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Wykaz skrótów 

AF4, frakcjonowanie przepływowe w asymetrycznym polu sił przepływu, asymmetric flow 

field flow fractionation 

CE, elektroforeza kapilarna, capillary electrophoresis 

Da, Dalton, Dalton 

DHB, kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy, 2,5-Dihydroxybenzoic acid 

DLS, dynamiczne rozpraszanie światła, dynamic light scattering 

EDX, spektroskopia rentgenowska z dyspersją energii, energy dispersive X-ray 

spectroscopy 

FFF, frakcjonowanie w polu sił przepływu, field flow fractionation 

FT IR, spektroskopia w podczerwieni z transformatą Fouriera, Fourier-transform infrared 

spectroscopy 

HCCA, kwas α-cyjano-4-hydroksycynamonowy, α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid 

ICP/MS, spektrometria mas z indukcyjnie sprzężoną plazmą, inductively coupled plasma 

mass spectrometry 

MALDI, desorpcja/jonizacja laserem wspomagana matrycą, matrix-assisted laser 

desorption/ionization 

MALS, wielokątowe rozpraszanie światła, multi angle light scattering 

MS, spektrometria mas, mass spectrometry 

Pdi, wskaźnik polidyspersyjności, polydispersity index 

SA, kwas synapinowy, sinapic acid 

SEC, chromatografia wykluczania, size-exclusion chromatography 

SEM, skaningowa mikroskopia elektronowa, scanning electron microscopy 

SLS, statyczne rozproszenie światła, static light scattering 

SP ICP/MS, spektrometria mas z indukcyjnie sprzężoną plazmą pojedynczych cząstek, 

single particle inductively coupled plasma mass spectrometry 

TEM, transmisyjna mikroskopia elektronowa, transmission electron microscopy 

TOF, czas przelotu, time of flight 

UV, ultraviolet, ultraviolet 
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Wstęp 

Poznawanie mechanizmów i znaczenia odziaływaniami pomiędzy koloidami 

stanowi punkt wyjścia w interpretacji zjawisk przejść fazowych jak również ocenę 

i charakterystykę produktów wdrażanych w licznych gałęziach przemysłu [1]. 

Układ koloidalny to pojęcie odnoszące się do mieszaniny co najmniej dwóch 

składników. Pierwszym składnikiem jest cząstka fazy rozproszonej a drugim 

cząstki/cząsteczki fazy rozpraszającej. Wskaźnikiem determinującym charakter 

koloidalny cząstek fazy rozproszonej jest ich rozmiar; w zakresie od 1 nm do 1000 nm 

(rozmiar wyrażony dla co najmniej jednego z kierunków) [2]. Cząsteczki fazy 

rozpraszającej stanowią fazę ciągłą. Stan skupienia cząstek fazy rozpraszającej 

oraz rozproszonej jest dowolny; może być stały, ciekły lub gazowy. Poszczególne 

kompozycje obydwu faz noszą odrębne nazwy. Dla przykładu, cząstki fazy rozproszonej 

o stanie skupienia stałym rozproszone w cieczy noszą nazwę zolu, natomiast nazwa 

układu stanowiącego cząstki w stanie ciekłym rozproszone w cieczy to emulsja. 

W zależności od stopnia powinowactwa fazy rozproszonej do wody, koloidy można 

sklasyfikować jako hydrofilowe (przeważają siły przyciągające pomiędzy cząstkami 

a cząsteczkami wody) lub hydrofobowe (przeważają siły odpychające). Przykładami 

cząstek o cechach hydrofilowych są niektóre białka oraz polisacharydy [3]. 

Cząstki koloidalne wykazują kilka specyficznych właściwości i cech, które 

pozwalają na ich charakterystykę, jak również odróżnienie cząstek koloidalnych 

od cząsteczek tworzących roztwory rzeczywiste. Cząstki koloidalne wykazują 

specyficzne ruchy cząstek w fazie rozpraszającej płynnej (np. ciecz lub gaz) nazywane 

ruchami Browna [4]. Pierwsze z postulowanych przyczyn występowania tego zjawiska 

są podawane w pionierskich pracach Einsteina [5] oraz Smoluchowskiego [6]. Cząstki 

koloidalne wykazywały spontaniczny i chaotyczny ruch makroskopowy w płynie 

wynikający z ciągłych zderzeń cząstek koloidu z cząsteczkami płynu. Z kolei 

przemieszczanie się cząstek w systemie względem gradientu stężenia, nazywane 

dyfuzją, może być rozpatrywane jako makroskopowy obraz ruchów Browna [7]. 

Rozproszenie światła zachodzące na cząstkach koloidalnych jest kolejną z cech 

charakterystycznych i stanowi wraz z ruchami Browna oraz dyfuzją podstawowe 
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założenia technik instrumentalnych dynamicznego (DLS) [8] i statycznego (SLS) [9] 

rozproszenia światła, jak również technik separacyjnych z rodziny frakcjonowania 

w polu sił przepływu (FFF) [10–12]. Występowanie przepływu laminarnego jest również 

warunkiem zachodzenia separacji cząstek podczas analiz wykonywanych za pomocą 

frakcjonowania przepływowego w asymetrycznym polu sił przepływu (AF4). 

