Povrchové a elektrokinetické vlastnosti bakterii
jogurtovych kultur

Bc. Jana Knéblova

Diplomova prace i Univerzita Tomdase Bati ve Zliné
2010 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav biochemie a analyzy potravin
akademicky rok: 2009/2010

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfjmeni: Bc. Jana KNEBLOVA

Osobni ¢islo: T08873

Studijnl program: N 2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie, hygiena a ekonomika vyroby potravin
Téma prace: Povrchové a elektrokinetické viastnosti bakterii

jogurtovych kultur

Lasady pro vypracovani:
|. Teoreticka cast
1. Zpracujte resersi na zadané téma
2. Citujte pouiitou literaturu
3. Ziskané poznatky shriite v kapitole "zavér"
Il. Prakticka cast

1. V experimentalni ¢asti popiste pouzité metody charakterizace a metodické
postupy

2. Porovnejte povrchové vlastnosti bakterii jogurtovych kultur

3. Porovnejte elektrokinetické vlastnosti bakterii jogurtovych kultur



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

[1] Rosenberg M. 1981. Bacterial adherence to polystyrene: a replica method of
screening for bacterial hydrophobicity. Appl Environ Microbiol 42(2): 375--377.

[2]1 van Oss CJ. 1997. Hydrophobicity and hydrophilicity of biosurfaces. Curr Opin Coll
Interf Sci 2: 503--512,

[3]1 Amaral P.F.F., Lehocky M., Barros-Timmons A.M.V., Rocha-Leaoc M.H.M., Coelho
M.A.L., Coutinho J.A.P. 2006. Cell surface characterization of Yarrowia lipolytica IMUFRI
50682. Yeast 23: 867-877.

[4] Dle doporuceni vedouciho diplomové prace.

Vedouci diplomové prace: doc. Ing. Marian Lehocky, Ph.D.
Ustav fyziky a mater. inzenyrstvi

Datum zadéni diplomové préce: 4. ledna 2010

Termin odevzdani diplomové prace:  19. kvétna 2010

Ve Zling dne 8. dubna 2010

pnde /&7&/

v :
doc. Ing. Petr Hlavacek, CSc. prof. Ing. Ignac Hoza, CSc.
dékan reditel istavu




PH{jmeni a jméno: Jana Knéblova Obor: THEVP

PROHLASENI

Prohladuji, Ze

beru na védomi, Ze odevzdanim diplomové/bakalafské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zdkona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a o zméné a doplnéni dalSich
zdkont (zdkon o vysokych kolach), ve znéni pozdéjsich pravnich pfedpisty, bez ohledu
na vysledek obhajoby ;

beru na védomi, 7¢ diplomové/bakalafskd prace bude uloZena v elektronické podobé
v univerzitnim informaénim systému dostupnd k nahiédnuti, Ze jeden vytisk
diplomové/bakalafské prace bude uloZen na piislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zling a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho prace;

byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalafskou praci se plné vztahuje
zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s prévem autorskym
ao zmeéné nékter;’fch zakoni (autorsky zakon) ve znéni pozdg&jSich prévnich pfedpisi,
zejm.§ 35 odst. 3 %;

beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zakona ma UTB ve Zliné pravo
na uzavieni licentni smlouvy o uZiti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského
zakona,

beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — diplomovow/bakal4tskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuZiti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity TomaSe Bati ve Zling, kterd je opravnéna v takovém piipadé ode mne
pozadovat piiméfeny pHspévek na Uhradu ndkladd, které byly Univerzitou Tomase Bati
ve Z1ing na vytvofeni dila vynaloZeny (aZ do jejich skuteéné vyse);

beru na védomi, 7e pokud bylo k vypracovéani diplomové/bakaldfské prace vyuZito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze
ke studijnim a vyzkumnym udelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuZiti), nelze vysledky
diplomové/bakalafské prace vyuZit ke komerénim Gdeliim;

beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalafské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povaZuji se za sou¢ast prace rovnéZ i zdrojové kody, popf. soubory, ze kterych
se projekt sklada. Neodevzdani této souasti mize byt ditvodem k neobhéjeni prace.

SO 5070

Ve Zliné ................... ’ B s A 4

......................................................



Y zékon ¢&. 111/1998 Sb. o vysokych Skoldch a o zméné a dopinéni dalSich zdkond (zdkon o vysokych Skoldch), ve znéni pozdéjsich
prdvnich predpist, § 47 Zverejriovani zavérecnych praci:

(1) Vysokd skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldrské a rigordézni prdce, u kterych probéhla obhajoba, vietné
posudku oponenti a vysledku obhajoby prostrednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zpisob zverejnéni stanovi vnitini
predpis vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldrské a rigordzni prdace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni
pred kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni verejnosti v misté urceném vnitinim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak urceno,
v misté pracovisté vysoké skoly, kde se ma konat obhajoba prdce. KaZdy si mazZe ze zverejnéné prdce pofizovat na své ndklady vypisy,
opisy nebo rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

2 zékon €. 121/2000 Sb. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zdkont (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje skola nebo Skolské Ci vzdéldvaci zarizeni, uZije-li nikoli za ucelem pfimého nebo neprimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k vlastni potiebé dilo vytvorené Zakem nebo studentem ke splnéni Skolnich
nebo studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke Skole nebo skolskému ¢i vzdéldvaciho zarizeni (Skolni dilo).

% zékon €. 121/2000 Sb. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zdkont (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek prdvo na uzavreni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpirdg-li autor takového dila udélit svoleni bez vazného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu
jeho vidle u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zustdvd nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, mazZe autor Skolniho dila své dilo uZit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zajmy
Skoly nebo skolského ¢i vzdélavaciho zafizeni.

(3) Skola nebo $kolské ¢&i vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosaZeného
v souvislosti s uZitim dila i poskytnutim licence podle odstavce 2 prfimérené prispél na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila
vynaloZily, a to podle okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pritom se prihlédne k vysi vydélku dosaZeného skolou nebo skolskym ci
vzdéldvacim zarizenim z uZiti Skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva popisem povrchowatlektrokinetickych vlastnosti
vybranych mikrobialnich systém které jsou fitomny v produktech mlékarenského
pramyslu. Tyto mikroorganismy jsoul.actobacillus delbrueckiisubsp. bulgaricus a

Streptococcus salivariumibspthermophilus.

Vlastnosti &chto mikroorganizm byly studovany pomoci&inych metod slouzicich k
popisu povrchovych a elektrokinetickych vlastnostézi ¢ pati zejména studium adheze

na polystyren, MATH test, MATS test aeni elektrokinetického (zeta potencidlu).

Klicova slova: Lactobacillus delbrueckiisubsp. bulgaricus, Streptococcus salivarius

subspthermophilus povrchoveé vlastnosti, zeta potencial.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on description ef $shrface and electrokonetic properties
of selected bacterial strains which are presentmitk industry products. These
microorganisms areLactobacillus delbrueckiisubsp. bulgaricus and Streptococcus

salivariussubspthermophilus.

Their properties were studied by using of commaugilable methods for the description
of surface and electrokonetic properties. Seleatethods were adhesion to polystyrene

substrate, MATH test, MATS test and evaluationle€®&okinetic (zeta) potential.

Keywords: Lactobacillus delbrueckisubsp.bulgaricus, Streptococcus salivarigsibsp.

thermophilussurface properties, zeta potential.
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UvoD

Popis povrchovych a elektrokinetickych vlastnostiknabidlnich soustav ma zasadni
vyznam pro jejich studium z pohledu akademickéhprimyslového. VgjSi povrch
bakterii zprosedkovava velké mnoZstvi interakci danénlyu s okolim. Mezi tyto
interakce mMizemeradit ku ikladu jejich adherenci, flokulaci, antigenicitinabo vazani
makromolekul. Porozusmi téchto komplexnich funkci vyZzaduje detailni znalosti
chemického slozeni jejich povrchu a taktéz jejicblekularni a strukturalni rozlozeni na
povrchu. TaktéZust mikroorganism piimo zavisi na vlastnostech jejich okoli. Povrch
buiky je zodpo¥dny za transport Zivin z okoli, se kterym je v nélésn kontaktu. Tento
proces pichazi v Gvahu proifimou absorpci hydrofobniatastic na bu&nou sénu, nebo

muze byt zprosedkovan pomoci povrchéaktivnich latek, nebo-li surfaktant

V piipact piimé adsorpce iwhédzi v avahu &kolik mechanism, které zahrnuji

hydrofobni, Lewisovy, elektrostatické nebo van \d&alsovy interakce.

V dostupné literatie je pondrné rozsahle a preciznrozpracovana teorie koagulace a
adsorpce. Teorie koagulace je zaloZzena na faktunmikeoorganismy povrchayvreaguji
nejlépe s dalSimi mikroorganismy, vazi se na selezimolekulovymi silami a tvd

shluky.

Tento jev vSak z fimyslového hlediska nenitifi§ Zadouci a projevuje se trvala snaha o
stabilizaci bug¢nych systém. Tato stabilita je charakterizovanaegevsim lepSimi
povrchovymi interakcemi s okolim oproti interakcgralSimi biikami, a tim vytveeni

koloidniho roztoku o vysoké stabdit

Tyto vlastnosti jsou zavislé na mnoha faktorechdnd®m z nejzasadijsich faktofi je
chemické slozeni roztoku, ktery krénmikroorganisni tvoii burg¢nou suspenzi. Tento
roztok by n&l vykazovat v zavislosti na zvoleném mikroorganiswmodné pH a taktéZ co
mozna nejnizsi iontovou silu.fiPvysoké iontové sile se e totiz stat, Zze elektricka
dvojvrstva v okoli mikroorganismu bude g#@a natolik, Ze dochazi k nezadouci interakci
bunka—buika.

Ac to na prvni pohled nevypad4, elektrokinetickézk§iné chemické parametry povréh
spolu vzajemé vyraznym zgisobem souvisi a komplexnim stem €chto interakci
ziskame pro dané prosti popis adheznich vlastnosti mikroorgarisma zvoleny

substrat, ktery zahrnuje podil veSkerych interakeikajicich na povrchu liky.
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1 BAKTERIE MLE CNEHO KVASENI

Bakterie mléného kvaseni jsou bakterie, které syntetizuji zricidyselinu mi€nou jako
koneny metabolicky produkt [1]. Jsou to fgulevSim grampozitivni, anaerobni,
nesporulujici a acidotolerantni bakterie.éliD se podle hlavnich produkt na
homofermentativni a heterofermentativni [2]. MeZéiné bakterigladime zejména rody
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Pediospcceuconostoc, Lactobacillus a
Bifidobacterium(3].

Bakterie mléného kvaSeni se vyskytuji vélnv prirodk (nag. odpadni vody, ovoce a
ovocné §avy). Jsou satasti produki potravindského pimyslu — mlé€éné a obilné
vyrobky, maso a rybi vyrobky, pivo, nakladand zelankysané zeli a dalSi. Vyskytuji se
také jako pirozena mikroflora v Ustech, intestinalnim traktunohych Ziv@icha veetns

cloveka [4].

1.1 Mlékarské kultury

Cisté mlékaské kultury CMK) jsou (elow zamstené druhy specifickych
mikroorganisnd, které vyvolavaji a zaji$iji spravny pitbéh vyrobniho procesu k dosazeni
Zadouci jakosti hotového vyrobku [5]. MIékké kultury (pedevsSim bakterie mtéého
kvaSeni) pedstavuji sms jednoho nebo é&kolika kmeri mikroorganisni [6]. Jako
monokultury se v mlékarenské vykopouzivaji mikroorganismy, které obsahuji jen jeden
kmen jednoho druhu mikroorganidmpog. jestlize obsahuji vice kmé&rednoho druhu
mikroorganisni, dale jako smsné bakterialni kultury, jestlize obsahuji vice hirua
kmeni bakterii, a konéné jako sngésné kultury bakterialni a kvasinkové, jestlize dhga
vice druli a kmerii bakterii i kvasinek zkvasujicich laktdézu [7]¢iNeré monokultury jsou
vyuzivany k sestavovani gsnych kultur. Tyto sgsné kultury se pak&sSinou nazyvaji
podle vyrobku, k jehoZ vyrabslouzi, nap kultura jogurtova l(actobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Streptocagcusalivarius subsp.
thermophilus, Bifidobacterium bifidym kefirova {[actococcus lactissubsp. lactis,
Lactococcus lactissubsp. cremoris Lactobacillus casei Candida kefiy, smetanova
(Lactococcus lactisubsp.cremoris Lactococcus lactisubsp.lactis biovar diacetilactis

Leuconostoc mesenteroidagspcremorig [7].
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1.1.1 Jogurtové kultury

Jogurtové kultury pat mezi termofilni bakterie mé@ého kvaseni (BMK), které maji pro
mlékarensky prmmysl dalekosahly vyznam. Umidji vyrobu fermentovanych miéych
vyrobki i po oSeteni mléka. A&koli jsou bakterie mi&ného kvaSeni primaénvyuzivany
pro rychlou produkci kysanych potravinovych vyrébkodileji se také na vznikdiphuti,

konzistence a nutfini hodnoty vyrobk [5].

