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ABSTRACT

Electrical properties of biocolloids, due to the unique structure and properties of
thewallsand cellmembranesarealteredbyionspresentintheenvironment. Thischange
inthe surface properties of bacterial cellshasa majorimpact on the effects of cell-cell or
cell-surface during the formation of aggregates or biofilm. Each microorganism has
a complex and characteristic cell wall composition, which surface charge originates
from the ionization of carboxyl, phosphate or amino groups and the adsorption
of ions from solution. Consequently, the charged cell wall groups determine the
spontaneous formation of the electrical double layer (EDL). The properties of the
EDL affect the behavior of biocolloid including cell-to-cell and cell-to-capillary sur-
face interactions. In addition, the inner wall surface of capillary groups (modified
and/or unmodified) interact with the solvent and the analyte. Biocolloids effect of
aggregation and adhesion to the surface of the capillary is unfavorable phenome-
non occurring during the electrophoretic separation. These phenomena are highly
correlated with the acid-base properties of the bacterial cells. Interactions between
molecules are unstable, hence the analytes adsorbed on the surface concerned can
be removed using a variety of solvents or physico-chemical and mechanical factors.
However, when the bacterial cells are in close proximity to the charged surface of the
capillary may be subject to specific and non-specific short-range interactions, which
are characterized by high stability.

It has been shown the characteristics of the microbial surface in order to deter-
mine their role in adhesion and aggregation phenomena during the electrophoretic
separation.

The use of experimental techniques, including instrumental, electrochemical
and electrophoretic allowed the description of the relationship between the acid-
-base properties of pathogens and their behavior.

The review summarizes the research on biocolloids which are helpful in under-
standing the interactions that occur during electrophoretic analysis.

Keywords: biocolloids, electric double layer, zeta potential, capillary zone electro-
phoresis

Stowa kluczowe: biokoloidy, warstwa dielektryczna, potencjal zeta, strefowa elektro-
foreza kapilarna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

czynnik elektrostatyczny Coulomba
elektrochromatografia (ang. electrochromatography)
biatka zwigzane kowalencyjne z polisacharydami
$ciany komodrkowej drozdzy (ang. cell-wall proteins)
kapilarna elektroforeza strefowa (ang. capillary zone
electrophoresis)

teoria mostkow kationéw dwuwartosciowych (ang.
divalent cation bridging theory)

teoria Derjagin, Landau, Vervey i Overbeek
podwojna warstwa elektryczna (ang. electrical double
layer)

przeplyw elektroosmotyczny (ang. electroosmotic flow)
sita przyciagania (ang. attraction)

furierowska spektroskopia w podczerwieni (ang.
fourier transform infrared spectroscopy)

sita odpychania (ang. repulsion)

sity van der Waalsa (ang. forces of Van der Waals)
bialka glikolipidowe (ang. glycosylphosphatidylino-
sitol)

wewnetrzna warstwa Sterna-Helmbholzltza (ang. inner
Helmbholzt plane)

izotachoforeza (ang. isotachaphoresis)

katoda

stata rownowagi deprotonacji

stala rownowagi protonacji

rzeczywista stata rownowagowa

granica wykrywalnosci (ang. limit of detection)
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(ang. nuclear magnetic resonance)

zewnetrzna warstwa Sterna-Helmholzltza (ang. outer
Helmbholzt plane)

poli(tlenku etylenu), glikol polietylenowy

punkt izoelektryczny

podgrupa CWPs (ang. protein with internal repeats)
podwdjna warstwa elektryczna

model SCM (ang. surface complexation model)
skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. scanning
electron microscopy)

bufor (TRIS, kwas borowy, EDTA)

elektronowa mikroskopia transmisyjna (ang. trans-
mission electron microscopy)
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™V - wirus mozaiki tytoniowej (ang. fobacco mosaic virus)

Vdw - van der Waals

XDLVO - rozszerzona teoria DLVO (ang. extend DLVO)

XPS - spektroskopia fotoelektronéw (ang. X-ray photoelec-
tron spectroscopy)

7 - ruchliwo$¢ elektroforetyczna

U, - ruchliwo$¢ elektroosmotyczna
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WPROWADZENIE

Wiekszos¢ mikroorganizméw to gatunki chorobotwoércze dla ludzi, zwierzat.
Wspolczesna analiza mikrobiologiczna w szpitalach, osrodkach medycznych opiera
sie na czasochtonnych metodach posiewowych, dzigki ktérym mozliwe jest wyko-
nanie niezbednych antybiograméw. Istnieja laboratoria diagnostyki mikrobiologicz-
nej, ktére do identyfikacji chorobotworczych grzybow wykorzystujg drogie techniki
biologii molekularnej. Alternatywa dla czasochlonnych i kosztownych metod iden-
tyfikacji mikroorganizméw moze si¢ stac tania i szybka analiza elektromigracyjna
mikroorganizméw z zastosowaniem kapilarnej elektroforezy strefowe;.

Charakterystyka powierzchni mikroorganizméw pod katem fizykochemicz-
nym, przy wykorzystaniu instrumentarium analitycznego niezbedna jest do zrozu-
mienia, dotychczas niejasnego, zachowania sie ich podczas oznaczen elektrofore-
tycznych i wyjasnienia mechanizméw odpowiedzialnych za ten proces.

Komoérki mikroorganizmow, traktowane jako biokoloidy, charakteryzuja sie
zlozong topografia powierzchni oraz heterogennym rozmieszczeniem fadunku
elektrycznego. Znajomo$¢ powierzchniowego tadunku biokoloidu, identyfikacja
powierzchniowych grup funkcyjnych odpowiedzialnych za agregacje, adhezje czy
wigzanie metali oraz wyznaczenie ich udzialu pozwala przewidzie¢ warunki sepa-
racji elektroforetycznej.

Ewolucja pogladéw na temat budowy podwojnej warstwy elektrycznej ukla-
dow koloidalnych czy/lub biokoloidalnych, pokazuje zlozonos$¢ problemu jakim
jest rozklad powierzchniowego fadunku elektrycznego. Charakteryzowany on jest
przez parametr fizykochemiczny — potencjal zeta. W ponizszych rozdziatach zdefi-
niowano jego role, znacznie i udzial w zjawiskach powierzchniowych, jakim ulegaja
biokoloidy. Ponadto, scharakteryzowano najczeéciej stosowane modele teoretyczne
opisujace zjawiska agregacji i adhezji.

