percentudlnej chyby (P.E.), automaticky vypocitavané
pristrojom z nameranych hodnét. Vidime, ze s rastom pH (a poklesom i6novej sily) tieto priemerné hodnoty
kontinualne narastaju. Ide o désledok postupnej ionizacie zvéacsa anionickych (karboxylovych) funkénych skupin
silne hydrofilnych povrchovych lipopolysacharidov (Skvarla a Kupka, 1996a;b). Izoelektricky bod bol identifi-
kovany pri pH = 3 (Skvarla a Kupka, 1996c). Treba pritom upozornit’ na vyrazny narast percentudlnej chyby
(nad 10 %) pri pH nizSom ako 3,5 (I = 6x10° M), 3,7 (I = 3x10* M) a 4,2 (I = 1,5x10° M).

Tab.1. Priemerné hodnoty elektroforetickej pohyblivosti u pre bunky T. ferrooxidans vo vodnom roztoku s troma roznymi ionovymi silami
v zavislosti od pH tohto roztoku a prislusné hodnoty standardnej chyby (S.E.) a percentudlnej chyby (P.E.).

Tab.1. Average values of the electrophoretic mobility u for cells of T. ferrooxidans in the aqueous solution at three different ionic strengths
depending on pH of the solution and the corresponding values of the standard error (S.E.) and the percentual error (P.E.).

pH I=6x10°M I=3x10"M I1=1,5x10° M

ux10* S.E. P.E. ux10® S.E. P.E. £x10° S.E. P.E.

[m*V's'] | [m’V's'] | [%] [m*V's'] [ [m’V's'] | [%] [m*V's'] | [m’V's'] | [%]
6,6 - - - -1,357 0,022 1,61 -1,021 0,060 5,9
5,8 2,658 0,047 1,78 -1,263 0,009 0,71 -1,012 0,048 4,8
5,5 2,518 0,031 1,25 -1,377 0,045 33 -1,026 0,051 5,0
4.8 2,146 0,017 0,79 -1,235 0,053 43 -0,938 0,024 2,6
42 -1,408 0,023 1,61 0,726 0,057 7,9 -0,683 0,078 11,4
3,9 -0,978 0,058 6,0 -0,609 0,053 8,7 -0,567 0,079 13,9
3,7 - - - -0,476 0,067 14,1 -0,390 0,130 33
3,6 -0,791 0,034 43 -0,377 0,026 6,9 -0,300 - -
3,5 -0,509 0,039 7.8 -0,279 0,049 17,8 -0,193 0,036 18,8
33 -0,256 0,098 38 -0,203 0,048 23,9 0,153 0,089 58
3.2 -0,107 0,054 50 -0,117 0,039 33 -0,053 0,034 63

Pre kazdd hodnotu pH bola zavislost’ u = f{n™) prelozena krivkou vypod&itanou pouZitim rovnic (4-8).
Fitovanie bolo uskuto¢nené programom Table Curve 2D (SPSS, Inc.), poskytujiicim plné Statistické vyhodno-
tenie procedury. Ziskané dvojice parametrov N a 1/4 s uvedené v tabul’ke 2 spolu s koeficientom determinacie
. Vidime, Ze tesnost’ prelozenia vietkych experimentalnych zavislost x = fin”) je vynikajuca, ¢o vyjadruje
vysoky korela¢ny koeficient, s hodnotou vo vicsine pripadov nad 0,99. Vynimkou je korelacia pri najniz§om
pH, tj. 3,2.

Tab.2. Hodnoty parametrov N a 1/A s koeficientom determindcie 1 pre sledované hodnoty pH.
Tab.2. Magnitudes of the N a 1/ parameters with the coefficient of determination r” for the studied pH values.

pH N x10° (M) 1/2x10"® (m)

5,8 21,18 2,044 0,995
5,5 -17,56 2,366 0,999
4,8 -13,18 2,649 0,998
4.2 7,87 2,800 0,983
3,9 -4,09 3,659 0,993
3,6 5,23 2,292 0,999
3,5 3,14 2,497 0,992
3,3 -0,84 4,472 0,893
32 0,31 5,092 0,275

Z tabulky 2 vSak hlavne vyplyva, Ze rast pH z hodnoty 3,2 na hodnotu 5,8 vedie k narastu (absolttnej)
hodnoty prvého fitovaného parametra N, ato zhruba o jeden rad (odzrkadlujic tak rast podielu nabitych
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karboxylovych funkénych skupin, resp. jednoducho naboja vonkajSej Casti bunecnej steny). Sucasne narasta aj
hodnota 1/4, hoci iba dvojnasobne. Ak vSak vyluc¢ime hodnoty spojené s nizSou korelaciou pri pH = 3,3 a 3,2,
potom bude nérast 1/1 takmer bezvyznamny. To sved¢i o minimalnom vplyve pH na modelovu rigiditu bunecnej
steny 7. ferrooxidans. Pre lepsi prehl'ad o trende zmien oboch parametrov je na obr.2 zachytena ich zavislost’ na
pH graficky.