1.2 MIlééné kvaSeni

Podle produktu metabolismu ragdieme bakterie mi#ého kvaSeni na

homofermentativni nebo heterofermentativni.

1.2.1 Typy miééného kvaSeni

1.2.1.1 Homofermentativnhi mlééné kvaseni

Homofermentativni mi&né kvaSeni je procesépeni polysacharidna kyselinu ml&nou
pies pyruvat cestou glykolyzy. Glykolyza slouzi k lnémi energie z molekul sachaiid
Glykolyzou se peménuje glukosa na pyruvat za s@sné tvorby dvou molekul
adenosintrifosfatu (ATP). Za anaerobnich podmirmebiha dalSi degradace pyruvatu jako
alkoholové kvaSeni u kvasinek nebo redukce na kysehl&nou (laktat) u miénych
bakterii [6].

Homofermentativnimi mk&nymi bakteriemi jsou naplLacococcus lactisubsp.cremoris
Streptococcus thermophilud.actobacillus helveticysLactobacillus acidophilus [7].

Homofermentativni mi&né kvaSeni [8] probih& dle rovnice:

CeH120s — CH;— CHOH — COOH

V zavislosti na stereospecifigitaktatdehydrogenazy a zétpmnosti laktatracemazyiiae
vznikat D (-), L (+) nebo DL kyselina niaa [9].
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1.2.1.2 Heterofermentativni mlééné kvasSeni

Pti heterofermentativnim mé@ém kvaSeni se vytiidkrome kyseliny ml€né jes¢ ethanol,
kyselina octova a glycerol [9]. Za aerobnich podekije pyruvat oxidovan na vodu a €O
pies citratovy cyklus a oxidai fosforylaci. Oxidanim ¢inidlem pi glykolyze je NAD'.
Prikladem mikroorganiziinschopnych heterofermentativniho sriého kvaSeni mohou byt
Lactobacillus brevisa Lactobacillusfermentum[8]. Heterofermentativni méé@é kvaSeni

probih& dle rovnice: [10]

CeH1206 — CH3;— CHOH — COOH + CECOOH + GHsOH + CG + Hp
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2 ZAKLADNIi JOGURTOVE KULTURY A JEJICH VLASTNOSTI

2.1 Celal Streptococcaceae

Celed” Streptococcaceapati do doményBakterig kmeneFirmicutes téidy Bacilli, fadu

Lactobacillales
Celed’ Streptococcacearahrnuje rodystreptococcud actococcusaLactovum

Pati sem patogenni, saprofytické i biotechnologickyziyané druhy. Biiky jsou kulovité
nebo ovalné, vyskytuji se po dvou nebtetizcich rozmanité délky. Katalazu netva
neredukuji dughany na dusitany. Jsou grampozitivnétSinou fakultativé anaerobni,
nepohyblivé a netwd endospory [11]. Vzhled kolonii jednoho druhuize byt ovlivién
teplotou, zdrojem dusiku i jinymi latkamitdthazi od formy drsné az po formu mukoidni.
Nékteré druhy mohou byt nutrié nar@né a vyzaduji komplexni médiunCeled
Streptococcaceamiazeme rozliSit podle sérologickych hledisek na sky@, B, C, D, E,

F, G, H, K a N. H rozliSovani rod se gedevSim posuzuje vztah ke krevnimu barvivu [5].
Metabolismus je fermentatorni, kdy z caukvoii kyselinu mlénou, octovou, mravei,
ethanol a CQ[11].

2.1.1 Rod Streptococcus

Bunky bakterii roduStreptococcugsou kulovité, ¥tSinou nepohyblivé a netiiospory.
Pokud rostou v tekutém médiu, jsou usgmané v parech, kratSich delSichrtetizcich.
Bakterie roduStreptococcugsou homofermentativni, tzn. Ze fermentuji sachahlavre
na kyselinu mlénou. Ve vztahu ke kysliku jsou aerobni a fakultatignaerobni. Rostou
v rozmezi teplot 25 az 45 °C s optimem 37 °C [B3leptokoky jsou &leny doctyi skupin
na pyogenni, oralni, ostatni a anaerobni [11].dl®treptococcusbyly v posledni dob
vyclenény nehemolyzujici nepatogenni druhy pouzivané \kanEnském gmyslu a byly
zarazeny do no¥ vytvoreného roduEnterococcusa Lactococcus[3]. V mlékaském
pramyslu jsou pouZzivany streptokokystreptococcus salivariusubsp. thermophilus,
Lactococcus lactid.actococcus lactisubsplactis biovar diacetilactis Lactococcus lactis

subspcremoris[3].
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2.1.1.1 Streptococcus salivarius subsp thermophilus

Diive se tento druh oztaval jakoStreptococcus thermophiluiBoto ozn&eni se doposud

pouziva v BZzném mlékarenském provozu. Déale f&neptococcus thermophilus.

Streptococcus thermophilsbr. 1.) je hlavni mlékakou kulturou pouzivanouipvyrobé

jogurtii a vysokodotivanych syl (eidam, emental) [12].

Obr. 1 . Streptococcus thermophilus, elektronovy
mikroskop/62/

Streptococcus thermophilutvoii kokovité nebo ovalné Iy v parech nebotene
dlouhychtetizcich. Velikost biiky se pohybuje mezi 0,7-1,0 um. Vyskytuje se vkyd$
slinach, intestinalnim traktdlovéka a zviat. Je katalazanegativni a oxidazanegativni.
Sacharidy zkvasuje homofermentativna pravotsivou kyselinu mlénou. Stpi také
kasein. Jedna se o termofilni bakterii émého kvasSeni, optimalniastova teplota se
pohybuje v roz@ti 37-42 °C [14]. Uplatuje se pi vyrob¢ klasického jogurtu v kombinaci
s kulturouLactobacillus delbrueckisubsp.bulgaricusv pomeru 1:2 az 2:1. Je znamo, ze
smes obou &chto druli mikroorganisnd prokysava mléko rychleji nez kazdy z nich sam.
V jogurtové kultite se nejtive a pondrné rychle rozmnoZzuji streptokoky [15]. Jejiclst
stimuluje Lactobacillus delbrueckiisubsp.bulgaricus ktery rozkladem bilkovin mléka
a nejnezbyt§si je valin. Streptococcus thermophilusaopak vytvB kyselinu ml€nou,
kterd snizuje pH média na optimum pritstr bakterieLactobacillus delbrueckisubsp.
bulgaricusa kyselinu mravef ovliviiujici metabolismus. Dale sgebovava kyslik¢imz

podporuje st bifidobakterii [13].
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Streptococcusthermophilusa Lactobacillus delbrueckiisubsp. bulgaricus jsou podle
nedavnych studii povaZzovany za pr&spé bakterie (probiotika), protoZze prokazuji
zdravotni vyhody lidskému organizmu. Byla prokazéadivita jogurtovych bakterii
v zazivacim ustroji dhem gastrointestinalnihojmhodu a probioticky dinek [14]. Jogurt
se zvySenou odolnosti proti inhihim latkam obsahuje krammikrobialnich slozek

klasického jogurtu jeStLactobacillus acidophiluga Pediococcus acidilactidil3].

2.2 Celad’ Lactobacillaceae

Celed’ Lactobacillaceagadime do doménBacteria kmenuFirmicutes téidy Bacilli, fadu

Lactobacillales

Celed” Lactobacillaceaezahrnuje v satasnosti #i rody klasickych bakterii mtéého
kvasSeni: Lactobacillus Paralactobacillus Pediococcus Tato ¢eled’ byla vylenéna na
z&klad sekvencovani genomu pro 16S rDNA ze skupiny graptipoich bakterii
s nizkym procentualnim obsahem G + C. Jsouetwp pravidelnymi, nesporulujicimi,
grampozitivnimi  tg¢ginkami nebo koky. P&t sem nepigmentujici, mezofilni,

chemoorganotrofni druhy, které rostou pouze na kemmijon médiu. [11].

2.2.1 Rod Lactobacillus

Do rodulLactobacilluspati zejména tyto druhyactobacillus acidophilusLactobacillus
brevis Lactobacillus caseisubsp.casej Lactobacillus delbrueckiisubsp.bulgaricus
Lactobacillus delbrueckisubsp.lactis (diive jenomLactobacillus lacti}, Lactobacillus

caseisubsp.casej Lactobacillus helveticyd.actobacillus plantaruna dalSi druhy [12].

Bunky maji tvar pravidelnych tynek, oltas také kok. Vyskytuji se jednotliv i
v fetizcich, ®kdy tvori vidknité formy. Jsou grampozitivni, nesporulyji€akultativre
anaerobni, atas mikroaerofilni. Nktefi zastupci vyZzadujiipizolaci anaerobni podminky.
Obecr plati, Zze pitomnost 5% C@ podporuje iist laktobacili. Neredukuji dughany na

dusitany a netu® indol. Optimalni éstova teplota se pohybuje v rozmezi teplot 30 az

40 °C a optimalni pH mezi 5,5 az 6,2 [11]. Laktahagsou Siroce roz$ené v progedi,
obzvlas¢ v potravinach Zzivéisného nebo rostlinného typodu, v napojich, ¢isté i
zneistené vod, kysaném zeli. Wloveka je mizeme izolovat nap z dutiny Ustni, dasni a
slin [13].
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Na zaklad konenych produkii fermentace cukirje mizeme rozdlit do tti skupin:
- Obligatre homofermentativni: hexdzy fermentuji vyhrédra kyselinu mlénou (nap.
Lactobacillus delbruecksubspbulgaricus Lactobacillus delbruecksubsplactis).

- Fakultativie heterofermentativni: hexdzy fermentuji na kyselmignou nebo na sés
kyseliny ml&€né, octové, mravein a etanolu. Pentozy fermentuji na kyselinudntd a

octovou (nap Lactobacillus caseiLactobacillus plantarum

- Obligatre heterofermentativni: hexozy fermentuji na Kkyselimié&nou, octovou
(ethanol) a C@ Pentozy fermentuji na kyselinu mat®u a octovou (napLactobacillus

buchnerj Lactobacillus fermentujrjl11].

2.2.1.1 Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus

Diive se tento druh oztaval pouze jakd.actobacillus bulgaricusiebo Lactobacterium

bulgaricum.Druhové jméno je odvozeno od Bulharska, odkudbgrogurti pochazi.

Dale jenLactobacillus bulgaricusLactobacillus bulgaricus (obr. 2.) je grampozitivni,

termofilni tyinka dlouh& 4-12 um a Siroka 0,8-1,5 um [12].

Obr. 2. Lactobacillus bulgaricus

[73/

Vyskytuje se jednotliyy, vietizcich pechazejicich ¢kdy az do vldken. Vlivem teploty,
povahy a koncentrace dusikatych latek ma tende#eitrivar a granulovat. V mléce tkio
zpravidla kyselinu mi&nou inaktivni, podle gkterych autot vSak i levotdivou, pof. i

pravot@ivou. Dale vznika i nepatrné mnozstvi kyseliny @éomraveti a jantarove.

Z uhlovodiki fermentuje laktézu, gluk6zu a galakt6zu. Roste agmrovych pdach
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béZznych pro bakterie mé@ého kvasSeni. iP optimalni teplod 45 az 50 °C srazi mléko,

které Ehem 3 aZ 4 hodin ztuhne v celé hinoa porcelanovitou kompaktni hmotu [13].