Niniejsza praca ukazuje relacje pomiedzy heterogenicznoscia powierzchni,
fadunkiem elektrycznym biokoloidu, a zachowaniem badanego mikroorganizmu
podczas analizy elektroforetyczne;.

1. MORFOLOGIA I BUDOWA KOMOREK MIKROORGANIZMOW

Sciana komorkowa jest stosunkowo sztywng barierg oddzielajagca komérke
od $rodowiska zewnetrznego. W zwigzku z tym, chroni komoérke mikroorgani-
zmu przed uszkodzeniem mechanicznym, utrzymuje prawidlowy ksztalt i turgor
komorki oraz uniemozliwia przedostanie si¢ zbyt duzych czasteczek do wnetrza
komorki [1]. Komoérka bakteryjna otoczona jest blong oraz $ciang komoérkows.
Sciana bakterii Gram-dodatnich sktada sie w 90% z wielu warstw peptydoglikanu
(mureiny), do ktérego przylaczone sa kwasy tejchojowe, zbudowane z polimerdw
glicerolu badz rybitolu, polaczonych wigzaniem fosfodiestrowym ujemnym. Pod
wzgledem chemicznym mureina jest polimerem zbudowanym z powtarzajacych



WPEYW HETEROGENICZNOSCI POWIERZCHNI BIOKOLOIDOW NA ICH ROZDZIELANIE ELEKTROFORETYCZNE 829

sie jednostek utworzonych z N-acetyloglukozoaminy oraz kwasu N-acetyomura-
minowego, polaczonych wigzaniem f3-1,4-glikozydowym [2]. Do kazdej czgsteczki
przylaczone sg krotkie boczne tancuchy peptydowe, ktére mogg by¢ sieciowane
miedzy sobg poprzecznymi mostkami peptydowymi. W sktad $ciany komoérkowej
bakterii Gram-dodatnich wchodzg dodatkowo biatka i/lub lipidy. U bakterii Gram-
-ujemnych bezposrednio przy blonie komérkowej znajduje sie przestrzen peripla-
zmatyczna, nad ktdra miesci si¢ pojedyncza warstwa peptydoglikanu zbudowanego
z mureiny, stanowigca ok 10 - 20% materiatu $ciany komdrkowej. Nad nig znaj-
duje sie lipidowo — bialkowa blona zewnetrzna, ktdérej wewnetrzng warstwe stano-
wig fosfolipidy natomiast zewnetrzng - czasteczki lipopolisacharydu (LPS), ktéry
nadaje komorce tadunek ujemny. LPS zbudowany jest z trzech skfadnikéw: lipidu
A, wielocukru rdzeniowego i O-swoistego fancucha cukrowego. Blona zewnetrzna
nie zawiera kwasow tejchojowych i jest w niewielkim stopniu przepuszczalna dla
substancji o charakterze hydrofilowym. Dyfuzja substancji do wnetrza komorki
zachodzi poprzez specjalne biatka zwane porynami [3,4]. Réznice w budowie $ciany
komorkowej bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych przedstawia Rysu-
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Rysunek 1. Model budowy $ciany bakterii: A. Gram-dodatniej; B. Gram-ujemne;j
Figure 1. Model of bacteria walls: A. Gram-positive; B. Gram-negative

W przypadku drozdzakéw w sktad $ciany komdrkowej wchodzg polisacharydy
(okoto 70-80%), biatka (okoto 10%), lipidy (8-9%) oraz sterole — ergosterol oraz
dehydroergosterol (1-2%). Glukany polaczone s wigzaniem f3-1,3- oraz f-1,6 gli-
kozydowym. W chitynie wystepuje polaczenie -1,4-glikozydowe, za§ w mannanie
a-1,4-glikozydowe. Rozgaleziona struktura glukanéw determinuje mechaniczng
wytrzymato$¢ $ciany komorkowej. Procesy syntezy i degradacji f-1,3-glukanu
i f-1,6-glukanu skorelowane sg bezposrednio z procesami rozbudowy i rozpadu
calej $ciany komorkowej drozdzy [5, 6]. Dodatkowo obecnos¢ mannanéw oraz
glukanéw powoduje stabilizacje enzymoéw hydrolitycznych wytwarzanych przez
komorke (Rys. 2).
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Rysunek 2. Model warstwowy $ciany komorkowej drozdzy
Figure 2. Model layered of yeast cell wall

Biatka $ciany komorkowej zwigzane z danym polisacharydem mozna podzieli¢
na kilka grup. Pierwsza grupe stanowig biatka polaczone niekowalencyjnie z poli-
sacharydem. Lacza si¢ one przewaznie z mannanem (mannoproteiny). Kolejna
grupe stanowia biatka polaczone kowalencyjnie odpowiednio z f-1,3-glukanem
i/lub B-1,6-glukanem. Biatka zwigzane kowalencyjnie okreslane sie mianem - CWPs
(ang. cell-wall proteins). Bialka te zostaly podzielone na dwie podgrupy: Pir - CWPs
(ang. Protein with internal repeats), ktdre tacza sie z mniej rozgatezionym glukanem
(B-1,3-glukan) oraz bialka glikolipidowe — GPI-CWPs (ang. Glycosylphosphatidyli-
nositol) taczace si¢ z B-1,6-glukanem, zwigzanym z f3-1,3-glukanem i/lub chityna.
Ostatnig grupe stanowia biatka polaczone z polisacharydami mostkami dwusiarcz-
kowymi [7-10].

Powierzchniowe komponenty komdrek mikroorganizméw rozpatruje sie
jako ukfady zbudowane z rdzenia oraz danej powierzchniowej grupy funkcyjnej.
Dla wszystkich polisacharydéw zaklada sig, iz rdzeniem jest heksagonalny pier-
scien weglowy. W przypadku fosfomanannu wyrdznia sie: powierzchniowa grupe
hydroksylowa (~-OH) oraz (di)wodorofosforanowsa (-H,PO, / -HPOf’).
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Tabela 1. Komponenty powierzchniowe komérek mikroorganizméw i odpowiadajgce im powierzchniowe
grupy funkcyjne
Table 1. Surface components of microbial cells and the corresponding surface functional groups
Komponent $ciany/blony komérkowej Powierzchniowe grupy funkcyjne

Mannan -OH

Peptydoglikan -OH, H,PO, /-HPO; ", -NH,,

Glukan _OH

Fosfomannan -OH, H,PO, /-HPO;

Chityna -OH, -NH-/-NH,, -CO-

Lipidy -COOH, -C=C-

Sterole -C=C-, -OH
o oon R

Danemu skladnikowi $ciany komorkowej odpowiadajg charakterystyczne mu
powierzchniowe grupy funkcyjne (Tab. 1), ktore ulegaja na powierzchni mikroorga-
nizmu reakcjom protonacji oraz deprotonacji nadajac tym samym powierzchniowy

tadunek elektryczny.