Cząstki koloidu wykazują w medium również tendencje do zachodzenia reakcji 

kwasowo-zasadowych w wyniku między innymi dysocjacji grup funkcyjnych zdolnych 

do jonizacji. Prowadzi to w efekcie to powstawania naładowanej elektrycznie cząstki 

koloidalnej w medium [13]. Ładunek elektryczny może być rozpatrywany 

jako rozproszony na powierzchni cząstki. W medium ciekłym, powoduje to przepływ 

jonów (kationów oraz anionów) w kierunku naładowanej elektrycznie cząstki 

koloidalnej oraz specyficzną dystrybucje tych jonów względem cząstki; powstająca 

podwójna warstwa dyfuzyjna złożona z ściśle związanych jonów o przeciwnym znaku 

ładunku elektrycznego do cząstki tworzy warstwę Sterna, z kolei do tej warstwy 

przyłączają się oraz oddziałują jony o przeciwnym znaku (warstwa dyfuzyjna), 

aż do ustalenia się równowagi [14]. Wartość ładunku elektrycznego wyznaczona 

w miejscu pomiędzy warstwą Sterna a dyfuzyjną nazywana jest potencjałem zeta [14]. 

Parametr ten jest jednym z kluczowych stosowanych do charakterystyki koloidów 

oraz opisu odziaływań koloid-koloid oraz koloid-jony, jak również opisu zjawiska 

stabilności układu koloidalnego. 

Występowanie ładunku elektrycznego na powierzchni cząstki koloidalnej stanowi 

przyczynek do zapewnienia stabilności układu koloidalnego. Cząstki, które posiadają 

wystarczająco wysoki ładunek elektryczny (przyjęto ± 30 mV) [15] wykazują zdolność 

do elektrostatycznego odpychania się cząstek. Zgodnie z teorią DLVO, akronim 

pochodzi od nazwisk twórców (Boris Derjaguin, Lev Landau, Evert Verwey, Theodoor 

Overbeek), postulującą występowanie sił elektrostatycznego przyciągania 

oraz odpychania, które wskazują na kierunek oraz szybkość zachodzenia procesu 

aglomeracji cząstek [16]. Aglomeracja jak również procesy jednostkowe oligomeryzacji 

polegają na łączeniu się pojedynczych cząstek (monomerów) w bardziej liczne 

kompleksy cząstek, co w końcowym efekcie może powodować utworzenie cząstki 
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o bardzo dużej masie cząsteczkowej i gęstości, której wartość będzie wyższa od gęstości 

rozpuszczalnika, czego efektem będzie sedymentacja cząstek w cieczy. Przyjęto 

stosować termin stabilności koloidalnej odnoszącej się do zachodzącego w wolnym 

stopniu procesu aglomeracji cząstek [17]. Wartości potencjału zeta oraz zależności 

od zmiennych eksperymentalnych (takich jak pH czy siła jonowa) mogą być wyznaczane 

poprzez odpowiednią aparaturę analityczną [18,19]. Użycie aparatury służącej 

do wyznaczania potencjału zeta, oprócz występowania dystrybucji ładunku 

elektrycznego zlokalizowanego na cząstkach, zakłada występowanie ruchów Browna 

i dyfuzji (innymi słowy analizowana cząstka powinna być w stanie koloidalnym). Ruch 

naładowanych cząstek w zewnętrznym polu elektrycznym jest nazywany zjawiskiem 

elektroforetycznym. Zjawisko stanowi podstawę technik elektromigracyjnych takich 

jak elektroforeza: żelowa, kapilarna CE czy izotachoforeza jak również 

elektrochromatografia [20,21]. 

Koloidy wykazują silne efekty solwatacyjne mające wpływ na szereg wspomnianych 

już właściwości (wielkość cząstek, potencjał elektrokinetyczny) [22]. Niektóre 

z polimerów hydrofilowych posiadają właściwości do tworzenia trójwymiarowej 

struktury w wyniku indukowanego chemicznie lub fizycznie sieciowania, a typowym 

związkiem ulegającym temu procesowi są pektyny, który stanowi przykład 

polisacharydu hydrofilowego [23] oraz „żelatyna”.     

Wymienione już wcześniej niektóre z technik separacyjnych stosowanych 

do analizowania koloidów mają szczególnie ważne zastosowania dla tego układu. 

Wynika to z faktu, że koloidy naturalnie najczęściej występują w stanie silnie 

heterogenicznym. Heterogeniczność występuje pod wieloma właściwościami: 

od budowy strukturalnej, masy molowej, wielkości cząstek czy przyjmowanych 

konformacjach koloidu w fazie rozpraszającej lub może być skutkiem prowadzonych 

procesów syntez czy też izolowania koloidów z próbek rzeczywistych. Rozpatrując 

dogłębniej koloidy, można zauważyć wpływ, jaki wywierają odpowiednie modyfikacje 

post translacyjne na właściwości białek czy dystrybucje ładunku elektrycznego 

na cząstkach, co później ma przełożenie na właściwości aplikacyjne oraz użytkowe [24]. 