Kmeny Lactobacillus bulgaricus jsou spolu s Streptococcusthermophilus sowasti
mikroflory smésnych jogurtovych kultur uzivanych prézné technologie vyroby joguirt

dalSich produki. Rovrez mohou byt aplikovany jako slozka dokbvych kultur, které
ovliviiuwji pribéh zrani a specifické vlastnosti 8yf12]. Na za&atku zrani produkuje

Streptococcus thermophilusstoveé latky, které stimuluji vyvajactobacillus bulgaricus

Tato symbidza se projevujéipnivé i ve vlastnostech jogurtu napgvorbou typické ung.

Lactobacillusbulgaricusje hlavnim producentem acetaldehydu [15].
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3 POVRCHOVE VLASTNOSTI MIKROORGANISM U

Definice povrchu mohou bytizné. Povrch je moZno chapat jako rozhrani mezi yravn
objektem a jeho okolim.tPvzajemné interakci¢tesa s okolim fisobi na jeho povrch
fyzikélni, chemické a jiné sily16]. Bakterialni povrch je velmidezity, protoze na
povrchovych vlastnostech btk je zavisla jednak adheze na pevné povrchy, fedell
a koagulacd17]. Zmeny v povrchovych vlastnostech bakterii doprovazejny v jejich

prostedich.

Bakteridlni povrchy na rozhrani pevna latka—kay@ala plyn—kapalina maji elektricky
naboj za fyziologickych podminek pH (1-3) obvykkegativni[18]. V mnoha pipadech je
chovani bakterii mkiného kvaseni zavisla na meziploSnych procesechi tianpovrchu
burgk, fyzikalné-chemickych vlastnosti a chemickém slozéh9]. Bunééna stna je
duleZitou strukturdlni sloZzkou prokaryotickych orgemii a je nezbytna pro bakterialni

pieziti [20]. Hydrofobicita a elektrické vlastnosti patk nejdilezit¢jSim povrchovym

vlastnostem, které jsou zavislé na chemickém sidaemtcné stny [21].

3.1.1 Bunééna stna

Bakterialni buiky jsou obklopeny porézni 3D makromolekularni sikiera byva
oznaovana jako buktna sena [22]. Ukolem bu&né sény je chranit cytoplazmu a
plazmatickou membranu, udrzovat tvarnky a chranit biiku proti osmotické lyzi.
Udgluje také biice chemickou odolnost, odolnost protieadi a vyschnuti. Na b&&ném
povrchu se mohou vyskytovat kigné struktury jako fibrily, fimbrie nebo flagely [R3
Stavbu buicné stny a sloZeni ovliuje typ buiky (gramnegativni, grampozitivni

bakterie), ale iistové podminky aistova stadia buik [3].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 21

3.1.1.1 Bunééna s&na grampozitivnich bakterii

Obr.¢. 3 Burécéna sena grampozitivni bakterig3/

U grampozitivnich bakterii je b&dna stna tvdena silnou vrstvou peptidoglykanu, kterou
pronikaji linearnirettzce teikoovych kyselin spojené s cytoplazmatickamiranou [3].
Praw na vrst¢ peptidoglykanu zavisi tuhost hbitmé sény, kter& musi vzdorovat
osmotickému tlaku [22]. Z&kladem teikoovych kysesou ve vod rozpustné linearni
polymery glycerolfosfatu nebo ribitolfosfatu s gbgdicky vazanymi cukry23]. Teikoova
kyselina tvdi vice nez 50 % suché hmotnosti Beémych sén nekterych druli [24]. Je
vazana kovalentni vazbou na muramovou kysdl28). Muramova gi pIni funkci ogrné
jiné latky, rozdilné u grampozitivnich a u gramnegdch bakterii [9]. Funkce teikoovych
kyselin neni dote znama, ale nepodileji se na pevnosticté sény. [23]. U mnohych
grampozitivnich bakterii prostupuje teikoova kyselaz na povrch beh, kde je sloZzkou
specifickych receptorovych mist pro bakteriofagly [#jich hlavni dlohou jeigjmé vazba
kationti (teikoové kyseliny jsou negati¥mabité polymery), zejména dvojmocnych {Ga
Mg®"), které jsou nepostradatelné pro integriténgti membrany[23]. Predevsim
hoicikove ionty jsou dlezité pro integritu membrany a pro aktivitu mnohambranovych

enzymi [25].

Krome¢ peptidoglykanu a teikoové kyseliny se v B&mé séné nachazi i mnoho jinych
makromolekul, nap (lipo-)polysacharidy, (lipo-)proteiny, enzymy djla peptidoglykan
jsou krong teikoové kyseliny vazany polysacharidy sloZzendukagy, galaktézy, manozy
a dalSich monosachaiid SloZzeni je specifické pro jednotlivé skupiny leakt a je

zodpowdné za antigenni vlastnosti jednotlivych skupintbak[23].
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VétSina tchto makromolekul obsahuje nabité karboxylove, &wsfé nebo aminove
skupiny. Ritomnost &chto aniontovych nebo kationtovych skupin udavétdrani sténé
amfoterni charakter, tzn. Ze v zavislosti na pitZenmit mikroorganismus kladny, zaporny
nebo nulovy povrchovy nabf22].

Bunécna stna grampozitivnich bakterii neobsahuje lipidy. Wy ¢ini mykobakterie,
korynebakterie¢i nokardie, které mohou obsahovat mnoho lipia voski vazanych
esterovymi vazbami na peptidoglykan. Grampozitivakterie také neobsahuiji bilkoviny,
vyjimkou jsou streptokoky. Bilkoviny tdd souvislou, kovalenth vdzanou vrstvu na
povrchu stny, uctlujici bakterii specifické antigenni vlastnosti. dtreptokok je mezi
peptidoglykanovou a povrchovou bilkovinnou vrstye&g jedna vrstva polysacharidova.
Polysacharidova a bilkovinna vrstva jgkdy povazovana jiz za dal&st obalu bakterialni

bunky, za pouzdro, a pro svoji tenkost nazyvana mikcaualro[25].

Teichoic acid

Wall associated
protein

Lipoteichoic
acid

Cytoplasmic
membrane

Obr. 4. Burcna stna grampozitivni bakterigt3/

3.1.2 Fyzikalni a chemicka charakteristika bakterii

Dusledkem metabolismu mikroorganigraktivre uvoliuji protony, organické kyseliny a
anorganicky uhlik do jejich bezpréstiniho okoli. Mikroorganismy pasignnterreaguji s
jejich vodnym prosedim [27]. Pouzdro, bu&na stna a cytoplazmaticka membrana

zaji¥’uji kontakt butky s vrejSim prostedim[26)].
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Nekteré vlastnosti, které &uji vyZivu a energetické pochody kil souvisi s povrchem
téchto struktur. Mezi tyto vlastnosti gagpovrchove nagti, elektricky ndboj, osmotické
vlastnosti a acidorezistence. PovrcttSiny bakterii je hydrofilni, coz je z#pinéno
piitomnosti polarnich skupin (hydroxyly, karboxylyniao- a keto-) majici silnou afinitu
k vock. Hydrofobni, nepolarni skupiny methylu jsou chaeailstické pro acidorezistentni
bakterie. DleZitou vlastnosti bakterii je specificky povrch, pomér plochy k objemu.
Povrchové jevy jsou charakterizovany povrchovymétiap To je sila, ktera je piabna
k vytvoreni nového povrchu jednotky plochy za konstantnploty a nagtim
mezivrstevnym. Povrchové ngpse &astni i rustu, dleni burgk, zmenach permeability
(ti. propustnosti) a tvokbkolonii. Tento pojem se pouziva v souvislosti asfiedim na
rozhrani kapalina—plyn. fRlavkem smé&del nebo povrch@vaktivnich latek (saponiny,
mydla) se snizi povrchové ndp Se stoupajici teplotou povrchové #aklesa. Naproti
tomu anorganické soli zvySuji toto rip(vyjimku predstavuji HCI, NHOH a HNQ).
Mezivrstevné nafii se uplatuje na rozhrani kapalina—kapalina nebo kapalina-tatka.
Stim souvisi fagocyt6za, kterd je vydwvana jako jev mezivrstevného rbp a
sm&ivosti pevnych povrain Bakterie zde vystupuje jako pevédstice, po jejimz povrchu
se §fi viskozni plazma fagocytu. Vyznamnou vlastnosthrani dvou fazi je adsorpce, tj.
hromadni latky na styku dvou fazi, z nichZ jedna je tuBdsorpce niZze byt fyzikalni

s

z&kladt chemickych vazeb a gi26).

3.1.3 Elektricky naboj

Povrchy bugk se skladaji ziizné nabitych polymar a ve étSin¢ pripadi maji zaporny
naboj @i fyziologickém pH. SlozZeni polymérna povrchu biiky je ovlivién prevazre
buréénymi druhy a dalSimi ¢kolika faktory, jako fistovymi fazemi a podminkamistu
[27]. VSechny bakterialni biky maji tedy za normalnich podminek zaporny n§b§j. To
znamena, ze se v elektrickém poli pohybuji k &nfb]. Bylo prokazano, Ze hustotu
naboje v bakterialni &b¢ silné ovliviuje jeji tlou$ka [22]. V bakterialni bu&iné stné
dominuji aniontové (karboxylové, fosfatové) skupimad kationtovymi (aminovymi)
skupinami. To je v souladu se z§8tm, Ze ¥tSina bakterialnich bwk ma izoelektricky
bod pod pH 4. To znamend, Zé&t8ma bakterii je zapoénnabita pi fyziologickém pH

[22]. Tento ndboj je kompenzovan v pr¥atk protiionty, které prostupuji do&ty burek,
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a v mensi nie stejr nabitymi ionty, které jsou z baéné stny vypuzovany29]. Protiiont
(v odborné literatte nazyvan jako counterion) je ion s nabojem¢apho znaménka nez
znaménko naboje viiiti vrstvy elektrické dvojvrstvy30]. Mira vrejSi elektronegativity
ovliviuje celkovou bu&nou povrchovou polaritu aie byt stanovena na zaktadeta
potencialu[31]. Zeta potencial je elektricky potencial mezifaz@féry mezi bakterialnim
povrichem a vodnym prdsdim. Zeta potencial Ize stanovit éfenim bucné
elektroforetické pohyblivosti v elektrickém poli31]. MuaZzeme také&ici, Ze povrchovy
ndboj mikroorganisiin je disledkem ionizace povrchovych skupin molekul &une
membrany (tj. disociace a protonace kyselych ackgizh skupin povrchovych molekul).
Druhy faktor, ktery se podili na vzniku povrchovét@boje, je adsorpce i@gngz okolniho

roztoku[29].

Tab. 1. Pehled ionizovatelnych skupin povrchovych molekuhdmné sény [74]

Rakce Molekula pka
-COOH ~ -COO + H' polysacharid 2,8
-COOH «~ -COO + H' protein, peptidoglykan 4,0-5,0

-NH3" & -NH, + H' protein, peptidoglykan 9,0-9,8
-HPQ, = -PQy + H' teichoové kyseliny 2,1
-H,POy = -HPQy + H' fosfolipidy 2,1
-HPQ, - -PQ” + H' fosfolipidy 7.2

3.1.4 Meziatomarni interakce

Ve strukturach Zivych organisma pi vSech biologickych &ich se uplatuji interakce.
[32]. Nevazebné interakce, nebo také slabé vazby, mmajioradnou roli v djich jako
stabilizace prostorové struktury biopolyraginterakce nejrznéjSich molekul (enzym-—
substrat, enzym-—efektor, receptor—hormon, antigerniftka apod.),  vzniku a
stabilizaci nadmolekulovych struktur (bilkoviny gakterni strukturou, multienzymové
jednotky, nukleoproteiny, lipoproteiny, biologickéembrany, cytoskelet, viry aj. Pasem
zejména elektrostatické interakce, vodikové vazbgn der Waalsovy interakce a
hydrofobni interakcg30]. Tyto interakce jsou dominantni na kratké vzdastina jsou

zavislé na vlastnostech povrchu.
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Diky kombinaci fiznych tym i poctu nekovalentnich interakci tthe vysledna energie
vazby nabyvat iznych hodnot, od vazeb slabych az po vazby veldmésienergii

odpovidajici vazbam kovalentniid2].