R—COOH + H,0 <> R— COO +H,0"  pK 2,0-6,00

R-NH," + HO< R-NH,+HO" pK9,0-11,0

R-OH+HO<« R-0 + HO"  pK8,0-120

R-H,PO,+ H,0 < R-HPO, + HO" pK 0,2-3,00

R-HPO,+H,0< R-PO; +HO" pK6,0-7,20

R,- HPO, + HO <R, - PO, pK 3,2-3,50

(M
2)
()
(4)
(5)
(6)



832 B. BUSZEWSKI, P. POMASTOWSKI

1.1. TECHNIKI INSTRUMENTALNE W OZNACZANIU AKTYWNYCH GRUP
FUNKCYJNYCH MIKROORGANIZMOW

Powierzchniowe grupy funkcyjne mikroorganizmoéw, identyfikuje si¢ gléwnie
na drodze analizy spektroskopowych w podczerwieni (FTIR), przy wykorzystaniu
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) oraz analizy potencjo-
metrycznej sprzezonej z modelowaniem teoretycznym [11].

State rownowagowe powierzchniowych grup funkcyjnych mikroorganizméw
oraz iloéci powierzchniowych grup funkcyjnych sa wyznaczane na drodze miarecz-
kowania potencjometrycznego. Wynika to z reakcji protonacji oraz deprotonacji
zachodzacych na powierzchni danego mikroorganizmu opisanych przez model
SCM (ang. Surface Complexation Model) [12]. Mechanizm modelu SCM opiera si¢
na zaleznosciach:

~RAH + H', <> ~RAH, 7)

gdzie: ~R oznacza rdzen, za§ AH dane grupy funkcyjne mieszczace si¢ na
powierzchni mikroorganizmu.

~RAH < ~RA" + H', (8)

Réwnanie 7 dotyczy réwnowagi protonacji, ktorej odpowiada stala rownowagi
protonacji (K,), réwnanie 8 dotyczy réwnowagi deprotonacji, ktorej odpowiada
stala réwnowagi deprotonacji (K,). Zgodnie z prawem zachowania masy K, i K,
przypisuje sie wyrazenia:

o, i+
K, = — B4 (9)
ExR.{H'EH;q

K, = — i (10)
GwRAH
gdzie: a, - aktywnos¢ stezeniowa jondéw oksoniowych oraz powierzchniowych pro-
tonowanych/deprotonowanych danych grup funkcyjnych biokoloidu.
Danej grupie funkcyjnej odpowiada réwnowaga protonacyjno-deprotonacyjna,
za$ rOwnowagom protonacyjno-deprotonacyjnym odpowiadajg stale rownowagowe
K, gdzie i - powierzchniowa grupa funkcyjna.

_ BR-CO0 8y gt
Kpcoon =—

(11)

CR-COOH

BR-NHg Byopt
Kp-nur = : (12)

SR-NHF
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__ GR-07%y._pt

Ke o = 13
R-OH aR-0H (13)
GR-HPO™4 O g+
Kp_m po, = — (14)
27 s BR-H,P0,4
fp_po?, %H.0F
Kp-wpo, =— . (15)
4 GR-HPO™,4
TR,-PO; Sy 0t
Kp -wpo, = (16)

GR,-HFO,

Dodatek kwasu warunkuje zmiany pH roztworu w kazdym etapie miareczko-
wania. W przypadku doprowadzenia ukifadu do zerowej zdolnosci przyjmowania
protondéw, catkowita rownowagowa liczba protonéw (AH' ) w ukladzie jest sumg

protonéw wymienianych przez wode (AH) oraz przez powierzchnie biokoloidu
(AH}).

bio
AH" ,= AH" + AH", (17)

Wartosci AH ", AH" , s3 znane bezposrednio z danych pomiarowych. Norma-
lizujac AH}, do masy biokoloidu uzyska si¢ wyrazenia opisujgce liczbe protonow
wymiennych z adsorbentem i na tej podstawie ilosci powierzchniowych grup funk-
cyjnych.

Q,, = “Hia (18)

T

(gdzie: Q,, - liczba protonéw wymienianych przez biokoloid, m — masa biokoloidu)

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego dla ciata stalego z uzy-
ciem polaryzacji krzyzowej dla znaczonych atoméw wegla ("C CP MAS NMR)
oraz fourierowska spektroskopia w podczerwieni (FTIR) jest szeroko stosowang
technikg w identyfikacji powierzchniowych grup funkcyjnych mikroorganizméw.
Wykonanie widm NMR czy FTIR dla danego biokoloidu pozwala na wskazanie
odpowiednio przesuni¢¢ chemicznych czy drgan, ktére przypisane sa odpowied-
nio grupom aminowym/hydroksylowym, karboksylowym czy fosforanowym.
Ponadto, techniki te pozwalajg na analize poréwnawczg widm przed i po mody-
fikacji powierzchni mikroorganizmu, objawiajacej si¢ pojawieniem nowego piku
i/lub przesunigciem pierwotnego drgania. Poréwnanie widm pomocne jest w wyja-
$nieniu mechanizmu biosoropcji, agregacji/adhezji oraz oddziatywan powierzch-
niowych komponentéw biokoloidow. Oczywiscie waskim gardtem oznaczen jest
metodyka przygotowania probek z wykorzystaniem liofilizacji. Chodzi o wyeli-
minowanie negatywnego efektu spowodowanego przez czasteczki wody. Wedhug
Nichols i wsp., [13] widma FTIR bakterii mozna rozpatrywac¢ jako obraz dakty-
loskopowy, ze wzgledu na unikalny wzor absorpcji danej grupy funkcyjnej tzw.
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odcisk palca (z ang. fingerprint). Zazwyczaj sa to pasma pochodzace od ztozonych
drgan szkieletowych z zakresu liczb falowych v =2000-900 cm™' (Rys. 3).