 

10 

 

Selekcja technik separacyjnych wykorzystywanej do danego zastosowania jest 

uzależniona od kilku czynników, takich jak nominalny zakres wielkości cząstek, lądunek 

elektryczny czy stopień rozgałęzienia polimerów. Wykazano, że zastosowanie AF4 

w kontekście analizy silnie rozgałęzionych polimerów jest szczególnie optymalnym 

wyborem, ze względu na panujące stosunkowo łagodne warunki podczas separacji 

rozumiane jako występujące niskich ciśnień wewnątrz kanału oraz potencjalnie 

niewielka powierzchnia kontaktu cząstek analitu z powierzchnią stałą membrany 

półprzepuszczalnej (porównując do SEC fazą stacjonarna). Zauważono, że notowane 

wyższe wartości parametrów podczas analizy wykonywanej przez SEC mogą sprzyjać 

występowaniu: dysocjacji kompleksów powstałych na drodze słabszych od wiązania 

kowalencyjnego elektrostatycznego przyciągania, znaczącego efektu adsorpcji cząstek 

do fazy stacjonarnej, niewytłumaczalnych zmian konformacji jak również tworzenia się 

produktów częściowej degradacji struktury pierwotnej dla kompleksów niestabilnych 

[25]. Dodatkowo, techniki przepływowe cechują się szerokim zakresem warunków 

separacji, rozumianej jako skali pH, siły jonowej, dodatku substancji organicznych 

czy temperatury. Natomiast charakteryzowanie cząstek za pomocą MALS pozwala 

na bezpośrednie wyznaczenie rozkładu wielkości promieni bezwładności oraz mas 

molowych. Należy również dodać, że zaletą jest również charakteryzowanie 

w warunkach odpowiadających składu fazy cieczy nośnej, a przez to implementacje tych 

warunków jako na przykład fizjologicznych. Wyznaczanie masy molowej substancji, 

wielkości cząstek, konformacji oraz śledzenie zmian tych wartości powstałych w wyniku 

różnego typu reakcji (syntezy nowych substancji, odziaływania liganda ze substratem, 

śledzenie produktów degradacji itp.) może być wykorzystywane w badaniach 

nad oddziaływaniami pomiędzy polimerami, jak zostało zaprezentowane na przykładzie 

charakteryzacji reakcji syntezy przeprowadzonej pomiędzy polimerami PVP a PAMPS 

[26], pomiędzy białkami [27], kropek kwantowych z białkiem [28], cząsteczek DNA 

z chitozanem [29], badaniami nad indukowanymi foto katalitycznie zmianami 

w (nano)cząstkach srebra [30] jak również charakteryzowaniu koniugacji 

oligonukleotydu z  (nano)cząstkami złota, stosując przy tym detekcje on-line 

ICP/MS [31]. 
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Niektóre metale można sklasyfikować jako tzw. metale ciężkie. Pojęcie odnosi się 

do charakteryzowania i klasyfikacji metali w świecie nauk biologicznych 

czy środowiskowych. Trudno wskazać precyzyjne kryteria pozwalające na klasyfikacje 

metali zaliczanych do grupy „ciężkich”, jednakże często definiowanie terminu odnosi 

się do parametru gęstości metalu. Wartość graniczna gęstości również jest przedmiotem 

dyskusji, jednakże najniższa wartość gęstości, którą autorzy proponują wynosi powyżej 

3.5 g/cm3 [32]. W naukach biologicznych często odnosi się ten termin do parametru 

toksyczności, którą metal może wywierać na środowisko czy organizmy żywe.  

Typowymi przykładami metali wykazującymi potencjalnie toksyczny charakter 

na środowisko są As, Cd, Cr, Cu, Pb, Hg, Ni, Se, Zn [33]. Przykładowo, rtęć występuje 

naturalnie w środowisku i nawet przy niskich stężeniach może powodować poważne 

zagrożenie dla zdrowia czy życia, szczególnie dla dzieci [34]. W kontekście oceny 

charakteru toksyczności metalu ważnym aspektem jest dawka, stężenie, które będzie 

wywierało toksyczny efekt na środowisko. Cynk przy wyższych stężeniach może 

powodować skurcze żołądka, podrażnienia skóry, wymioty, nudności i anemię, 

jednocześnie jest uznawany za niezbędny mikroelement do prawidłowego 

funkcjonowania wielu orgazmów żywych, ponieważ między innymi wspiera 

prawidłowe funkcjonowanie układu odpornościowego, gojenie się ran, krzepnięcie krwi, 

czynność tarczycy oraz zmysły smaku i węchu [35]. Srebro znane jest z wykazywania 

właściwości przeciwdrobnoustrojowych, jednakże chroniczne i wysokie narażenie może 

skutkować uszkodzeniem nerek, wątroby, podrażnieniem skóry i oczów oraz 

niekorzystnych zmian w drogach oddechowych i jelitach oraz w komórkach krwi [36]. 

Kadm wykazuje wiele toksycznych działań na różnorakie narządy, między innymi przy 

chronicznym narażeniu powoduje demineralizacje kości oraz naraża nerki 

na występowanie dysfunkcji kanalikowej [37]. Przez wiele lat zastosowanie miedzi 

w różnych gałęziach przemysłu i gospodarki było szerokie: od zastosowania związków 

zawierających miedź w środkach przeznaczonych do dezynfekcji poprzez środki 

przeciwdrobnoustrojowe, a skończywszy na przemyśle oraz metalurgii [38]. 

Dodatkowo, miedź jest jednym z niezbędnych pierwiastków do przeprowadzania 

metabolizmu w roślinach i zwierzętach. Jednakże cząstki miedzi potrafią uszkadzać 
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komórki na wiele sposobów, między innymi poprzez współudział w procesach utlenianiu 

tłuszczów i białek [39]. 