3.1.4.1 Elektrostatické interakce

Elektrostatické interakce jsodif@azlivé (atraktivni) nebo odpudivé nekovalentriienakce
nabofi nebo permanentnich digdl30]. Ridi se Coulombovym zékonem, proto jézame
nazyvat také interakce Coulombick84]. Jejich energie zavisi na velikosti nab@
permitivit¢ prostedi[30]. Elektrostatické interakce jsou pdme silné a delSiho dosahu ve
srovnani s ostatnimi nekovalentnimi interakcgsd]. Hraji vyznamnou ulohu zejméné p
interakci nukleovych kyselin, které nesatil fgziologickém pH zaporny naboj, s basickymi
proteiny, ale i fi vazke nabitych substrétdo vazebného mista enzyrdiupti interakcich
nabitych polarnich hlavic fosfolipid Energeticky vyhodna elektrostaticka interakce
nabitych skupin (nap postrannichfettzca aminokyselin Glu, Asp, Lys a Arg) s dipoly
vody je @icinou jejich hydrofilni povahy30]. Elektrostatické interakce mohou hréat hlavni
roli v soudrznosti mikroorganisimk uhlovodikim. Na rozdil od toho, kontaktni Ghekn

povrchovou hydrofobitu bez interference elektrasksgth interakci19].

3.1.4.2 Van der Waalsovy interakce

Van der Waalsovy siliadime mezi slabé interakce, &ali byvaji fazeny jako samostatna
skupina slabych interakci, rozumi se pod timto ieem msobeni dipdl — dipdl, dipol—
indukovany dipdl a disperzni silg5]. Zakladem van der Walsovych interakci je vzajemné
ovliviiovani elektronovych obld@k dvou polarnich (nebo nepolarnich) skupin atom
Vychylené elektrony kolisaji okolo rovnovazné polpkimz osciluji i vzniklé dipdly.
Dipdly se vzajemé pritahuji v mistech, kde maji ofr@é nabojd36]. Van der Waalsovy
interakce jsou zodp@dné za strukturu biomolekul (namilkovin ¢i DNA), za strukturu
komplexi enzym—substrat, ale také zaighod latek biologickou membranou. Naprosto
klicovou ulohu vSak tyto interakce hraji v jednom zvgepammrjSich proces v zive

buice — procesu rozpozndidi7].
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3.1.4.3 Hydrofobni interakce

Zvlastnim pipadem slabych vazebnych interakci jsou interakcedfiobni. Tyto interakce
se projevuji v nepolarnicastech molekul ve vodném priedi, které maji tendenci se
navzajem spojovat, a tim zmenSovat kontakt s pwtarmrmolekulami vody [35].
Hydrofobni interakce vedou ke shlukovani nepoldrr@minokyselinovych zbytk tak aby
byl minimalizovan jejich kontakt s vodou. Molekulyody okolo nepolarni molekuly
nemohou mezi sebou tiibvodikové mistky tolika zmisoby jako v kapalné veédcimz
snizuji entropii roztok38]. Hydrofobni interakce jsou rozhodujicim prvkembgtaace
trojrozmerné struktury globularnich bilkovin, ale i diheliX@NA a biologickych membran

[39]. V reakcich antigeha protilatek pdat hydrofobni interakce k nejvyznarjgim [40].
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Obr. 5. Hydrofobni interakc86/

3.1.4.4 Vodikové vazby

Vodikova vazba je nejsiéjsi a také nejfznejsi typ nekovaletnich interakci. Vznika u
vétSiny slowenin, které obsahuji atom vodiku kovalent@zan na atom fluoru, kysliku a
dusiku, tj. na atomy pniko vysoké elektronegativit obsahujici volny elektronovy par
[35]. Vodikova vazba je né&stji typu X.H---Y, kde X a Y jsou elektronegativni atomy
(X=F, O, N, alei C) aY navic obsahuje volné#ienové pary. Kroravodikovych vazeb
O.H---O, N.H---0O, F.H - -F, zname také vazby, kde protonovym akceptorem jsou
systémy s delokalizovanymi elektrony [41]. VodikoxsZby maji velky vyznam pro

fungovani biopolymér (nagr. vysledna struktura protainNK) [36].
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3.1 Hydrofobicita

Pojem hydrofobicita je vSeobetspjata s molekulou nebstici, kterd odpuzuje vodu,
nema naboj, je nepolarni, neschopné&itwodikové vazby nebo ma nizkou povrchovou
energii [42]. Hmoty, které jsou hydrofobni, maji lmanebo Zadnou tendenci absorbovat
vodu. Dilezitym faktorem v adherenci a nasledném rozmnaziowdikroorganism na
pevnych povrSich je hydrofobicita biimych povrcli. Na hydrofobni vliastnosti maji vliv
podminky, jako jsou nd&jklad rist, pH a teplota [44]. U tzv. amfipatickych molekkileré
obsahuji hydrofobni a hydrofilnfasti, dochazi k tomu, Ze se hydrofoldasti shlukuji

a vytv&eji micely, obklopené hydrofilnimi skupinami, ktesévodou interaguji ochain
Hydrofobicitu molekul Ize kvantifikovat gtenim rozdlovacich koeficient latek mezi
vodu a s ni nemisitelné rozpatdib, nefastji 1-oktanol [39]. Chovani bakterii migého
kvaSeni je zavislé na meziploSnych procesech, a itima fyzikalre-chemickych
vlastnostech povrchu béikh U mnoha druti laktobaciti je S-protein, ktery je umist

VvV nejzevigjsi vrstw burs¢né sény a podili se na adhezi. Je slozen z glykoproteieni
znamo, zda pouze rozdily v iontové sile mohou isak znény hydrofobity bugéného
povrchu, nebo zda blizkost hydrofilniho nebo hydbofiho povrchu rize vyvolat tyto
zmeny také. Podle vyzkutnH. J. Busscheraykazovaly kmeny laktobadilvyssi péatesni

rychlost usazovani na hydrofobni substratynfzké iontové sile [45].

3.1.1 Mikrobialni adheze k rozpous&diu

Metoda mikrobialni adheze k rozpotditl byla inspirovana metodou MATH (mikrobiélni
adheze k uhlovodiim) [46]. Hydrofobita kmet je hodnocena mikrobialnifipnavosti

k rozpoustdlu. To spdgiva v hodnoceni buné afinity k nepolarnimu rozpouwsiu
(hexadekanu) [47]. V testu MATS se mikrobialni @&npovaZzuje za vysledek souhrnu
elektrostatickych, van der Waalsovych a acidobgricknterakci. V pipact negitomnosti
elektrostatickych interakci #ie byt rozdil pozorovany v mikrobialni adheze k
monopolarnimu a polarnimu rozpotditi pripisovan giznivym nebo nefpznivym
acidobasickym interakcim. i2nivé interakce jsou vyjddny prostednictvim zvySené

mikrobialni afinity k monopolarnimu rozpoddtu a naopak [46].
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3.1.2 Mikrobialni adheze k uhlovodikim

Test mikrobialni filnavosti k uhlovodikm (MATH) byl vyvinut gled vice nez 25 lety M.
Rosenbergem, pro stanoveni mikrobialni dime povrchové hydrofobity. Test byl
kritizovan v disledku zanedbani kinetickych efé8]. Kineticky MATH test popsal H.

C. van der Mei [49]. ZkouSka se stakZbou metodou pro hodnoceni bakterialni adheze na
uhlovodikové faze [19]. ZkouSka je zaloZzena na ¢endrekterych bakterii adherovat na
povrchy kapek kapalnych uhlovodikehem kratké doby michani. Bakterialni suspenze je
promyta a nasle@promichana viftomnosti testovaciho uhlovodiku. Nasleduje semarac
fazi, kterd umoiuje vystoupeni olejovitych kapek pokrytychriami. Velikost adherence

je stanovena z poklesu hiné hustoty ve spodni vodné fazi [47]. V procesurabidlni
adheze jsou zapojeny jednak sily van der Waalselektrostatické a interakce s kratkym
rozsahem [49]. Protozeétdina mikroorganisiin je negativé nabitd pi pH 7, coz
signalizuje, Ze fitazlivé van der Waalsovy sily mezi uhlovodiky akrobrganismy musi

piekonat odpudivé elektrostatické interakce v zajmsedeni povrchu uhlovodiK50].

Kmeny, které doke Ipi na uhlovodiku, jsou povazovany za ,hydrof6lanty kmeny, které
se drzi Spaty za ,hydrofilni. Adhezi k hydrofobnim substiédh ovliviuje nap. pH,

iontova sila, teplota, stiéburzk, ristové médium pro hitky a doba michani [50].

Procenta adheze k uhlovodiku Ize v§ipat podle vzorce:

%adherences (1— :‘Oj 100

kde A = absorbance vodné faze po michanéa &bsorbancegvodni suspenzeied

michanim [48].

3.1.3 Kontaktni ahly

Kontaktni uahly jsou r&eny k zjiSéni povrchové hydrofobicity a k &éeni bakterialni
povrchové smavosti [51]. Metoda sp&iva v naneseni kapky vody narami vytvaeny
film a stanoveni Uhlu mezi povrchem filmu a tangenke kapce v bag kde se setkavaji

faze pevna latka—vzduch [42]. Kontaktni Uhel jestmi hydrofobicit povrchu [52].
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Vztah mezi uhlem sndéni 6 a jednotlivymi mezifazovymi energiemi je dan Yoomgu

rovnici:

y, [€osB =y, -y,

kdey, ays jsou povrchoveé energie kapaliny, pofuhé latky,ys, — mezifazova energie tuha
latka—kapalina. Uhel sni@ni je jednou z mélafjmo nefitelnych vlastnosti fazového
rozhrani pevna latka/kapalina/ply80]. 6 je rovnovazny kontaktni uhel. Mikroorganismy
mohou byt rozéleny do ti kategorii podle klesajiciho kontaktniho Uhlu ryarofobni @
vétsSi nez 90°), mirhhydrofobni § se pohybuje mezi 50-60°) a hydrofili je mensSi nez
40°)[69].

Nekteré povrchy nejsou dokonale rovnéi ¥Whodnocovani kontaktniho uhlu byéhbyt

zohledrén i faktor drsnosti povrchu. Wenzelova a Cassiatwi¢ je ¥tSinou pouzivana

pro korelaci drsnosti povrchdipméreni kontaktniho ahlu na pevném podkigs2].
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Obr. 6. Kapka kapaliny na povrchu pevné 1§69/

Voda v prvnim pipact dokonale smé# materialci vrstvu bakterii, v druhém dod sméi,

ve tretim gipad sm&i Spaté a nakonec povrch nestia

3.2 Adheze mikroorganizsmi

Bakterialni adheze na povrchy ma velmi environmeantéékasky a ptimyslovy vyznam
[53]. Teorie bakterialni adheze jsou na&ty na zaklad dvou fyzikalnich pistupi:

Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekovy teorie a terymického pistupu.
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Mikrobialni adheze k povrchu nebo rozhrantiza byt rkdy vyswtlovana pomoci
Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekovy (DLVO) teorieldidni stability. DLVO teorie
kvantitativre hodnoti celkové volné energie interakce mezikow a povrchem, na zaklkad
elektrické dvojvrstvy a van der Waalsovy uvahyk@li teorie DLVO byly pivodns
vyvinuty pro inertni koloidn€astice, nize byt tato teorie pouzita k kvalitativnimu popsani
mikrobialni adheze [49]. Termodynamickyigiup je zaloZen na tom, Ze nedochazi k
energetickym interakcim na povrcH®4]. Frilnavost mikroorganistin na polymerni
membrany v podstatzavisi na hydrofobnich/hydrofilnich viastnostechoo burkk a
membran. Bylo prokazano, Ze hydrofobni interakceimmeembranou a bikami usnaduji
adhezi mikroorganistn k membranovému povrchu. Bakterialniilpavost na vice
hydrofobni povrch, nap polyethersulfonu nebo polysulfonu, je vySSi nezhydrofilni
celulbzové membranfps]. SloZigjSi je adheze u biologickych systénkdy se pouzivan
termin adherence, ktery je obecnym popisem bakiéaélheze. Bakterie se pevprichyti

k povrchu prosednictvim komplexnich fyzikatichemickych interakci. N&@asgji jsou to

interakce hydrofobni a elektrostatické [51].