1392
1235

! f
C=0 symetryczne |
rozciggajace z grupy

1653
1

| [a(e]e I}
Amide | of | |
proteins 1 P=0 asymetric C-0-C. C-0 by ring
>C=0 stretching of stretching of vibrations in various
lipid esters phosphodiesters polysaccharides
in phospholipids
1744
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumber

Rysunek 3. FTIR spektrum E. coli
Figure 3. FTIR spectra of E. coli

W przypadku widm NMR Buszewski i in. [14] wskazal obszar przesunig¢ che-
micznych & = 200-20 ppm, umozliwiajacy rozrdznienie szczepoéw bakterii Gram-
-dodatnich i -ujemnych (Rys. 4).
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C CP/MAS NMR E. coli gdzie: A — § = 170-180 ppm odpowiada wigzaniu C=0 wystepujace

Rysunek 4.
w biatkach, peptydach i kwasach thuszczowych, B — § = 105-140 ppm odpowiada wigzaniu C=C
wystepujacemu w tyrozynofenylanilinnie, tryptofanie, C — § = 80-70 ppm odpowiada wiazaniu
C-OH (polisacharydy), D — § = 70-20 ppm, ktéremu odpowiada ugrupowanie alkilowe z kwasow
thuszczowych, aminokwasow i fosfolipidow

Figure 4. C CP/ MAS NMR of E. coli where: A — § = 170-180 ppm corresponds C=0O bonds present

in proteins, peptides and fatty acids; B — & = 105-140 ppm corresponds C=C bonds present
intyrosinephenylaniline, tryptophan; C— §=80-70 ppm correspond C-OH bond (polysaccharides);
D — § = 70-20 ppm corresponds to the alkyl group of the acid fatty acids, amino acids and

phospholipids
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2. FIZYKOCHEMIA POWIERZCHNI BIOKOLOIDOW

Okreslenie ,biokoloidy” wywodzi si¢ bezposrednio od terminu ,koloidy”
(gr. kolla - klej), ktory zostal wprowadzony przez Grahma w 1861 r. Na podstawie
ogolnych prawidlowosci jakie wykazujg koloidy Ostwald w latach trzydziestych XX
wieku zdefiniowal koloidy jako uktady rozproszone zbudowane z czastek o $red-
nicy 1-100 nm. Uklady, w ktérych $rednica czastek przekracza 1 pym nazywane sg
zawiesinami (suspensjami). Szybko$¢ opadania czastek zawiesin jest znacznie wiek-
sza w poréwnaniu z ukfadami koloidalnymi [15]. Wspdlczesnie, koloidami nazywa
sie uklady dyspersyjne, w ktérych czastki jednej substancji sa rozproszone w innej.
Osrodek rozpraszajacy jest okreslany mianem osrodka dyspersyjnego, fazg dysper-
gowang. Dla czgstek rozproszonych stosuje si¢ nazwe fazy rozproszonej. Stwier-
dzono, ze uktady koloidalne s3 termodynamicznie nietrwale, stabilne kinetycznie.
Za ,biokoloidy” uznaje sie¢ uktady biologiczne heterogenne bedace stanem posred-
nim pomigdzy roztworami rzeczywistymi, a zawiesinami. Uklady heterogeniczne
w odréznieniu od ukladéw homogenicznych posiadaja granice miedzyfazowe,
w ktorych substancje mieszczace si¢ w obrebie granicy faz wykazuja inne wlasno-
$ci w stosunku do czastek znajdujacych si¢ w fazie objetosciowej (glebia roztworu).
W biokoloidach czgstki fazy rozproszonej nazywane sg mikronami, srednica (d)
ich czastek wynosi: 0,1 mm > d > 0,2 um. Biokoloidy klasyfikuje si¢ na liofobowe
(odpychajace osrodek dyspersyjny) i liofilowe (wykazujace powinowactwo fazy roz-
proszonej do fazy rozpraszajacej) [16].

Powierzchnia biokoloidéw jest powierzchnig rzeczywista czyli ukladem, na
ktérym mieszczg sie warstwy zaadsorbowane. Pierwszg z nich stanowi warstwa,
nieodwracalnie zwigzana z powierzchnig rzeczywistg biokoloidu, chemisorbcyjna.
Druga warstwa powstaje w wyniku odwracalnej adsorpcji fizycznej. Biokoloid
posiadajacy fadunek powierzchniowy nosi nazwe miceli (Rys. 5). Stabilnos$¢ kine-
tyczna biokoloidow determinowana jest przez istnienie fadunku powierzchniowego.
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=1

Rysunek 5.  Budowa koloidu - micelli. Zmiana potencjalu powierzchniowego w funkcji odleglosci od
powierzchni koloidu (lewa strona). y, — potencjal powierzchniowy, § - grubo$¢ warstwy Sterna,
v, — potencjat rozmytej warstwy podwdajnej, & - potencjal zeta, b — warstwa adsorpcyjna, ¢ — war-
stwa dyfuzyjna, f - faza objeto$ciowa (glebia roztworu)

Figure 5. Model of colloid - micelle. The change of surface potential as a function of the colloid surface
distance (left side). v, — the surface potential, § — Stern thickness, y, - potential of fuzzy double
layer, £ - zeta potential, b - adsorption layer, ¢ - diffusion layer, f - phase volume (depth solution)
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2.1. PODWOJNA WARSTWA ELEKTRYCZNA

W 1861 roku Quinck stworzyl podwaliny elementarnej teorii zjawisk elek-
trokinetycznych. Za przyczyne powstania tadunku elektrycznego czastek fazy
rozproszonej przyjeto efekt tarcia ich o wodg, w skutek czego kontaktujace sie
czasteczki wody zyskuja przeciwny znak wzgledem czasteczek fazy rozproszone;j.
W latach 1870-1879 Helmholtz postulowal, iz za bezposrednia przyczyne powsta-
nia tadunku elektrycznego koloidow odpowiada zjawisko adsorpcji jonow pocho-
dzacych z elektrolitu. W konsekwencji wprowadzit on pojecie podwojnej warstwy
elektrycznej — nazywang odtad warstwg Helmholtza (Rys. 6). Helmholtz zatozyt, iz
potencjal powierzchniowy v, w funkcji odlegtosci (x) spada prostoliniowo do war-
tosci v = 0, dla x odpowiadajacego promieniowi solwatowanego przeciwjonu [17].
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Czasteczka wody
Kojon
Zewnetrzna warstwa Helmholtza