Ważnym zagadnieniem w kontekście charakteryzowania toksyczności metali 

ciężkich na środowisko czy też efektów działania jest wyznaczanie form występowania 

danego pierwiastka, ponieważ występuje silne rozróżnienie względem toksyczności 

czy działania wobec form, czyli tak zwanej specjacji pierwiastka, takich jak różne 

stopnie utlenienia, wpływ liganda czy też obecność specyficznych ugrupowań 

chemicznych obecnych związanych z metalem [40]. Na podstawie tego opracowywane 

są nowe kompozytowe materiały łączące w sobie część metaliczną wraz z odpowiednio 

dobranym związkiem, najczęściej charakteru makrocyklicznej cząstki, na przykład 

koloidu (białka, polisacharydu, cyklitoli) [41,42]. Takie podejście ma na celu otrzymanie 

nowego typu materiału o pozytywnych właściwościach (również synergicznych) 

dyktowanych przede wszystkim poprzez obecność jonów metali oraz wykorzystanie 

liganda w celu zapewnienia optymalnych właściwości biologicznych kompleksu 

oraz przede wszystkim redukowanie toksyczności preparatu poprzez utworzoną 

modyfikacje organiczną, która zmienia, często poprawia, właściwości, 

np. biodostępność, szybkość  uwalniania jonów metali jak również ma wpływ 

na stabilność oraz miejsca uwalniania jonów w trakcie przewodu pokarmowego 

człowieka [43]. 

Odziaływania pomiędzy koloidami oraz koloidami a jonami metali mogą być różnej 

natury. Można zakładać, że ze względu na obecność grup funkcyjnych obecnych 

w strukturze koloidów zdolnych do jonizacji, odziaływania elektrostatyczne 

(równowaga pomiędzy elektrostatycznym przyciąganiem oraz odpychaniem) będą 

pełniły kluczową rolę w powstawaniu związków typu koloid-metal w odpowiednich 

warunkach środowiska; pH, siła jonowa, temperatura itd. [44,45]. Odziaływania 

prowadzące do oligomeryzacji (oprócz elektrostatycznych) mogą zawierać również 

odziaływania hydrofobowe, wiązania wodorowe [46] czy mostki dwusiarczkowe 

w przypadku białek [47]. Na rysunku 1 przedstawiono różne odmiany odziaływań 

ze wskazaniem na najczęściej spotykane grupy funkcyjne odpowiedzialne za ich 

występowanie. 
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Rys. 1 Przedstawienie wybranych typów oddziaływań występujących pomiędzy 

koloidami. 

W ramach przedstawionej dysertacji pt. „Układy koloidalne oraz ich odziaływania 

z wybranymi metalami ciężkimi” poruszono wyżej wymienione tematy, które zostały 

zawarte w serii pięciu [P1-P5] spójnie tematycznie publikacji naukowych 

opublikowanych w czasopismach z listy JCR. 

[P1] Golebiowski, Adrian & Buszewski, Bogusław. (2023). Characterization of 

colloidal particles of a biological and metallic nature, Microchemical Journal, 108864, 

https://doi.org/10.1016/j.microc.2023.108864. 

[P2] Golebiowski, Adrian & Kowalkowski, Tomasz & Buszewski, Bogusław. 

(2020). Molecular parameters of low methoxylated pectin affected by gelation with 

copper and cadmium cations. Bioactive Carbohydrates and Dietary Fibre. 21. 100211. 

10.1016/j.bcdf.2020.100211. 
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[P3] Golebiowski, Adrian & Pomastowski, Paweł & Rodzik, Agnieszka & 

Król-Górniak, Anna & Kowalkowski, Tomasz & Górecki, Marcin & Buszewski, 

Bogusław. (2020). Isolation and Self-Association Studies of Beta-Lactoglobulin. 

International Journal of Molecular Sciences. 21. 10.3390/ijms21249711. 

[P4] Golebiowski, Adrian & Pomastowski, Paweł & Rafińska, Katarzyna & 

Žuvela, Petar & Wong, Ming & Pryshchepa, Oleksandra & Madajski, Piotr & 

Buszewski, Bogusław. (2022). Functionalization of Alpha-Lactalbumin by Zinc Ions. 

ACS Omega. 7, 43, 10.1021/acsomega.2c03674.  

[P5] Golebiowski, Adrian & Pomastowski, Paweł & Rafińska, Katarzyna & 

Žuvela, Petar & Wong, M.W. & Madajski, P. & Buszewski, Bogusław. (2022). Binding 

of silver ions to alpha-lactalbumin. Journal of Molecular Structure. 1270. 133940. 

10.1016/j.molstruc.2022.133940. 

Wymienione publikacje zamieszczono w całości na końcu dysertacji. Praca [P1] 

to artykuł przeglądowy, który wraz z przedstawionym Wstępem stanowi część 

teoretyczną do niniejszej dysertacji. Oryginalne publikacje zawarte w pozycjach [P2-P5] 

ukazują obecny stan wiedzy o tematyce badawczej. 
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Cele badawcze pracy 

 

Nadrzędnym celem pracy było badanie odziaływań pomiędzy wybranymi koloidami 

oraz jonami metali. 

Cel ten realizowano na grupie wyselekcjonowanych związków: pektynach, 

beta-laktoglobulinie, alfa-laktoalbuminie oraz jonów metali, szczególnie z grupy metali 

ciężkich: miedzi, kadmie, cynku oraz srebrze. 