Busscher and Weerkamp (1987) navrhli dvoufazovyhaeismus pro bakterialni adhezi.
Sklada se 1z patenich nespecifickych vzajemnych owlievani  zasluhou
makroskopickych vlastnosti povrchu, jako je nabejolna povrchova energie. Nasleduje
specifické vzajemné ovlivovanimi v €&sném piblizeni [53]. Pgateini bakterialni adheze
je doprovazena zénou elektrického potencidlu na povrchuasizdkem toho se e
piedpokladat, Ze zéma elektrického potencialu je v pifenosu naboje mezi bakteriemi a
povrchem. Benos je zavisly na bakteridlnim réipa iontové sile. Zvlast piitomnost
volnych elektrod v substratech fize ovliviovat mechanismy adheze [53]. Bakterialni
adheze je velmi komplikovanym procesem, ktery dulje rada faktoi, véetné nékterych
charakteristik samotnych bakterii, cilovy povrchawmaterial a faktory prostdi. Faktor
ovliviwijici bakteridlni adhezi je n#glad produkce polysachafid To umo#uje
streptokokm prilnout k nejtvrdSim povralm. Z uhlovodik jsou streptokoky schopné
produkovat extracelularni polysacharidy, obzwWapek sachardzy (dextrany, mutany,
levany) [56]. Jeden z hlavnich faktiorovliviiujici bakterialni adhezi je hydrofobicita.
Hydrofobicita je zavisla na druhu, stéakterie a strukiie bakteridlniho povrchib7].
Materialy s hydrofobnimi povrchy preferuji bakterge hydrofobnimi vlastnostmi a

hydrofilni davaji pednost povraiim hydrofilnim[55].
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DalSim faktorem, ktery f¥e ovlivnit bakterialni adhezi, je povrchovy nalagkterie.
Jestlize dojde k ionizaci povrchovych skupin, ziskéSina ¢astic elektricky néaboj ve
vodném roztoku. Naboj povrchdifahuje ionty opaného znaménka v mediu, visledku
¢ehoz vznikd elektrickd dvojvrsty®6]. Sowasti bugené stny grampozitivnich bakterii
je lipoteikoova kyselina, vigledku které jsou butiné stny zaporné a které jsou hlavnim
faktorem zodpovidajicim za hydrofobni charakter&ngho povrchy23]. Lipoteikoové

kyseliny (LTA) jsouantipatické, to znamena, Ze maji nepolarni a pokonec[58].

Lipoteikoové kyseliny jsou obeérslozeny ze dvou hlavnich konstimlich ¢asti - glukdzy
nebo D-alaninu substituovanych polyglycerolfosfat@mlykolipidem. Tato struktura byla
navrzena Fischeremb9]. Pro vazbu teikoovych kyselin k biimym membranam je

nezbytny podil hydrofobnich lipid 60].
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Obr. 7. Vzorec teikoové kyseliny z baktégiedi

Micrococcaceae [75].

P vyrobé mlénych vyrobKi miZze byt adheze mi@ych bakterii na material prvni krok
vedouci k tvorb biofilmu [19]. Biofilmy mohou byt tvéeny umyslg nebo neimyskha
mohou byt bd’ Skodlivé (nap. kontaminace, ztma chuti), nebo progpné[61]. Bylo
prokazano, Zeifinavost mikrobialnich butk zavisi na rovnovaze elektrostatickych a van
der Waalsovych interakci a na hydrofobnim charaktistenych ploch. To ukazuje na

mozny vliv @islusnych zeta potencialu a povrchové hydrofobidi8).
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4 ELEKTROKINETICKE VLASTNOSTI MIKROORGANISM U

Koloidni soustavy jsou ovliovany vigjSim elektrickym polem. Elektrické pole igobuje
pohyb koloidnich ¢astic — elektroforézagi disperzniho prosedi — elektroosmoza.
Souhrni se tyto jevy nazyvaji jako elektrokinetické jevga@uvisi s existenci povrchového

naboje na&asticich. Tento naboj jedfen jako tzv. elektrokineticky (zeta) potencial.

4.1 Elektrokinetické jevy

Jevy, k nimz dochazitppohybu faze s elektrickou dvojvrstvoudy roztoku v disledku
rozdkleni elektrické dvojvrstvy a vzniku elektrokinet@ko potencialu. P&t sem
elektroforéza a elektroosmozdj pichZz je mechanicky pohyb vyvolan elektrickym @i,
dale sedimentai potencial a proudovy potencial — to jsou elekii potencialy, které

vznikaji v disledku mechanického pohypg0].

polyb &astic pohvh kapalné faze

v disperznim prostiedi v kapilarach

mechanicky pohyb . .
v disledkn potenciilnihe rozdilu ELEKTROFOREZA ELEKTROOSMOZA

Elekirokineticke jes

potenciilni rozdil

v diisledku mechanického polybu SEDIMENTACNI POTENCIAL PROUDOVY POTENCIAL

Obr. 8. Elektrokinetické jev#9/

M¢titelné elektrokinetické jevy maji velky vyznam wtudium elektrickych vlastnosti

fazového rozhrani, v prvitdd pro stanoveni hodnot elektrokinetického potendi@g].

4.1.1 Elektrokineticky potencial — zeta potencial

Zeta potencial nebo také elektrokineticky poteng&lnejpouziva&jsSi experimentalni

piistup ke studiu nabitych povntha to prostednictvim elektrokinetickych technik. Zeta
potencial nize poskytovat velmi cenné informace o stridta vlastnostech elektrické
dvojvrstvy [64]. Fricinou pohybu koloidnicleastic v elektrickém poli je elektrokineticky

potencial. Jde o potencialovy rozdil mezi pohyhlivafixovanoutésti iontové atmosféry,
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tj. mezi difuzré rozptylenymi ionty v roztoku a tenkou vrstvou pi@itd, poutanou k
povrchuc¢astice. Pohyb elektricky nabity@astic zavisi na jejich velikosti, tvaru, velikosti

jejich ndboje a na intengzitlozeného elektrickeého polé5|.

Stanoveni zeta potencialu jéleZité @i studiu pongra na hranici fazi. Zeta potencial se da
spojit se stabilitou tuhych matetiiave vodnich systémechiiPelativnim pohybu tuhé faze
s elektrickou dvojvrstvou d&i roztoku se elektrickd dvojvrstva ocitne v oblasti
rychlostniho gradientu. Potencial, ktery vznika meatvou giléhajici k pohybujici se
tuhé fazi a roztokem, se nazyva elektrokinetickfepoial. Znaménko zeta potencialu je
opané nez znaménko iahtvnitini vrstvy elektrické dvojvrstvy. Charakter ny ve

strukture dvojvrstvy je uten:

- vlastnostmi ioni piidanych do roztoku,

- jejich schopnosti vstupovat do struktury pevné féeteo specificky adsorbovat ve
fazovém rozhrani,

- velikosti nabaj.

Velikost zeta potencialu dava informaci o stabifiystému. Kdyz budou métstice nizké
hodnoty zeta potencialu, systém je nestabilniiadpsazeni koagutaiho prahu zéna
koagulace (vyltovani viaek). Absolutni hodnoty zeta potencialétdi nez 30 mV
nazn&uji, Ze je systém stabilni. Elektrokineticky potéhmebyva vyssi nez 0,1 V, je
znané ovliviovan gidavkem elektrolyt, a to i v malych koncentracich. S rostouci
teplotou roste hodnota zeta potencialu, protoZeerivgéenzita tepelného pohybu iéna
zvySuje se tlouka elektrické dvojvrstvy. Zavislosti zeta potenuaiéh teplat je pro kazdy
systém individuélni. Hodnota pH a iontova koncesgrgou dva hlavni faktory, které maji
dopad na elektrostatické vlastnosti a zeta potenaldtychcastici[63, 6. Pri pH rovném
izoelektrickému bodu je zeta potenciél nulovy. 8huzroztoku determinuje hodnotu zeta

potencialu stri§Si a hodnota potencialu nizsi, takze stabilitakdl je nizS[67].
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4.1.1.1 Elektricka dvojvrstva

+

+ = DIFFUSE LAYER
= Gouy-Chapman layer

+ - Zeta Potential
(Streaming potential)

PARTICLE + +*
SURFACE

- STATIONARY LAYER
+ = Stern layer
Nernst Potential

Obr. 9. Model elektrické dvojvrstvy
33/

Elektricka dvojvrstva je utvar sloZeny ze dvou @ganabitych vrstev, ktery se vytkigori
kontaktu nabitého povrchu tuhé latky s roztokemkteddytu. Tzv. vnitni vrstvu tvdi
nabity povrch tuhé latky, k niz jsou elektrostafitk a adsorpnimi silami gitahovany
ionty prevazré opaného znaménka (protiionty), jejichz ndboj neutigkznaboj povrchu —
tzv. vrejSi vrstva. Byly vytvéeny ttizné modely elektrické dvojvrstvy (Helmhaliz
Gouyav-Chapmaliv, Sterriiv) pro popis tohoto uspadani[30].

Sklada se ze dvou podvrstev, a to z ploSné Stermmstyy, kterou tvéi ¢ast protiiond,
vazana na ionty prvni vrstvy adsonimi a elektrostatickymi silami. Tato opp& nabita
vrstva neutralizuje naboj prvé vrstvy zpravidlagencéasténé. Difuzni neboli Gouyho
vrstvy, cozZ je iontova atmosféra tema pohyblivymi protiionty a ionty pochazejicimi
z ostatnich elektrolyt pititomnych v disperznim prasdi. Je rozlozena v prostoru a jeji
struktura je dana rovnovahou mezi elektrostatickgitaimi a tepelnym pohybem idgntJe-

li povrch nabit klad®, nese Steinova vrstva zaporny naboj. Gouyho vrgvaotom
utvaena tak, Zze wbné blizkosti Steinovy vrstvy je koncentrace afioejwtSi a obsah
kationi minimalni, ale sfrem do elektroneutralni objemové faze s& &bncentrace
postupr vyrovnavaiji.

Cista lokalni hustota elektrického néaboje je paMizkosti povrchu zaporna a s rostouci

s s

vzdalenosti od povrchu se blizi nule. Celkovy zaparaboj druhé vrstvy je dan sdem
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naboji Steinovy a difuzni vrstvy a je az na znameénko mokiadnému naboji prvé vrstvy
[68].

4.1.1.2 Modely elektrické dvojvrstvy

Kazdy z navrzenych modeke iblizuje skuténosti do uéité miry. Jejich ¥rohodnost je
posuzovana podle toho, jak dalece jsou matematiatahy a kvalitativni zary z

modelové pedstavy vyplyvajici ve shéds experimentalnimi faky69].

4.1.1.2.1 Helmholtaiv model elektrické dvojvrstvy

Prvni teoretické fedstavy o stavbelektrické dvojvrstvy zformuloval r. 1879 Helmhnlt
ktery si dvojvrstvy pedstavoval jako dvvrstvy naboj opa&ného znameénka, rovnanme
rozdélenych po povrchu. Vzdalenost meziéaia vrstvami je fiblizné takovehoradu jako
pramér molekuly vody, coz dovoluje fpovnat elektrickou dvojvrstvu k deskovému
chladii. Pokles potencialu na rozhrani kov/roztok je kot&&m gipact linearni a naboj

elektrody Ize vypéitat podle vzorce pro deskovy kondenzator.