OHpP

Rysunek 6.  Model podwojnej warstwy elektrycznej wedtug Helmholza
Figure 6. The Helmholtz model of electrical double layer

W 1913 roku Gouy wraz z Chapmanem zmodyfikowali teori¢ Helmholtza
zakladajac dyfuzyjny charakter podwojnej warstwy elektryczne, ptaska budowe
PWE oraz jony jako tadunki punktowe. Podwojna warstwa elektryczna sktada
si¢ z dwoch warstw. Pierwsza warstwa zdeterminowana jest poprzez istnie-
nie powierzchniowego tadunku elektrycznego (6,). Druga warstwa (dyfuzyjna)
sktada si¢ z przeciwjonéw, ktorych sumaryczny tadunek (J,) neutralizuje tadunek
powierzchniowy.

8,+8,=0 (19)

W konsekwencji ustala si¢ rownowaga dynamiczna, w ktorej wartos$ci bez-
wzgledne potencjatu powierzchniowego (y,) i1 potencjatu warstwy dyfuzyjnej
(y,) sa sobie rowne. Potencjal powierzchniowy (y, w funkcji odleglosci (x) spada
wyktadniczo do wartosci y = 0, dla x odpowiadajacego promieniowi solwatowa-
nego przeciwjonu (Rys. 7).

Rysunek 7. Model podwdjnej warstwy elektrycznej wedtug Gouy’a-Chapmana
Figure 7. The Gouy-Chapman model of electrical double layer

Jedenascie lat pozniej Stern polaczyt koncepcje Helmholtza oraz Gouy’a
i Chapmana nadajac tym samym adsorpcyjno-dyfuzyjny charakter podwojnej
warstwy elektrycznej. W 1947 roku Grahm uzupetnit hipoteze Sterna o zaloze-
nie, iz tadunek przenoszony jest z roztworu na powierzchni¢ koloidu — warstwy
Helmholtza (od tej pory zamiennie nazywang warstwg Sterna-Helmholtza) — oraz
warstwy dyfuzyjnej (Gouy’a-Chapmana). Warstwa Sterna-Helmholzltza sktada si¢
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z warstwy wewngetrznej IHP (ang. inner Helmholzt plane) oraz z warstwy zewngtrz-
nej OHP (ang. outer Helmholzt plane). Ladunek powierzchniowy & neutralizowany
jest przez tadunek pochodzacy z warstwy dyfuzyjnej &, (obszar solwatacji jonow)
oraz adsopcyjnej 6, (obszar desolwatacji jonow, chemisorpcji) [15-17] (Rys. 8).

0,+0,+98,=0 (20)

—Warstwa dyfuzyjna

Y

T Plaszezyzna poslizgu o

B Warstwa Glebia roznworn
Warswa Gouy'a-Chapmana
Sterna-Helmholzta

Rysunek 8.  Model podwojnej warstwy elektrycznej wedlug Sterna-Helmholzta
Figure 8. The Stern-Helmholzt model of electrical double layer

Niematy wktad w formowanie si¢ koncepcji podwdjnej warstwy elektrycznej
i w rezultacie ugruntowaniu pojecia potencjatu & wykazali dwaj Polacy. Profesor
Stanistaw Glixelli z Uniwersytetu Poznanskiego, udowodnit ze rozktad tadunku
elektrycznego w uktadzie koloidow jest zdeterminowany zaréwno przez zjawiska
adsorpcji fizycznej, jak i chemicznej. Natomiast, Marian Smoluchowski profesor
Uniwersytetu Jagiellonskiego, wyprowadzil réwnanie taczace ruchliwo$¢ elektro-
foretyczng z potencjatem elektrokinetycznym ¢ [18].

— HeM

{=== (21)
gdzie: p, - ruchliwos¢ elektroforetyczna, # — lepko$¢ oérodka ¢ - stata dielektryczna
Z niniejszego réwnia wynika, ze potencjal zeta zalezy proporcjonalnie od
ruchliwosci elektroforetycznej bedacej parametrem charakterystycznym dla danego
uktadu koloidalnego, znajdujacego si¢ w okreslonym osrodku dyspersyjnym o zde-
finiowanej lepkosci i odwrotnie proporcjonalnie od stalej dielektrycznej tego
o$rodka. Ponadto Smoluchowski wyjasnil przyczyne wystepowania termicznych
ruchéw koloidéw, okreslanych mianem tzw. ,,ruchéw Browna’, tlumaczac je za

wynik losowych zderzen koloidéw z molekutami rozpuszczalnika [15-18].
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2.2. POTENCJAL ZETA

Dominujaca cze¢$¢ indywiduow, sktadajacych sie na uktad koloidalny, posiada
tadunek elektryczny. Ladunek ten uzalezniony jest od charakteru czastki i otocze-
nia. Powstawanie fadunku powierzchniowego wynika z trzech gtéwnych fizykoche-
micznych przyczyn: dysocjacji grup funkcyjnych znajdujacych si¢ na powierzchni,
transportu jonow z powierzchni czastek oraz zjawiska powierzchniowej adsorpcji
jondéw. Konsekwencja obecnosci tadunku powierzchniowego jest wzrost ilosci
przeciwjondéw w obrebie powierzchni koloidu i formowanie si¢ warstwy adsorp-
cyjnej. Ze wzgledu na niewielka kompensacj¢ fadunku powierzchniowego oraz na
obecnos¢ ruchow Browna, tworzy si¢ warstwa dyfuzyjna, ktorej charakter zalezy
od rodzaju i stezenia elektrolitu. Solwatowane jony znajdujace si¢ w warstwie
adsorpcyjnej determinujg liniowy spadek powierzchniowego potencjalu vy, do
krytycznej warto$ci potencjatu Sterna, nazywanego inaczej potencjalem rozmytej
warstwy podwojnej (y,). W przypadku warstwy dyfuzyjnej potencjat v, w funkcji
odlegtosci od granicy faz (x) maleje wyktadniczo [19].