 

Rys. 2 Zarys podejmowanej tematyki.  
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Celami szczegółowymi były: 

1. Opracowanie nowych metod analitycznych AF4 służących do separowania 

i charakteryzowania cząstek pektyn oraz beta-laktoglobuliny. 

• Charakteryzowanie procesu żelowania pektyn indukowanymi przez kationy miedzi 

oraz kadmu poprzez monitorowanie zmian w wielkości cząstek, rozmiarów 

fraktalnych, dystrybucji cząstek oraz zawartości kadmu w cząstkach w funkcji czasu 

trwania syntezy. 

• Charakteryzowanie form oligomerycznych oraz procesu aglomeracji 

beta-laktoglobuliny przy pH 3.0, 5.0 oraz 7.0 oraz wyznaczenie dodatkowych 

czynników warunkujących równowagę form białka w mieszaninie. 

2. Charakteryzowanie stabilności koloidalnej pektyn, beta-laktoglobuliny 

oraz alfa-laktoalbuminy. 

3. Izolowanie beta-laktoglobuliny z mieszaniny izolatu białek serwatkowych 

oraz wykonanie fizykochemicznej charakterystyki białka. 

4. Opracowanie protokołów syntezy kompleksów alfa-laktoalbuminy 

z kationami cynku oraz srebra. 

5. Charakteryzacja przebiegu reakcji syntezy kompleksów alfa-laktoalbuminy 

z kationami cynku oraz srebra, fizykochemiczne charakteryzowanie 

produktu ze szczególnym nastawieniem na poznawanie chemizmu 

(odnoszenie się do pojęcia sorpcji, wyznaczaniu grup funkcyjnych 

uczestniczących w odziaływaniu itp.)  

6. Wyznaczanie parametrów: stabilności kompleksów w syntetycznych płynach 

pokarmowych, badania nad aktywnością biologiczną kompleksów 

w układzie in vitro przeprowadzonych w kontekście aplikacyjności 

kompleksów alfa-laktoalbuminy z kationami cynku oraz srebra. 

 

Na rysunku 2 przedstawiono w sposób graficzny kwestie dyskutowane w pracy. 
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Przedmiot badań oraz komentarz 

 

[P1] Characterization of colloidal particles of a biological and metallic nature 

Microchemical Journal 

W pracy podjęto dyskusję nad charakteryzowaniem cząstek koloidalnych 

o biologicznym oraz metalicznym pochodzeniu. Dokonano przeglądu 130 prac źródłowych, 

na podstawie których został przedstawiony temat badawczy. Praca składa się z pięciu 

zasadniczych części. Za cel pierwszej części postanowiono przedstawienie zaplecza 

teoretycznego popularnie stosowanych technik służących do charakteryzowania rozkładu 

wielkości i mas molowych cząstek. Dokonywano porównania pomiędzy technikami, 

uwzględniając parametry, takie jak zakres stosowalności technik oraz ich zalety 

oraz ograniczenia. Wykazano, że istnieją techniki analityczne pozwalające 

na charakteryzowanie koloidów w szerokim zakresie wielkości cząstek oraz specyficznej 

natury, które są wzajemnie komplementarne.  

Jednym z głównych problemów spotykanych podczas analizy próbek koloidów jest 

ich bardzo duża polidyspersyjność mierzona poprzez indeks polidyspersyjności. Techniki 

analityczne oparte na rozproszeniu światła (dynamicznym oraz statycznym), pomimo 

bezpośredniego pomiaru masy oraz wielkości cząstek (intensywność rozproszonego 

statycznie światła na cząstce bezpośrednio koreluje z wielkością cząstki), dużej precyzji 

oraz uniwersalności zastosowań, często zawodzą (pomiary prowadzone wskazują na błędne 

wartości) podczas analizy próbek w stanie polidyspersyjnym w wielkości cząstek, która jest 

często spotykana dla próbek w stanie natywnym (pomiar bezpośrednio po procesie 

przygotowania próbka na sposób rozpuszczenia/zawieszenia koloidu w fazie 

rozpraszającej). W tym kontekście dyskutowano i przedstawiano różne możliwości 

rozwiązywania tego problemu. Wskazano, że jednym z tych rozwiązań może być 

zastosowanie technik separacyjnych w celu charakteryzowania w trybie on-line 

poszczególnych frakcji cząstek. Jednakże to podejście niestety niesie za sobą pewne 

trudności w postaci często niezadawalających odzysków substancji po procesie separacji. 

Jednymi z przyczyn utraty substancji podczas separacji mogą być odziaływania 

(elektrostatycznie przyciągające lub wodorowe itp.) analizowanych cząstek koloidu 
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z wypełnieniem fazy stacjonarnej (w przypadku SEC) lub membrany półprzepuszczalnej 

(dla AF4). Jednakże dzięki przeprowadzonej optymalizacji metod analitycznych możliwa 

jest znacząca poprawa wartości odzysku. Dyskutowano również nad krytyczną cechą 

koloidów, jaką jest kształt cząstek oraz znaczenie tego parametru dla niektórych typów 

stosowanych technik. Ze względu na to, że część stosowanych technik odnosi się często 

wprost do założenia sferycznego kształtu podczas kalkulacji wyników, dyskutowano 

nad możliwymi dokonaniami transformacji uzyskiwanych dystrybucji wielkości cząstek. 