4

£
=Cg¢="°
q=C¢=

kde C=j je kapacita plosné (povrchove) jednotky deskovédoadenzatoru.e je

permitivita prostedi mezi deskami kondenzatoru, d je vzdalenost rdegzkami. Pro

povrchové nagti podle Lippmannovy rovnice plati
y=-[adp=-] £ @l
d

£
=konst—-—
y quf

konst. =ymax
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Ze vzorce pro povrchové n&p podle Helmholtzovy teorie vyplyva, Ze elektrokami
kiivka by nEla mit v prvnim piblizeni tvar pevracené symetrické paraboly, coZz naoko
odpovida experimentu. Ukazalo se, Ze Helmholtzewsi¢ elektrické dvojvrstvy ma cely

radu nedostatk
Rovnice pro kapacitu deskového kondenzétﬁ?rl;j predpoklada konstantni kapacitu

dvojvrstvy, naproti tomu experimenty&léi o zavislosti kapacity dvojvrstvy k potencialu
elektrody, tj. C = C ). HelmholtZiv model nevys#tluje elektrokinetické jevy. Uvedené
nedostatky souviseji fpdevsim stim, Ze Helmholtzova teorie brala v Gvatuuze

elektrostatické sily a ignorovala tepelny pohyhtidiQ].

& elmholtzova vrstva
*~pohybové

V’;

rozhrani

Obr. 10. Helmholtizv model/69/

4.1.1.2.2 Gouyiv-Chapmaiv model elektrické dvojvrstvy
Teorii elektrické dvojvrstvy dale rozvinuli Gouyq10) a nezavisle Chapman (1913).

Gouyho-Chapmanova teorie difuzni vrstvy se zabyldgsem potencialu v difuzni vrstv
jejiz naboj je nestejnoémé, ale plynuje rozloZzen v prostoru. Jejiatei vychazeli
z Poissonovy elektrostatické rovnice a z Boltzmawanzakona pro koncentraci idnt

v elektrickém poli.

Koncentrace iorit ve vrejSi vrstw plynule klesa se vzdalenosti od nabitého povr&tav
této vrstvy je dan rovnovahou mezi elektrostatickgitami a tepelnym pohybem iantZa

piedpokladu, Ze ionty jsou elektricky nabité body bkstnich rozrért, vypracovali Gouy
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(1910) a Chapman (1913) matematickou teorii, kpendisuje Ubytek potencialu a hustoty
naboje v zavislosti na vzdalenosti od povrchu. Bmsnu potencidllv se vzdalenosti od

povrchux plyne z jejich teorie vztah:

V =V, exg-x/1)

1/2
| :{gr (£, Ky EI'J _ konst

- o2
|

Gouyova a Chapmanova teorie kvalitativni spgavyklada mnoh& experimentalni fakta.
Pti kvantitativnim porovnani experimentalnich vyslédkteoretickymi vypéty se ukazala
omezena platnost této teorie, coz jeslddek jejich nedostaltk Gouyova a Chapmanova
teorie povazuje ionty za bodové naboje, které sdamonekonéné blizko giblizit k

elektrod.

Gouyova a Chapmanova teorie newhyje specifickou adsorpci iofita jevy s tim
souvisejici. B silné specifické adsorpci ialnimize celkovy naboj naadsorbovanych font
piekratit naboj elektrody, tehdy dojde k tzvighiti, tj. ke zminé znaménka naboje
elektrody. Pebiti také pat do oblasti elektrokinetickych jévelektroforéza), kdyz micela
vlivem opa&né nabitych iontt méni smér pohybu v elektrickém poli. Uvedené nedostatky
Gouy a Chapmanovy teorie si vyzadaly vypracovaniénteorie elektrické dvojvrstvy,

ktera brala v Gvahu i vlastni roZny ionti a specifickou adsorp{69,7(Q.
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»~pohvbové rozhrani

Obr. 11. Gouy-Chapman model
(697

4.1.1.2.3 Sterriv model elektrické dvojvrstvy

Nedostatkem Gouyovy a Chapmanovy teorie bylo, atyipovaZzovala za bodové naboje,
které se mizou nekoneén¢ blizko @iblizit k elektrodt. Sterriv model naznéuje, Ze vijSi
vrstva elektrické dvojvrstvy se skladassre priléhajici ploSné vrstvy (tzv. Sternovy
vrstvy). Sternova vrstva, ktera je fema ionty vazanymi k vriii vrstw prevazr
adsorgnimi silami o ploSné hustbhabojesy, kterd je zpravidla mensi nez ploSny naboj
vnitini vrstvyoy, a z difuzni vrstvy, tviené ionty vazanymi elektrostatickymi silami (tato
cast vrgjSi vrstvy byva ozngvana jako Gouyova-Chapmanova vrstva), které nejia
zbytek naboje vnihi vrstvy. Potencial dvojvrstvy klesa nejprve praishi@ hodnotu
potencialu Sternovy vrstvy a pak pozvolna k nute. Bavislost poréru ndbog ve vrejsi a
vnitini ploSné vrst¥ na iontoveé sile roztokiuodvodil Stern za zjednodusSujicich

predpoklad vztah k je konstanta).

Lo _ At

o, k+-/I

Popis elektrické dvojvrstvy timto modelem nejlégpavida experimentu, zvI&3pri
strednich koncentracich elektrait69,7q.
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Q‘Stcmova vrstva
»~pohybové rozhrani

Y

Obr. 12. Sterfiv model elektrické
dvojvrstvy/69/

4.1.2 Elektroforéza

Elektroforéza je pohylsastic s elektrickou dvojvrstvou v kapalném predf na zaklatl
vngjSiho elektrického polg71]. Rozdlenim elektrické dvojvrstvy obklopujictastici
ziskavéacastice s filéhajici vrstvou ndboj a v elektrickém poli se pobje k gislusné
elektrod. Zbytek difuzni vrstvy putuje k elektrédopaného znaménka. Kapilarni
elektroforézou se dnes ozmige separéni metoda vyuZzivajici pohyb nabity¢hstic, & uz
malych ionfi, ¢i makromolekul (proteit, fragment DNA) v elektrickém poli, a to hil
piimo ve volném roztoku elektrolytu, nebo &akém nosném médiu, nidklad gelu. Je-li
elektrolytem nebo médiem napima kapilarajika se metotlkapilarni elektroforéza. Podle
zpisobu separace se&ldna kapilarni zénovou elektroforézu, kapilarnétechoforézu a
dalsi[72].

Elektroforetické metody se tedy pouzivaji k sepidétek nesouci elektricky naboj (ionty).
Nositeli elektrického ndboje jsou mimo jiné amfglyhag. aminokyseliny). Ty ziskévaji
naboj (kladny nebo zaporny) visledku jejich vnitni disociace. Naboj aminokyselin
ovliviiuje hodnota pH. i vysokém pH doch&zi k ionizaci kyselych skupitaatice maji
naboj zaporny. # nizkém pH ionizuji naopak zasadité skupiny a pabolekuly je pak
kladny. V ukité oblasti pH dochazi @&¢hto latek k disociaci stejného ¢io jak kyselych,

tak i zasaditych skupin a celkovy naboj molekulypgk nulovy. Tato hodnota pH se
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nazyva izoelektricky bod pl a je charakteristickkonstantou pro kazdy amfolyt.
Aminokyseliny jsou stavebnimi jednotkami bilkovia, proto se bilkoviny chovaji jako
amfolyt. Bilkoviny jsou makromolekuly koloidni polg a elektroforéza s&asto vyuziva k

déleni €chto latek 65].

Elektroosmozu lze ovlivnit sloZzenim roztoku, zejradutidavky nepatrnych koncentraci
povrchow aktivnich latek (tenzii), které pokryji vnitni povrch kapilary a zemi rychlost,
popipadt i smér toku. Elektroosmoticky tok sam o sohnalyzované ionty net, pouze
cerpa roztok elektrolytu z jedné nadobky do druhéekioforéza jecasto vyuzivana
v Iékarstvi i ve vyzkumu (analyza ac¢léni sngsi bilkovin, charakterizace poviich

organiznt jako bakterie, viry apod.).

4.1.3 Elektroosmoéza

Elektroosmo6za je pohyb kapaliny v kapilarach (poféla hmotéach), jejichz &y jsou
pokryty elektrickou dvojvrstvou, vyvolany rozdileetektrickych potencidél mezi ogma

konci kapilar. Mnozstvi elektrokinetickygvedené kapaliny:

_‘gr |}‘Ol-_‘fl:I
n Lk

\Y

Kde je C-potencial, V nantiena pititokova rychlost,| proud prochazejiciho mezi
elektrodami,x konduktivita kapalinyn viskozita kapaliny. Elektroosméza se vyuzivé p
studiu elektrickych vlastnosti fazoveho rozhrardyaiovani poréznich a praskovitych

hmot (nap. kaolinu), vysuSovani vihkého zdiya9].

4.1.4 Sediment&ni potencial

MuZeme nazyvat také Dam potencial. Sedimentai potencial je elektricky potencial,
ktery vznika pi jednosmérném pohybu nabitych disperznickéstic s elektrickou

dvojvrstvou v disperznim prdsdi, vyvolaném mechanickou silou. Zavislost
sedimenténiho potencialu zavisi na:

- vySkovém rozdilu

- rozmgru a koncentraaiastic
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- rozdilu hustotastic a disperzniho prasti
- viskozit prostedi
- permitivit¢ systému

- konduktivitt systémy69].

sedimentujici
/disperze
P\
potencial

sedimenta

Obr. 13. Sedimentai
potencial/69/

4.1.5 Proudovy potencial

Proudovy potencial Ize také oziitajako potencial prouthi. Potencialni rozdil, ktery se
ustavi mezi konci porézniigpazky (kapilary nebo soustavy kapilar), jestliZzepdzkou
protéka fmsobenim tlaku izdiny roztok elektrolytu. Vznik proudového potencigdujev

inverzni k elektroosmoze. Velikost potencialnibadiluU, je dana vztahem:

— gr Izt‘0 E‘Emp

)
p ,7[](

kde Ap je rozdil tlaki vyvolavajici proudni kapaliny,{ - elektrokineticky potencial -
konduktivita ay - viskozita kapalinyg, - relativni permitivita kapalinys, - permitivita

vakua.
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Proudovy potencial vznikd nappii protékani pirodnich vod zemskoutikou nebo u
vétSich vodopaidl, dale se s nim setkdvame v medicpiti proudni krve v kapilarach

organisni [30].
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5 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo studium a popis povrglobva elektrokinetickych viastnosti
kmenu bakteri&treptococcus thermophilus a Lactobacilluggaricus,které se hojé
vyuzivaji v mlékarenském pmyslu.

Pro studium a nalezity popigchto vlastnosti byly vybrany nasledujici metodgré&tjsou
pro tento del pouZzity i v dostupné literate tykajici se pedntného studia. Mezi tyto
metody pat predevsim test adheze na polystyren, metody MATH & BlA dale réfeni

elektrokinetického (zeta) potencialu.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Pouzité mikroorganismy

V experimentélnéasti této prace byl pouzit kmen CCDM 8&eptococcus thermophilas

kmen CCDM 233 _actobacillusbulgaricus.

6.2 Chemikalie

Pouzité chemikalie byly dodany firmou Sigma-Aldriehbyly pouzity jiz bez dalSiho
pieciSténi, a to zejména zidodu, Ze jejichcistota byla pordrné vysoka, uzfisobena
narokim pro podobny typ experiment Deionizovand voda pouzitA ve vSech
experimentech byla vlastni produkce.¢t upotebenych chemikalii pro dané metody je

piehledr uveden nize.

MATS test:

Chloroform

Hexadekan

Ethylether

Hexan

Fosfatovy pufr

Zeta potencial:

KCI, KOH, HCI

MATH test:

PUM (22,2 g/l kHPO,-3H,0; 7,26 g/l KBPOy; 1,8 g/l HNCONH,; 0,2 g/,
MgSOy- 7H,0)

PBS (0,98 g/l KHPO,-3H,0; 0,68 g/l KHPOy; 8.77 g/l NaCl)

KPi (0,98 g/l KHPOy-:3HO; 0.68 g/l KHPOy)

Toluen
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Prilnavost k polystyrenu:

Fosfatovy pufr

KOH

HaPO

6.3 Pristroje a pomicky

UV-VIS Spektrometr Thermo Helios Alfa

Pristroj Malvern Zetasizer 3000 HSA prasfani zeta potencialu
Inverzni mikroskop Olympus

Digitalni fotoaparat Olympus

Vortexové michadlo, autoklav, inkubvd komora, pH metr, a dalSi, zejména #ploni

pomicky.