Zar6wno powierzchniowy potencjat y, jak i potencjat Sterna vy ze wzgledu na
trudnosci bezposredniego pomiaru, nie nadaje si¢ do opisu wlasciwosci elektrycz-
nych czastek uktadu dyspersyjnego. Do tego celu wprowadza si¢ — potencjat zeta
(0), ktéry definiuje sie jako potencjat elektrokinetyczny wystepujacy na granicy
migdzy zwigzang, a swobodng ciecza, miedzy jonami zwigzanymi nieruchomo
w warstwie adsorpcyjnej i swobodnymi przeciwjonami warstwy dyfuzyjnej, zwa-
nej ptaszczyzna Scigcia (Rys. 5). W konsekwencji potencjat zeta jest proporcjonalny
do gestosci fadunku na powierzchni koloidu, ktory zalezy od pH. W zwiazku z tym
warto$¢ potencjatu zeta bedzie rozna w zaleznosci od pH oraz stezenia elektrolitu.
W przypadku wzrostu stgzenia jonow elektrolitu nastepuje zmniejszenie grubosci
podwojnej warstwy elektrycznej w wyniku niespecyficznej adsorpcji jondw, co
determinuje zmniejszenie warto$ci tego potencjatu.

Przyjmuje sie, ze dla standardowych uktadéw koloidalnych, ktore sg stabilizo-
wane przez oddzialywania elektrostatyczne, warto$¢ potencjatu zeta w granicach od
{=-30do {=+30 mV oznacza uklad niestabilny. Odchylenie potencjatu elektroki-
netycznego poza te granice $wiadczy o stabilizacji uktadu [18, 19].

Im wigkszy tadunek na powierzchni koloidu tym silniejsze oddzialywania.
Warto$¢ potencjatu zeta warunkuje charakter oddzialywan odpychajgcych lub przy-
ciggajacych. Sily odpychania uwidaczniaja si¢ w momencie zblizenia si¢ dwdch cza-
steczek, kiedy to ich podwdjne warstwy elektryczne (powierzchnie miedzyfazowe)
zaczynaja nakladac si¢ na siebie. Natomiast przyciggajaca sila van der Waalsa szybko
wzrasta i staje si¢ dominujaca przy bardzo malych odleglosciach (< 0,5 nm).

Ruch czastki znajdujacej sie w polu elektrycznym zalezy od: potencjatu zeta,
lepkosci, stalej dielektrycznej roztworu oraz natezenia przylozonego pola. Pomiar
predkosci naladowanego koloidu znajdujacego sie w polu elektrycznym, umozliwia
wyliczenie ruchliwo$ci elektroforetycznej, ktdra powiazana jest z potencjatem zeta
zaleznoscig matematyczng [18-20].
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2.3. ZASTOSOWANIE TEORII DLVO DO OPISU ZJAWISKA AGREGAC]I
I ADHEZ)I BIOKOLOIDOW

Cechg charakterystyczng biokoloidéw jest ich zdolnos¢ do agregacji, adhezji
oraz tworzenia klastrow. Opis termodynamicznego problemu agregacji sprowadza
sie do stwierdzenia, ze w wyniku tworzenia klastrow powierzchnia rzeczywista
uktadu ulega zmniejszeniu, w wyniku czego stabilno$¢ biokoloidéw wzrasta. Teoria
DLVO jest jednym z najczesciej stosowanych modeli teoretycznych, pozwalajgcych
na wyjasnienie tego rodzaju zjawisk. Skrot DLVO pochodzi od pierwszych liter
nazwisk tworcow niniejszej teorii: Derjagin, Landau, Vervey i Overbeek. Klasyczna
teoria DLVO zaklada istnienie sil odpychajacych i sit przyciagajacych [21].

F F, +F (22)

DLVO — LA R

gdzie: F - sita DLVO, F, - sila przyciagania, F, - sila odpychania.

Sily odpychania sg suma czastkowych sit elektrostatycznych opisywanych przez
prawo Coulomba. W wyniku zblizenia si¢ jednoimiennie naladowanych biokolo-
idéw, ich rozmyte podwojne warstwy naktadaja sie, w wyniku czego nastepuje odpy-
chanie elektrostatyczne. Zjawisko to determinowane jest przez dwie skladowe: elek-
trostatyczng oraz osmotyczng (w obrebie przenikania wystepuje wigksze stezenie
jonéw w poréwnaniu ze stezeniem jondw objetosciowych). Sily przyciggania okre-
§la sie jako sily van der Walssa, czyli sily orientacyjne (Keesoma-van der Waalsa),
indukcyjne (Debyea-van der Waalsa), sity dyspersyjne (Londona-van der Waalsa)
oraz sity hydrofobowe. Sily orientacyjne wystepuja co najmniej miedzy dwoma ukla-
dami o stalym momencie dipolowym. Przykladem tego typu sil jest oddzialywanie
wodorowe. Konsekwencja wystepowania, w danym uklfadzie, wigzan wodorowych
jest istnienie sit hydrofobowych. Sily te, tworzone sg przez oddziatywanie molekut
niepolarnych, znajdujacych si¢ w wodzie [22]. Sily indukcyjne determinowane sa
w przypadku kiedy jeden z dwdch ukladéw posiada staly moment dipolowy. Uktad,
w ktérym skladowe nie posiadajg stalych wlasciwosci dipolowych wyznacza sity
dyspersyjne. Duza odlegto$¢ pomiedzy powierzchniami rzeczywistymi biokoloidow
wyznacza spadek sif odpychania. Sily elektrostatyczne w koloidalnym ukfadzie wod-
nym, nie znikaja zgodnie z klasycznym prawem Coulomba, poniewaz w wyniku
zblizania si¢ powierzchni rzeczywistych (hydratowanych) nastepuje wymiana jonow
przez wodg, co determinuje powstanie rdznicy potencjalow.
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Rysunek 9.  Oddziatywania odpowiedzialne za proces agregacji (A) oraz adhezji (B) w ujeciu teorii DLVO
Figure 9. Interactions responsible for the aggregation process (A) and adhesive (B) in terms of the theory of
DLVO

Sily odpychajace znikajg wykladniczo. Sily przyciagania pojawiaja si¢ wolniej
w miejscu znikajacych sit elektrostatycznych. W rezultacie, w funkeji odlegtos¢ -
energia oddzialywania, tworzy sie drugie, plytkie minimum energetyczne. Cechg
charakterystyczng drugiego minimum jest odwracalnos¢ procesu agregacji (analo-
gicznie adhezji do podloza). W przypadku dalszego zmniejszenia odleglosci pomie-
dzy danymi biokoloidami nastgpuje przekroczenie bariery potencjalu, czego efek-
tem jest nieodwracalny proces tworzenia agregatu. Uklad znajduje sie w pierwszym
minimum energetycznym [23] (Rys. 9).