W drugiej części poruszono temat terminu potencjału zeta jak również metodologii 

wyznaczania jego wartości. Przedstawiono założenia teoretyczne oraz konsekwencje 

wynikające z doboru parametrów zmiennych eksperymentalnych (iloczyn promienia jonu 

oraz długość Debye’a) w kontekście relacji faza-rozproszona (cząstka koloidu) - faza 

rozpraszająca (ciecz). Przedstawiono znaczenie terminu stabilności dla koloidu 

oraz wyszczególniono dwa z potencjalnych mechanizmów stabilizowania mieszaniny 

(elektrostatyczny oraz steryczny) oraz zależność obu procesów z wartością potencjału zeta. 

Dyskutowano również nad parametrami mającymi wpływ na wartość potencjału zeta, takimi 

jak pH, siła jonowa, adsorpcja drugiego koloidu oraz debatowano nad efektami, jakie 

wywierają różnego rodzaju kationy oraz aniony na wartość potencjału zeta oraz stabilność 

koloidalną.  

W kolejnej, trzeciej części artykułu przedstawiano potencjalne mechanizmy 

oddziaływania koloidów z jonami metali. Wskazywano, jaką rolę pełnią poszczególne grupy 

funkcyjne cząstek koloidów w procesach ogólnie pojętych sorpcji jonów metali 

na koloidach. Przedstawiano poszczególne techniki analityczne, które mogą być stosowane 

w charakteryzowaniu mechanizmów oddziaływania. 

W czwartym rozdziale przedstawiano metody przygotowania próbki do analizy 

pierwiastkowej oraz wyznaczania rozmiaru cząstek za pomocą techniki SP ICP/MS. 

W kolejnym rozdziale przedstawiano możliwe zastosowania wybranych technik 

separacyjnych do analizowania próbek w kontekście badań nad specjacją pierwiastków, 

ustalania mechanizmów odziaływań koloidów z jonami metali w obszarze nauk 

biologicznych oraz gałęziach inżynierii. 
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[P2] Molecular parameters of low methoxylated pectin affected by gelation with copper 

and cadmium cations 

Bioactive Carbohydrates and Dietary 

Celem pracy była charakterystyka pektyn (promieni bezwładności jako miary 

wielkości cząstek, mas molowych, rozmiarów fraktalnych, indeksu polidyspersyjności 

oraz wartości potencjału zeta) oraz procesu żelowania z udziałem jonów metali kadmu 

oraz miedzi. Eksperymenty przeprowadzano w specyficznych warunkach fazy rozproszonej, 

jaką była woda podwójnie destylowana. Wybrano ten układ ze względu na potrzebę 

minimalizowania efektów elektrostatycznego przesłaniania grup funkcyjnych pektyn przez 

jony pochodzące z rozpuszczalnika, które prowadziłyby do konkurencyjnej reakcji 

pomiędzy jonami sieciującymi pektyny w badaniach prowadzonymi nad żelowaniem. 

Kolejnym zagadnieniem było wyznaczenie zmian w dystrybucji wielkości cząstek 

oraz konformacji żeli pektyn wraz z upływem czasu trwania procesu żelowania. Powiązane 

z tym kolejne pytanie odnosiło się do wyznaczenia dystrybucji zawartości metali 

w cząstkach żeli pektyn wraz z czasem trwania procesu. Podjęto próbę utworzenia metod 

analitycznych służących do ilościowego oznaczania zawartości metali w frakcjach. 

Pektyny to przykład polisacharydu o właściwościach hydrofilowych. Zgodnie z definicją 

pektyny to substancja zawierająca co najmniej 65% masy kwasu galakturonowego [48]. 

Pektyny przyjmują nieustrukturalizowaną budowę przestrzenną, jednakże można wyróżnić 

regiony zbudowane z silnie rozgałęzionych i heterogenicznych bloków przede wszystkim 

ramnogalakturonanu I oraz ramnogalakturonanu II (ang. hairy region) oraz liniowo 

połączonego homogalakturonanu (ang. smooth region). Na rysunku 3 przedstawiono 

fragment ze struktury pektyn, na którym wyróżnić można dwa główne łańcuchy budujące 

pektyny: Ramnogalakturonan I oraz homogalakturonan. Pierwszy z nich zbudowany jest z 

powtarzających się jednostek reszt kwasu galakturonowego i ramnozy, rozgałęzienia 

łańcucha powstają poprzez przyłączenie reszt galaktozy lub arabinozy oraz ich pochodnych 

do reszty ramnozy. Parametrami charakteryzującymi pektyny są stopnie: estryfikacji 

(wyrażający procent estryfikowanych grup karboksylowych kwasu galakturonowego); 

acetylacji oraz amidacji (wyrażające z kolei stopnie podstawienia grupami odpowiednio 



 

20 

 

acetylowymi czy amidowymi) [49,50]. Modyfikacje te występują naturalnie za wyjątkiem 

amidacji. 

 

Rys. 3 Fragment z cząsteczki pektyn przedstawiający dwie główne łańcuchy budujące 

strukturę: ramnogalakturonan I oraz homogalakturonan. 

Mają decydujący wpływ na chemiczny i fizyczny charakter pektyn, w tym warunkują 

zdolność oraz mechanizm żelowania [51] czy też parametry hydrodynamiczne [52]. 