6.4 Metody

6.4.1 Kaultivace bakterialnich bunék

6.4.1.1 Kultiva éni pady

Bujon M17 pro kultivaci bakteri§treptococcus thermophilus

M17 3,739
10% roztok glukézy 1ml
10% roztok laktozy 5 ml

voda 95 ml
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Priprava bujonu:

Bylo navazeno 3,73 gipy M17 a rozpug&no v 95 ml vody. Sterilace prébla v autoklavu
pii 121°C po dobu 15 minut. Poté byléigano 5 ml 10% sterilniho roztoku glukézy a 1 mli
10% sterilniho roztoku laktézy. Taktdipraveny bujon byl rozlit do zkumavek. Pomoci
IZicky se asepticky vnesly lyofilizované kultury do mkavky. Bakterialni kultury byly
ponechany 24-48 hodin v termostatutpplot 37 °C.

Bujon MRS pro kultivaci bakterieactobacillusbulgaricus

MRS 552 g
voda 100 ml

Priprava bujonu:

Bylo navazeno 5,52 gigdy MRS a rozpugho ve 100 ml vody. Sterilace préitla v
autoklavu pi 121°C po dobu 15 minut. Taktd@ipraveny bujon byl rozlit do zkumavek.
Pomoci I1ZEky se asepticky vnesly lyofilizované kultury do kavky. Bakterialni kultury
byly ponechany 24-48 hodin v termostatiteplot 37 °C.

6.4.2 Prilnavost na polystyren

Test je zaloZzen nai@dpokladu korekce mezi hydrofobnimitiami a polystyrenem.
Burky byly promyty vodou a centrifugovany (1700 ot#miTento postup byl proveden 2x
po sokk. Nasled® byla znérena absorbanceipinové délce odpovidajici hodrdb70 nm.

A = 1,0. Po této operaci 1 ml bakterialni suspepiiepH 3,0; 5,0; 7,0; 9,0 nalijeme
doprosted Petriho misky a ponechame po dobu 24 hodin.eléspiebyte&nou bugénou
suspenzi oddlime a vzorek dokonale oplachneme pomoci deioniz&@wody umisiné

v kadince o objemu 2 litry, kde je dostaié mnozstvi deionizované vody. Timto
postupem od&lime mikroorganismy, které na povrchu nejsou vazdéeygimolekulovymi
silami, ale na povrch se dostaly pouze sedimentdmiri¢né suspenzi. Hodnotu pH
meéiime pH metrem a upravujemerigapavanim hydroxidu sodného nebo kyseliny

fosforgné.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 48

6.4.3 Mikrobialni adheze k rozpous&€diu (MATS)

Technika je zaloZena na mikrobiélni aftnk monopolarnimu a polarnimu rozpaotdiu.
Monopolarni rozpoustlo mize byt kyselé (akceptor elektignnebo zasadité (donor
elektroni). Oke rozpou&dla musi mit podobné povrchoveé sdLifshitz-van der Waals
komponenty). Jako rozpowsto se pouzivaji pary chloroform (akceptor elekifom
hexadekan, dale ethylether (elektronovy darce) xarmeVysledky jsou uvedeny jako

procenta z vazanych bk

%Adheze=1- A/ A,

kde u A a A je nefena opticka hustotaips70 nm vodné mikrobialni suspenzieg a po
promichani. Hydrofobita je definovana jako Bémé adheze na hexadekan. Elektronovy
donor (EDC) se ziska b&mou gilnavosti k chloroformu, od kterého je dtiena
prilnavost k hexadekanu. Elektronovy akceptor (EAEYyjaden jako pilnavost buiky k
ethyletheru minus buina g@ilnavost k hexanu. Narostené bakterialnkpuv bujonu byly
promyty vodou, vortexovany a centrifugovang p700 ot./min. Provedené experimenty

byly triplikovany a vysledna hodnota je aritmetiokyprimérem nandtenych hodnot.

Bakterialni buky byly resuspendovany v 1 ml fosfatového pufrulk0, pH 7). Nasled#
byla zntifena opticka hustotafip570 nm. Tato bakterialni suspenze (3,6 ml) byla
vortexovana (1500 ot./min) 50 sekund s 0,6 ml ro3gdla — doSlo ke spojeni fazi. Po 10

minutach se faze rozfily.

6.4.4 Mikrobialni adheze k uhlovodikim (MATH)

ZkouSka je zaloZena na tendenékterych bakterii adherovathem kratké doby michani
na povrchy kapek kapalnych uhlovodikBakterialni beiky narostené v bujonu byly
promyty vodou, vortexovany a centrifugovaniy p700 ot./min. Na tomto mistje treba
piipomenout, Ze metoda MATH je pouZivana standardimavpo dobu vice nez 25 let a

tvori stabilni invent&pro popis povrchovych vlastnosti mikrobialnichtépsi.
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Po oddleni vody byly buiky resuspendovany v pufru (PUM, PBS, KPi). Nastebgla

zmetena vinova délka bakterialni suspenze, kterd odidovddnat Ay

Tato bakterialni suspenze (4 ml) byla po dobu kisé promichana vifiomnosti toluenu
(0,2 ml). Po 10 minutach doslo k ratehi fazi a byla zgen adsorbance vodné faze.
Tento postup byl opakovan v 10 minutovych interghalese vSemi pufry. Vyslednou

hodnotou tohoto &feni je R, coZ je tzv. pdateeni pontr, ktery je odéten ze zavislosti

Iog(A/ A ELOO) proti ¢asu michani, coz bylo postuphO, 20, 30, 40 a 50 s. Tato hodnota

tedy ve svém ikledku udava miru adheze Wlnna uhlovodik pouZity v experimentu.
Jako uhlovodik je zpravidla pouzivan toluen nebaadekan. Nicméh pouziti jinych
uhlovodiki neni vylodeno s ohledem na podobnou polarni povatohto organickych

chemikalii.

6.4.5 Zeta potencial

Princip nefeni zeta potenciélu je zaloZen na tzv. Laser-Doppteelektroforéze (LDE).
LDE je meteni pohybu koloidnickiastic umisinych v elektrickém poli. Mreni se pouziva
pro ugeni znaménka naboje na povrafastic a dale jejich elektroforeticka mobilita, l&er

se vztahuje k povrchovému néboji a zeta potencial.

DalSim efektem vznikajicim diky viozenému elektéoku poli je pohyb kapalinyip
kontaktu se staticky nabitou pevnou fazi. Tentoypoke nazyva elektroosméza a jeho
vyskyt je zpisoben zapomhnabitymi sénami kyvety. Na&sti je zde v kyvet misto, kde
elektroosmoticky tok rozpouftla je nulovy, a proto #fena rychlost ¢astic je
ekektroforeticka rychlost. Toto misto se nazyvaistaarni vrstva. Zde sefiki laserove
paprsky, dochazi k vytvéni interferetinich prouzk, jejichZz poloha a velikost zavisi na
rychlosti ¢astic. Intenzita rozptyleného &la se snima fotonasal@m. MnoZstvi¢astic

v rozptylovém objemu je velké, takZe statistik&remi je velmi dobra.

ZlepSeni systému spiwa v modulaci jednoho paprsku pomoci pohyblivéloadla.
Naméiena data jsou pomoci Fourierovy transformai@vedena na frekvéni spektrum.
Tyto frekvence jsou pakipvedeny na rychlostiastic, elektroforetické mobility a kot

na zeta potencial.
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Prilnavost na polystyren

Pro studium flnavosti na polystyrenu byly pouzity jako substP@trino misky. Tento test
je zalozen na faktu, Ze zavislost mezi hydrofobiciburgk a jejich adheze k polystyrenu je
ve vzajemné souvislosti. Bky byly resuspendovany v 0,1M fosfatovém pufru alphb
ustaleno pomoci roztdkHs;PO, a KOH. Takto pipravené suspenze byly aplikovany do
Petriho misek. VSechny uvedené experimenty bylyopakovany a vysledky dosahovaly
vyrazné shody. Petriho misky pro experiment byljpnee omyty dostatgym mnoZstvim
vody, dale pak roztak kationaktivniho tenzidu a dale neionogenniho wmziPo této
operaci opt doSlo k oplachu dostateym mnozstvim vody a nasledném oplachu v
deionizované va#l Cas pro experimenty spojené s adhezi mikroorgahisyh 24 hodin.
Po této dob byl vzorek definovanym Zisobem oplachnut a ponechan po dobu 2 hodin za
laboratornich podminek, aby doslo k vysuSeni Retmiisky. Nasled& byly Petriho misky

s mikroorganismy podrobeny mikroskopickému studivolené z¥tSeni na mikroskopu,
které nejvice odpovidalo povaze experimentu, bylleno 400x. Vysledné obrazky pro
oba kmeny fi ruiznych pH experimentu pouzitych bakterii jsou uvedpiehledr nize
(obr. 14-21).

Z vyslednych obrazk plyne, Zze proStreptococcus thermophilygo pH 3 nedochazi k
vyrazné adhezi na povrchu polystyrenového subst@nafistem pH se vSak schopnosti
adheze vyrazhzvySuji a pi pH 9 je tento mikroorganismus schopen &mplné pokryt
povrch ngéfeného substratu a dokonce fiva vicevrstvé buicné systémy. Podrobjsi
popis kinetiky tohoto mechanismu e byt vys¥étlen az po konfrontaci s dalSimi

vysledky, zejména s vysledkyeheni zeta potencialu.
Z fotografii odpovidajicich popisu vysleikpro Lactobacillus bulgaricus dochazime
piiblizné k obdobnému popisu, kdy se zvySujicim se pH ros&é adheze

mikroorganisnd.
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Obr. 14. Mikroskopicky snimek adheze kmene Streptas thermophilusippH 3

Obr. 15. Mikroskopicky snimek adheze kmene Streptas thermophilusippH 5



UTB ve Zling, Fakulta technologick&

52

Obr. 16. Mikroskopicky snimek adheze kmene Stregpdas thermophilusippH 7

0.1 mm

Obr. 17. Mikroskopicky snimek adheze kmene Stregpdas thermophilusippH 9
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Obr. 19. Mikroskopicky snimek adheze kmene Lacitmsmbulgaricus @i pH 5
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Obr. 21. Mikroskopicky snimek adheze kmene Lacibismbulgaricus i pH 9
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7.2 MATS test

MATS test je jednim ze zakladnich invetitdpiéi méfeni povrchovych vlastnosti
mikroorganisni. Pomoci tohoto testu iheme popsat Lewisovy acit-base interakce, tzn.
elektron donor-elektron akceptorové interakce. T&#ohnika je zaloZzena na afihit
mikroorganisnd k tzv. monopolarnim a polarnim rozpoiitim. Monopolarni
rozpoustdlo je ve ¥tSirg pripadi kyselé, tedy elektorn akceptorové nebo zasaditérein
donorové. V kazdém ifpadt tato rozpousdla musi mit fiblizn¢ stejnou hodnotu
Lifshitz-van der Waalsovy sloZky povrchového &&pBurecnd suspenze bylaipravena
dle popisu v praktickéasti, ktera byla dodrzovana pro vSechny experimeMgzi
vysledné hodnoty p#t predevsim (Hyph), ktery je definovan jako adheze ¢kuna
hexadekan. Elektrondonorové vlastnosti mikroorgafiigsou vyjadeny pomoci hodnoty
(EDC), které& je zisk&na jako rozdil liné adheze na chloroform atiené od bu&né
adheze na hexadekan. Posledni charakteristikouEf&C), ktera popisuje elektron
akceptorovy charakter mikroorganismTato je dana rozdilem adheze k ethyletheru
odetené od adheze hexanu. Miru adhezé&ime jako absorbanciipvinové délce 570 nm,
kterd gimo unerné odpovida schopnostem adheze. VySe uvedené payapretrnami

zkoumané substraty jsotighledrg uvedeny ve forratabulky nize.