Zastosowanie teorii DLVO do opisu proceséw agregacji, adhezji koloidow
w tym mikroorganizméw (biokoloidéw), mozliwe bylo dzieki zastosowaniu szeregu
zalozen teoretycznych. Micele traktowane sg jakie jednorodne kule o statej §rednicy,
stalym i homogennym tadunku powierzchniowym oraz posiadaja hydrofobowa,
spolaryzowang powierzchnie. Teori¢ DLVO stosuje sie gtéwnie do wyjasnienia
nieodwracalnych proceséw agregacji oraz adhezji. Konsekwencja zalozen klasycz-
nej teorii DLVO jest rozbieznos¢ migedzy modelem teoretycznym, a rzeczywistymi
ukladami biologicznymi. Komoérki mikroorganizméw charakteryzuja sie zfozona
topografig powierzchni oraz heterogennym rozmieszczeniem tadunku powierzch-
niowego. W rezultacie nastgpuje wyplaszczenie studni potencjatu drugiego mini-
mum energetycznego oraz zmniejszenie bariery potencjalu prowadzacej do pierw-
szego minimum. Biokoloidy w wyniku oddzialywania z powierzchnia i/lub miedzy
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sobg ulegaja znieksztalceniom (rozplaszczeniom, wygieciom). Skutkuje to rézng
odlegtoscig miedzy zespotem mikroorganizméw i/lub podtozem, prowadzacej do
réznych typoéw oddzialywan w obrebie danego ukladu. Heterogeniczny rozktad
tadunkéw powierzchniowych moze powodowa¢ efekty naktadania badz znosze-
nia si¢ sktadowych elektrostatycznych, determinujacych zmiany ksztattu w danych
komponentach powierzchniowych. Stan ten dodatkowo znieksztatca krzywa energii
w funkeji odlegtosci proponowang przez teori¢ DLVO [21-23] (Rys. 9).

W celu udoskonalenia teorii DLVO, wprowadza si¢ ,,poprawke” w postaci sity
krétkozasiggowej (F ). Teoria DLVO ze zmodyfikowanymi zalozeniami, ktére maja
na celu przyblizenie modelu teoretycznego do rzeczywistych uktadéw biologicz-
nych nosi nazwe rozszerzonej teorii DLVO, w skrécie XDLVO (ang. extend DLVO).

F F . +F (23)

XDLVO — T DLVO D

Jedng z pierwszych, scharakteryzowanych sit kréotkozasiegowych byla ,sita
hydratacyjna” W wyniku usuniecia wody z powierzchni modelowych nastepuje
zmniejszenie oddzialywania elektrostatycznego. Zgodnie z teoriag mostkéow katio-
néw dwuwartos$ciowych dodatek kationéw Mg®* i/lub Ca’*" przyspiesza agregacije
biokoloidéw. Na tej podstawie mozna wywnioskowac, ze akwakompleksy metali
dwuwarto$ciowych (Mg2+aq, Ca“aq) ekranujg fadunki skladajgce si¢ na sity elektro-
statyczne, wigza sie z ujemnie naltadowanymi powierzchniowymi grupami funk-
cyjnymi (gtéwnie z karboksylowymi) wypierajac molekuly wody z warstwy Sterna-
-Helmholzta zwickszajac tym samym ladunek ukfadu [21-24].

3. TECHNIKI ELEKTROMIGRACYJNE W OZNACZANIU
MIKROORGANIZMOW

Fadunek na powierzchni, determinowany przez charakterystyczne wlasciwosci
grup funkcyjnych bton i/lub $ciany komoérkowej biokoloidu, wptywa na zachowanie
mikroorganizméw w polu elektrycznym. Fenomen ten warunkuje wlasna ruchli-
wos¢ umozliwiajacg separacje elektroforetyczng biokoloidéw. Jednakze z analizg
tak skomplikowanych ukladéw zwiazany jest szereg problemow, tj. agregacja i/lub
adhezja do powierzchni wewnetrznej kapilary.

Pierwsze doniesienie wykorzystujace technike elektromigracyjna do separa-
cji biokoloidéw pochodzi z 1987 roku. Stelan Hjerten przeprowadzajac separacje
elektroforetyczng, wirusa mozaiki tytoniowej oraz Lactobacillus cesei, zaobserwowal
ich migracje z przeplywem elektroosmotycznym. Zastosowane przez niego warunki
analizy nie pozwolily na skuteczne rozdzielenie badanych mikroorganizméw [25].

W 1993 roku Ebersole i McCormick przeprowadzili rozdzielanie elektrofore-
tyczne Entercoccus faecalis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae i Strepto-
coccus pneumoniae, Staphylococcus aureus. Analizowane bakterie tworzyly agregaty,
co skutkowalo niepowtarzalnoscig analizy oraz poszerzeniem pasma [26].



WPEYW HETEROGENICZNOSCI POWIERZCHNI BIOKOLOIDOW NA ICH ROZDZIELANIE ELEKTROFORETYCZNE 843

W kolejnych latach liczne grupy badawcze stosujac bufory fosforanowe, TBE
wyznaczyli ruchliwos¢ elektroforetyczng réznych mikroorganizméw (np. Saccha-
romyces cerevisiae). Zauwazono, ze wraz ze wzrostem sily jonowej nastepuje zwe-
zenie pasma. Na podstawie niniejszej obserwacji stwierdzono zalezno$¢ miedzy
powierzchniowym tadunkiem okreslonego mikroorganizmu a otaczajacym go $ro-
dowiskiem [27].

Pod koniec lat dziewigé¢dziesigtych XX wieku, Amstrong i in. [28] wprowadzili
innowacyjne rozwigzanie skutkujgce polepszeniem selektywnosci i rozdzielczo$ci
separacji elektroforetycznej. Zastosowanie dodatku poli(tlenku etylenu) (PEO, glikol
polietylenowy) w buforze spowodowalo zmniejszenie ruchliwosci elektroosmotycz-
nej oraz prawdopodobne zredukowanie oddziatywania elektrostatycznego pomie-
dzy mikroorganizmami i §ciang kapilary [28].