10 Obr.2.  Zavislost parametrov N a I/A T. ferro-
oxidans na pH.

Fig.2. Dependence of the N a 1/ parameters of T.
ferrooxidans on pH.

Nami zistené hodnoty parametrov
sa dost’ vyrazne lisia od hodnét, ktoré
boli  publikované inymi  autormi.
Napriklad, Kiers et al. (2001) uvadzaja
hodnoty N pre Staphylococcus epider-
midis (v rastovom médiu o vysokej i0-

pH novej sile vrozsahu 107 az 107 M)
v rozmedzi -1 az -4x107 M, t.j. hodnoty
o zhruba dva rady vyssSie ako nami zistené hodnoty pre 7. ferrooxidans pri najvysSom pH. Podobne je to
u herichia coli a Staphylococcus auereus (Sonohara et al., 1995), alebo Nitrosomonas europaca, Nitrobacter
winogradskyi, Escherichia coli, Pseudomonas putida a Pseudomonas aeruginosa (Hayashi et al., 2001). Dévod
tohto vel'kého rozdielu (podstatne nizsi naboj T. ferrooxidans, dokonca pri vyrazne niz§ich idnovych silach) ndm
zatial’ nie je celkom znamy. Podobne, pokial’ ide o parameter 1/4, spominani autori zistili jeho hodnoty na urovni
niekol’kych nanometrov, ¢o je asi o jeden rad menej ako nase hodnoty (cca 20 nm). To by znamenalo, ze
vonkaj$ia Cast’ bunecnej steny 7. ferrooxidans je znaCne otvorenejSia a ,elektroforeticky” (a zrejme aj
mechanizmy) méksia nez u spominanych kmenov (v prostredi s vysokou iénovou silou), takze tu mdzeme
predpokladat’ I'ahSie pradenie vodného média v priebehu elektroforézy. To méze byt iba nasledok podstatne
niz8ej idnovej sily v nasom pripade, ked’Ze povrchové polyelektrolytové Struktary by mali byt viac rozvinuté,
a teda volnejSie. Musime vSak pripomenut’, Ze nami sledovany rozsah (pomerne nizkej) iénovej sily bol $irsi,
takze presnost’ naSich parametrov by mala byt’ vicsia (zial, uvedené prace neuvadzaju Statistické vyhodnotenie
ich fitovacej procedury).

Ho et al. (1996) vsak zistili, Ze uvedena teoreticka analyza vyrazne nadhodnocuje elektroforetickli pohyb-
livost’ Castic latexu meranu experimentalne pri nizkych idénovych silach (pri vysokych 7 bola korelacia vyborna),
poukazujuc na nehomogénnu distribuciu funkénych skupin v povrchovej vrstve. Ked'ze my sme sa obmedzili iba
na niz8ie i6nov¢ sily, fitovanim elektroforetickych mobilit pre vyssie idnové sily by zrejme nd§ parameter N
nadobudol vyssie hodnoty. Sucasne by zrejme doslo aj ku zmene (poklesu) parametra 1/4. Podobne, Sonohara et
al. (1995) konstatovali zli korelaciu (predikciu vysSich hodnot ) experimentov s Ohshimovou tedriou pre
baktérie pri / < 0,05 M. Vysvetlenim bola ¢iasto¢na neutralizacia negativnych nabojov acidickych skupin LPS
a kyseliny teichoovej bazickymi skupinami proteinov a peptidov nachadzajucimi sa hlbsie v povrchovej vrstve.

Nx10% [M], 1/1x10° [m]

Zaver

Aplikovanim Ohshimovej analyzy mékkych Castic boli stanovené parametre N a 1/4 pre bunky Thio-
bacillus ferrooxidans v prostredi s nizkou iénovou silou. Ich hodnoty sa vyrazne liSia od hodndt publikovanych
pre koloidné Castice aj bakteridlne bunky pri vysokych ionovych silach. Dévodom tohto rozdielu moéze byt
vrstevnata Struktira vonkajsej ¢asti buneénej membrany baktérii, spdsobujica réznu hustotu naboja a sicasne
kvapalného pradu v nej - hlavne pri nizkej i6novej sile. Preto, pre Gplné potvrdenie platnosti danej teorie bude
potrebné vyuzit' model zohl'adfiujuci tento multivrstvovy charakter, pripadne tycinkovity tvar buniek (Ohshima,
1997a; 1997b; 2001; Hsu a Fan, 1995).
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