Najszerzej opisanym mechanizmem żelowania dla pektyn jest model z ang. egg-box [53]  

Odnosi się on do utworzenia struktury typu sandwich zbudowanej z dwóch łańcuchów 

pektyn oraz jonu sieciującego zlokalizowanego pomiędzy nimi poprzez elektrostatyczne 

przyciąganie. Uczestniczącą grupą funkcyjną jest wolna i zjonizowana grupa karboksylowa. 

Wpływ siły jonowej na wartość oddziaływania pomiędzy kwasem galakturonowym 

a kationami metali jest znaczący i wynika z efektu przesłaniania ujemnego ładunku 

elektrycznego grupy karboksylowej przez kationy soli obecne w roztworze, co w efekcie 

skutkuje zmniejszeniem efektywnej siły przyciągania elektrostatycznego pomiędzy centrum 

aktywnym a jonami sieciującymi [54].  

Proces żelowania stanowi podstawę wytwarzania wielu produktów spożywczych 

na bazie galaretek. Odnotowano także, że charakteryzowanie pektyn, parametrów 

strukturalnych takich jak: stopień podstawienia, masy molowej, struktury przestrzennej 
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[55,56] jest ważne ze względu na odmienny charakter oraz mechanizm zachodzenia procesu 

dla odmiennych struktur. Dogłębna charakterystyka zawiera się również w określaniu 

zmiennych eksperymentalnych, takich jak stężenia pektyn w mieszaninie oraz kationów 

sieciujących, pH, siły jonowej oraz temperatury [53]. 

Najszerzej opisanym i wykorzystywanym kationem sieciującym jest wapń, 

a wskazywany jako równowagowy stosunek molowy jonów wapnia do wolnych jonów 

karboksylowych wynosi 2 [53]. 

Pektyny mogą ulegać przejściu z zolu w żel w wyniku sieciowania z innymi jonami 

metali takimi jak: Cu, Al oraz La [57]. Jednakże wskazano, że badania reologii nad tego typu 

nowymi połączeniami nie były dotąd dostatecznie dobrze poznane. Wykazano za pomocą 

izoterm wiązania różnych jonów metali do pektyn, występowanie selektywności w sile 

odziaływania pomiędzy kationami a pektynami według szeregu:  

Pb2+-Cu2’>Zn2+>Cd2+ \Ni2+>Ca2+, oraz wskazano na trend, że siła wiązania wzrastała 

wraz z zmniejszeniem siły jonowej roztworu [58]. Różnice w selektywności, można 

interpretować poprzez wykazanie różnic w zdolności i właściwościami jonów do interakcji 

z wodą. Kationy silnie wiążące wodę wykazywały niższe powinowactwa do odziaływania 

z jonami kwasu karboksylowego pektyn, tworząc te dwie możliwe drogi odziaływania 

za konkurencyjne. 

Pektyny wykazują silnią polidyspersyjność, gdy występują w układzie koloidalnym. 

Wyznaczona przez autorów masa molowa pektyn mieściła się w granicach 

g/mol w zależności od źródła pochodzenia [59]. Pektyny izolowane 

z owoców kiwi za pomocą różnych metodologii czy w różnym czasie sezonu wegetacyjnego 

wykazywały heterogeniczny charakter, przy współczynniku polidyspersyjności sięgającym 

nawet 12,6 oraz promieniach bezwładności od 96 nm do 183 nm [60]. Parametry mas 

molowych oraz konformacji pektyn zostały wskazane jako wywierające największy wpływ 

na właściwości funkcjonalne dla tego związku [61]. 

Na podstawie przytoczonych informacji postanowiono opracować nową metodę 

analityczną obejmującą zastosowanie techniki asymetrycznego frakcjonowania w polu sił 

przepływu (AF4) wraz z detekcją wielokątowego rozpraszania światła (MALS) 

8 × 103 − 1 × 106  
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oraz spektrometrii mas z indukcyjnie sprzężoną plazmą (ICP/MS). Próbki pektyn 

po zakończeniu procesu rozpuszczania oraz uwodnienia analizowano za pomocą 

wspomnianych technik. Proces żelowania indukowano solami miedzi lub kadmu 

o odpowiednich stężeniach. Po wyszczególnionych czasach prowadzenia syntez badano 

homogenne porcje próbek. 

Wyznaczona wartość potencjału zeta pektyn nisko metylowanych w warunkach 

eksperymentalnych wynosiła 0,25±0,49 mV, co wskazuje na elektro neutralność cząstek 

pektyn w tych warunkach. Jednakże może to być również spowodowane niską zawartością 

jonów obecnych w roztworze, które są nośnikiem ładunku elektrycznego podczas pomiaru 

oraz transportu naładowanych elektrycznie cząstek w polu elektrycznym. Postulowano, 

że prawdopodobnym źródłem jonów w warunkach eksperymentalnych mogą być jony 

pochodzące z procesów kwasowo-zasadowych grup funkcyjnych, jak również uwalnianie 

się zanieczyszczeń rozpuszczalnych w wodzie z materiału pektyn. Jednakże, obok efektu 

pH, który jest z pewnością kluczowy w kontekście wartości potencjału zeta oraz stabilności, 

ważną sprawą jest również wpływ stężenia pektyn w analizowanej próbce. Zastosowanie 

techniki AF4 w tym kontekście oznacza uzyskanie efektywnie niskiego stężenia próbki 

w warunkach separacji w kanale do frakcjonowania AF4 oraz dodatkowo w warunkach 

dynamicznie oczyszczania próbki z substancji o rozmiarach niższych niż wartość nominalna 