Amstrong i in. [28] oraz Zheng i Yeaung [29] zaproponowali trzy modele for-
mowania si¢ agregatéw mikroorganizméw podczas rozdzielania elektroforetycz-
nego:

» model indukgji pola (ang. Field-Induced Model). Mikroorganizmy trakto-
wane s3 jako uklad cieczy elektroreologicznej (ang. Electrorheological Fluid),
ktorej lepkos¢ zmienia si¢ zaleznie od przylozonego pola elektrycznego.
Podczas analizy separacyjnej, w wyniku przylozonej roznicy potencjatdw,
uktad mikroorganizméw formuje agregat w ksztalcie dysku, ktory znajduje
sie prostopadle do kierunku pola elektrycznego. Czas migracji zalezy od
polaryzacji jego powierzchni klastra;

« model ,wlochatych czastek” (ang. Hairy-Particle Model). Mikroorganizmy
traktowane sg jako micele (biokoloidy, makrojony) o ujemnie naladowa-
nej powierzchni. Zasadniczg role przypisuje si¢ PEO, ktdry dodawany jest
w okre§lonym stezeniu do buforu wiodgcego. Zaklada sie, ze w wyniku
adsorpcji glikolu polietylenowego (,wlochata czastka®) na powierzchni
danego mikroorganizmu, nastepuje zmiana ruchliwosci elektroforetycznej
biokoloidu. Zmodyfikowana ruchliwo$¢ elektroforetyczna matych makro-
jonoéw jest mniejsza, w stosunku do wiekszych makrojonéw. Konsekwencja
tego jest formowanie si¢ gradientu przewodnos$ci ukladu mikrobiologicz-
nego (tworzenie si¢ przeciwpradu) oraz redukcja odpychajacych oddzia-
tywan elektrostatycznych miedzy biokoloidami, skutkujgcych w tworzeniu
agregatow. Wektor ruchliwosci elektroforetycznej danego klastra skiero-
wany jest w kierunku elektrody dodatniej, jednak wypadkowa ruchliwo$¢
elektroosmotyczna ukladu powoduje migracje w kierunku katody;

o model ,indukcji ksztaltu” (ang. Shaped - Induced Model). Zaklada sig, ze
mikroorganizmy znajdujace si¢ w kapilarze, formuja agregaty w wyniku
losowych zderzen. Stworzone agregaty migruja z charakterystyczng dla nich
ruchliwoscig elektroforetyczng zgodnie z kierunkiem EOF. PEO traktowany
jest jako mediator w oddzialywaniach pomiedzy mikroorganizmami.
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Wykorzystanie przez Zheng i Yeung [29] kamery z matrycg CCD do obser-
wacji migracji elektroforetycznej mikroorganizméw w kapilarze poszerzyto znacz-
nie wiedze na temat zjawiska agregacji (adhezji). Zauwazono, ze wraz ze wzrostem
rozmiaru klastra, wzrastala szybko$¢ agregacji, a rozmiar formujgcego sie agregatu
zalezy od roznicy potencjatéw. Wykazano réowniez, ze wraz ze wzrostem sity jono-
wej buforu, szybko$¢ tworzenia agregatow wzrasta.

Kolejnymi sposobami poprawienia selektywnosci i rozdzielczosci analizy
elektroforetycznej mikroorganizméw bylo wprowadzenie modyfikacji wewnetrz-
nej powierzchni kapilary (akryloamidem, diwinylobenzenem, trimetylochlorosi-
lanem) przez Buszewskiego i in. [27, 30] Wprowadzenie powyzszych modyfikacji
skutkowato wieksza hydrofobowosciag powierzchni i prawdopodobnym wystapie-
niem oddzialywan typu mikroorganizm-ligand (np. n-m) przyczyniajacych si¢ do
poprawy selektywnosci (Rys. 10).

PR T

Rysunek 10. Wplyw chemicznej modyfikacji powierzchni kwarcowej kapilary (typu fused silica) na selektyw-
nos¢ separacji bakterii [27, 30]

Figure 10.  Effect of chemical modification of the surface of the quartz capillary (such as fused silica) for
selective separation of bacteria [27, 30]

Innym rozwigzaniem poprawiajagcym selektywnos¢ separacji elektroforetycz-
nej bylo przeprowadzenie przez Dziubakiewicz i Buszewskiego [30] i/czy Oukacine
iin. [31] elektroseparacji bakterii przy zastosowaniu mechanizmu przej$ciowej izo-
tachoforezy (ITP). Wedlug badaczy, metoda ta odznacza si¢ wysoka selektywnoscia
i powtarzalno$cia. Ponadto, wykazano, iz wraz ze wzrostem ilosci komorek bak-
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teryjnych w probce, istnieje zalezno$¢ liniowa wzgledem intensywnosci sygnalow
(wysoko$¢ pikow na elektroferogramie) [27, 30].

Lopez-Leon i in. [32] zaproponowali rozwigzanie w separacji mikroorgani-
zméw wprowadzajac ujemnie zjonizowane uklady polimer-przeciwcialo. Kom-
pleksy te oddzialywaja selektywnie z danym biokoloidem powodujac poprawe
selektywnosci rozdzielania [27, 30].

Buszewski i in. [33] przeprowadzili elektroseparacje bakterii izolowanych bez-
posrednio z matryc biologicznych m.in. moczu. Badania te wykazaly, iz kapilarna
elektroforeza strefowa, moze sta¢ si¢ powszechnie stosowanym, czulym narzedziem
w diagnostyce medycznej.

UWAGI KONCOWE

Obecnie na swiece publikuje sie rocznie dziesigtki publikacji dotyczacych
elektrosepracji mikroorganizméw przy zastosowaniu elektroforezy kapilarne;j.
Jednakze, pomimo znaczacej wiedzy na temat zjawisk powierzchniowych zacho-
dzacych podczas separacji elektroforetycznej biokoloidéw, w celu zrozumienia
przemian fizykochemicznych zachodzacych na granicy faz, niezbedne jest przepro-
wadzanie dalszych szczegdtowych badan i studiéw dotyczacych tych interesujacych
fenomendw.
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