Z nantfenych vysledik vyplyva, Ze hodnoty Hyph prdtreptococcus thermophilus
nabyvaji hodnot 31,8 %, coz je p&me nizka hodnota a vypovida o zna& hydrofilig
tohoto mikroorganismu. Tato hodnota je §lmsouladu s jiz publikovanymi vysledky
jinych autofi, kde v zavislosti na zdroji se tyto hodnoty pohjytmkolo 30 %. Taktéz je
tieba podotknout, Ze povrch tohoto mikroorganismuazyie pordrné vysoky elektron
donorovy charakter (EDC), ktery wg@métném gipadt ¢ini 41,6 %. Zajimavy je taktéz
ponerné vyrazny elektron akceptorovy charakter (EAC), ktembyva hodnot 22,9 %.
Naproti tomuLactobacillusbulgaricusvykazuje vyssi hodnotu Hyph, v tomtéigac 36,8
%. Co se tye hodnoty EDC, ktera je v tomtdipadt 43,6 %, je moZndici, Ze elektron
donorovy charakter jefiplizné stejny pro oba kmeny mikroorgani8mv/yrazného rozdilu

vSakLactobacillusbulgaricusvykazuje v hodn&EAC, kde nabyva hodnot pouze 4,3 %.
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Tab. 2. Vysledné povrchové charakteristilgkané metodou MATS

MATS test

Hyph EDC  EAC

mikroorganismus (%) (%) (%)
Streptococcus thermophilus  prameér 31,8 41,6 22,9
sm. odch. 2,4 8,1 6,3

Lactobacillus bulgaricus prameér 36,8 43,6 4,3

sm. odch. 45 11,4 1,2
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7.3 MATH test

v s

mikroorganisni. Tato metoda s@iva v popisu mikrobialni adheze k uhlovoilik Tento
efekt se studuje zpravidldipgtznych pH a z tohoi/odu je bukcna suspenze vytvena

v prostedi tlumicich roztok o mizném pH. V naSemijpad: byly pouzity nasledujici
pufry: KPi, u rthoz pH dosahovalo hodnoty 6,9, dale pak PUM, jedtdZe 7,1, a konge
PBS s hodnotou pH 7,6. Tyto rozdilné hodoty pH jdany gedevsim rozdilnym sloZenim
téchto puf, které je popséno v praktick&sti. Pouzitym uhlovodikem byl v naSem
piipadt toluen, ktery je vedle hexadekanu dasgji pouzivany hydrofobni material.
Vysledna pimérna hodnota byla sg@ana jako aritmeticky @mér deseti nezavislych
meieni, i kterych byl odéten parametr R Empiricky a graficky postup pro ziskani
tohoto parametru je uveden v praktickésti této prace. Ziskané vysledky jsou udany

formou tabulek, které jsou umdsiy nize.

Z vysledné hodnoty §pro Streptococcus thermophiluesuspendovany v pufru KPi, ktery
dosahuje hodnoty 0,336, Ize usoudit, Ze uvedenyraoiganismus vykazuje hydrofilni
charakter. To je dano igdevSim tim, Ze hodnoty pod 0,4 jsou pro hydrofilni
mikroorganismy charakteristické. Pro pufr PUM naby hodnot 0,367 pro PBS 0,405.
Je tedy #ejmé, Ze hodnotaddro tento mikroorganismugimo souvisi s pH proi&tdi, ve
kterém se nachazi. Obecné lze té&tht, Ze tato hodnota se wstajicim pH vziista.

V piipact druhého zvoleného mikroorganismu, tddyctobacillusbulgaricus,lze nalézt
obdobnou zavislost. HodnotyyRSak dosahuji jeStnizSich hodnot pro vSechny zvolené
tlumici roztoky, tedy KPi, PUM i PBS.
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Tab. 3. Vysledné povrchové charakteristiky ziskaetodou

MATH pro Streptococcus thermophilus

pufr KPi PUM PBS
m&teni  Ro (mift) Ro (min?) Ro (min')
1 0,32 0,37 0,41

2 0,34 0,38 0,43

3 0,31 0,35 0,38

4 0,36 0,39 0,41

5 0,35 0,37 0,39

6 0,32 0,35 0,40

7 0,34 0,35 0,39

8 0,35 0,38 0,41

9 0,34 0,37 0,42

10 0,33 0,36 0,41
praimér 0,336 0,367 0,405
sm. odch. 0,016 0,014 0,015

Tab. 4. Vysledné povrchové charakteristiky ziskaetodou

MATH pro Lactobacillus bulgaricus

pufr KPi PUM PBS
m&teni  Ro (mift) Ro (min?) Ro (min')
1 0,18 0,21 0,24
2 0,21 0,23 0,22
3 0,19 0,22 0,21
4 0,17 0,24 0,23
5 0,18 0,26 0,25
6 0,19 0,21 0,24
7 0,20 0,23 0,23
8 0,21 0,22 0,25
9 0,18 0,21 0,26
10 0,19 0,23 0,24
pramér 0,190 0,226 0,237
sm.

odch. 0,013 0,016 0,015
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7.4 Méreni zeta potencialu

Méreni elektrokinetického potencialu, ktery je v lidre ¢asto oznéovan jako potencial
zeta, je nejastjSi metodou k popisu povrchového nabdajastic koloidnich roztak
Povrchovy nédboj je zavislyfedevSim na dvou prammnych hodnotéch. Prvni z nich je pH
prostedi, které povrchovy naboj sfirovliviiuje. DalSi hodnotou je iontova sila piesti,
kterd ma taktéz zgay vliv. V naSem fipact byl zeta potencial gten pomoci fistroje
Malvern Zetasizer, ktery pracoval na principu laBepplerovy elektroforézy a tento je
popsan v praktick@&asti této prace. iP naSich ndtenich byly hodnoty pH pro &eni
zvoleny fiblizné 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 a iontova sila roztbkuncné suspenze byla
ustavena pomoci roztdkkKCl o rizné koncentraci. V nasSentipact konkrétg 0,1 dale
0,01, taktéz 0,001 a ko¥r® 0,0001. B téchto netenich lze taktéz odést tzv.
izoelektricky bod, ktery je charakterizovan nulovoadnotou zeta potencialu vyj@hého
mV. Nedilnou Uvahouipinterpretaci v zavislosti zeta potencialu na gHgktéz stabilita
suspenze, ktera byva vyfatha hodnotou zeta potencialu. Tato je vSak zawial@gouzité
literature. Rrevlada vSak Siroce uznavany nazor, ze stabilniidioi@oztok Ize brat v Gvahu
tehdy, pokud hodnota zeta potencialu nabyva hodysstich nez + 20mV ifpadre nizSich
nez -20 mV. Jako bod nejvysSi nestability je povaha nulova hodnota zeta potencialu,
tedy izoelektricky bod. Této extrémni nestabiliéy\j praxi Siroce vyuzivano, ktigladu
pii ¢isteni odpadnich vod, kde je do lazpridavano ukité mnozstvi elektrolytu, diky
némuz se systém dostane do nestability a koloidstice z&nou koagulovat, coz vede
k vytvareni shluki, které pak vlivem gravitace sedimentuji na dnos@ujmechanicky

odstrargny. Nangérené hodnoty jsou niZe uvedeny v grafické p&dob

Z nantienych hodnot kmen8treptococcus thermophilugplyva, Ze izoelektricky bod se
pro vSechny hodnoty koncentrace KCI pohybuje v rezimhodnot pH fiblizné 2,2-2,5.
Ténxt v celé oblasti pH vykazuje zeta potencial zapdmnigodnot, Zehoz vyplyva, Ze
jeho povrch je zapoinnabity. Z vysledls taktéz plyne, Ze se zvySujici se iontovou silou
klesa taktéz stabilita systéemuiitizné totéz Izefici i o mikroorganismuLactobacillus
bulgaricus. V piipadt tohoto mikroorganismu vSak zeta potencial peekmpeni
izoelektrického bodu str&i nabyva zapornych hodnot. Tyto vysledky jsou fumgEm
souladu a potvrzuji zéw ziskané metodou adheze na polystyren, kde zéydéheze byla
pozorovana i) vysSich hodnotach pH. Jinymi slowym je bakterialni suspenze stakjsi

z elektrokinetického hlediska, tim je sledovanasvygira adheze na povrchu polystyrenu.
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Jak jiz bylo vys¥tleno vySe, v fipact nizkych hodnot pH v okoli izoelektrického bodu

muze dochazet ke koagulaci, tedkeylada interakce hilka—buika nad interakci hika—

stEna.

20

—4—0,0001 M KCI
——0,001 M KCI

01 —A—0,01 MKCI
—%—01MKCl
0 : ‘ ‘ ‘ ‘

210

-20 1
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Obr. 22. Zavislost zeta potencialu na pH pro kmeapgbococcus thermophilus
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Obr. 23. Zavislost zeta potencialu na pH pro krbaatobacillus bulgaricus
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ZAVER

V této diplomové praci byly popsény povrchové ake&inetické vlastnosti vybranych
jogurtovych kultur. Tyto kultury byly jmenowtLactobacillus bulgaricus Streptococcus
thermophilusK popisu a charakterizaci povrchovych vlastnosty lpyovedeny nasledujici

meéieni zaloZené na studiu adheze na povrch polystyMATH test, MATS test a &feni

elektrokinetického (zeta) potencialu.

Z vyslednych obrazk ziskanych z pozorovani adheze k polystyrenu plybe, pro
Streptococcus thermophilugpro pH 3 nedochazi k vyrazné adhezi na povrch
polystyrenového substratu. S isiem pH se vSak schopnosti adheze vygaxySuji a pi

pH 9 je tento mikroorganismus schopen &&mimplné pokryt povrch mifeného substratu a
dokonce tvait i vicevrstvé buiéné systémy. Z fotografii odpovidajicich popisu et

pro Lactobacillusbulgaricusdochazime fiblizné k obdobnému popisu, kdy se zvySujicim

se pH roste také adheze mikroorgartism

Z nantfenych vysledik MATS testu vyplyva, Ze hodnoty Hyph pr8treptococcus
thermophilusnabyvaji hodnot 31,8 %. Povrch tohoto mikroorganisimgkazuje porérné
vysoky elektron donorovy charakter (EDC), kteryiegnetném gipack ¢ini 41,6 %, a
taktéz pomirné vyrazny elektron akceptorovy charakter (EAC), kteabyva hodnot 22,9
%. Lactobacillusbulgaricusvykazuje hodnotu Hyph 36,8 % a EDC 43,6 %. Vyramnéh
rozdilu vSaki_actobacillusbulgaricusvykazuje v hodn@t EAC, kde nabyva hodnot pouze
4,3 %.

Z vysledné hodnoty Ru MATH testu proStreptococcus thermophilugsuspendovany
v pufru KPi dosahuje hodnoty 0,336. Pro pufr PUM& Ry hodnot 0,367 a pro PBS
0,405. V gipad mikroorganismu_actobacillusbulgaricuslze nalézt obdobnou zavislost.
Hodnoty R vSak dosahuji je8tnizSich hodnot pro vSechny zvolené tlumici roztakgy
KPi, PUM i PBS.

Z méteni zeta potencidlu suspenze kme&#eptococcus thermophilusyplyva, ZzZe
izoelektricky bod se pro vSechny hodnoty koncemtid€l pohybuje v rozmezi hodnot pH
piiblizné 2,2-2,5. Térk v celé oblasti pH vykazuje zeta potencial zapdamnfodnot,
z ¢ehoz vyplyva, Ze jeho povrch je zapdmabity. Z vysledl taktéz plyne, Zze se zvysujici

se iontovou silou klesa taktéz stabilita systéntibliZne totéZ |zefici i o mikroorganismu
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Lactobacillus bulgaricus. V piipadt tohoto mikroorganismu vSak zeta potencial po

pirekraieni izoelektrického bodu stijinnabyva zapornych hodnot.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

BMK
CMK
ATP
Glu
Asp
Arg
MATS
MATH
DLVO
LTA
EAC
LDE
KPi
EDC

PBS

Bakterie ml€éného kvaSeni

Cisté mlékaské kultury
Adenosintrifosfat

Kyselina glutamova

Kyselina asparagova

Arginin

Mikrobialni adheze k rozpoustiu
Mikrobialni adheze k uhlovodiku
Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekova teorie
Lipoteikoova kyselina
Elektronovy akceptor

Laser Dopplerova elektroforéza
Fosfatovy pufr

Elektronovy donor

Fosfatovy pufr s NaCl
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