średnicy porów membrany półprzepuszczalnej. Można dzięki temu sformułować, 

że efektywne pH oraz siła jonowa są determinowane poprzez skład cieczy nośnej podczas 

separacji. Dzięki temu można dalej założyć, że przy pH powyżej 6 grupy funkcyjne 

(szczególnie karboksylowa kwasu galakturonowego, dla którego pKa dla wolnego kwasu 

wynosi około 3,6 [62]) pektyn będą wysoce zjonizowane w warunkach eksperymentalnych 

oraz będą wykazywały znaczącą stabilność wskazywaną poprzez efekty elektrostatycznego 

odpychania się łańcuchów pektyn w warunkach eksperymentalnych w odniesieniu do skali 

wewnątrzcząsteczkowej jak również międzycząsteczkowej. Wewnątrzcząsteczkowe 

odpychanie się grup funkcyjnych będzie miało przełożenie na konformacje pektyn (silnie 

wyprostowaną) oraz wielkość cząstek. 

Wyniki eksperymentalne analizy pektyn przed procesem żelowania wskazywały 

na ich polidyspersyjność. Odnotowano dwie frakcje cząstek pektyn w zakresie promieni 
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bezwładności od 593 nm do 671 nm. Wielkość cząstek w ciągu kolejnych trzech dni badania 

stabilności nie ulegały znaczącej zmianie, a szczególnie rozmiary nie zwiększały się, 

co może świadczyć o stabilności pektyn w układzie.  

Analiza cząstek po indukowanym przez kationy kadmu oraz miedzi procesie 

żelowania pektyn dostarczyła kilku interesujących informacji na temat potencjalnie 

występujących struktur. Obserwacja promieni bezwładności cząstek pokazała, że zakres 

wielkości poszerzył się oraz nastąpiła inwersja mechanizmu elucji podczas separacji 

z normalnego na mechanizm steryczny, co może sugerować znaczące zmiany 

konformacyjne cząstek po procesie wiązania z jonami metali. Populacja cząstek po procesie 

wiązania wykazywała większe rozmiary niż wykrywane w samych pektynach (co może 

świadczyć o posuniętej aglomeracji – sieciowaniu struktury) oraz mniejsze rozmiary 

(co może wskazywać na efekty relaksacji konformacji cząstek pektyn z jonami w kontekście 

redukowania wewnątrzcząsteczkowego elektrostatycznego odpychania w porównaniu 

do pektyn w wodzie). Zwiększenie stężenia wyjściowego miedzi i kadmu oraz czasu trwania 

syntezy prowadziło do nieznacznego wzrostu promieni bezwładności cząstek. Na rysunku 4 

przedstawiono graficznie proponowany schemat zachodzących przemian w wyniku procesu 

żelowania.  

Cząstki żeli pektyn z kadmem oraz miedzią wykazywały znacząco większe rozmiary 

fraktalne dla cząstek największych, co może świadczyć o tworzących bardzo gęsto 

upakowanych, rozgałęzionych sieci żeli w porównaniu do kontroli (pektyny 

przed procesem). Rozmiary fraktalne są wskaźnikiem przedstawiającymi liczbowo 

zależność masy cząstki od promienia bezwładności. W wyniku bardzo wysoko posuniętego 

sieciowania cząstek uzyskano w efekcie wysokie wartości masy molowej w obrębie 

promienia bezwładności cząstki. Wartości współczynnika dla cząstek mniejszych nie 

zmieniały się znacząco po procesie wiązania. 
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Rys. 4 Schemat przedstawiający cząstki pektyn, które oddziałują z kationami miedzi 

lub kadmu. W wyniku procesu odziaływania zaobserwowano doświadczalnie zwiększenie 

wielkości cząstek oraz rozmiarów fraktalnych dla populacji co może być interpretowane 

zachodzącym sieciowaniem łańcuchów pektyn z kationami metali (A). Ścieżka B 

reprezentuje interpretacje efektu zmniejszenia rozmiarów cząstek przy praktycznie nie 

zmieniającej się wartości rozmiarów fraktalnych, co może być odzwierciedleniem efektu 

redukowania elektrostatycznego wewnątrz cząsteczkowego odpychania się łańcuchów 

pektyn. 
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W kolejnym kroku wykazano, że sprzężenie technik AF4-MALS-ICP/MS może być 

wykorzystane do oznaczania kadmu w cząstkach żeli oraz mogłyby być implementowane 

do badań nad kinetyką odziaływań/wiązania metali przez pektyny. Wykazano, 

że zastosowane podejście kalibracji oznaczania metali wykazuje akceptowalną liniowość 

oraz może być stosowane w badanym zakresie stężeń metalu (w przeliczeniu na masę kadmu 

w zakresie 0-20 µg). Wraz z postępem procesu żelowania następuje heterogenna dystrybucja 

kadmu względem cząstek. Wraz z zwiększaniem czasu trwania syntezy zawartość kadmu 

zwiększała się szczególnie znacząco dla największych cząstkach, co może potwierdzać, 

że jony kadmu aktywnie uczestniczyły w sieciowaniu oraz wzrost wielkości cząstek koreluje 

proporcjonalnie z zawartością kadmu. Odnotowano obecność „kadmu” dla próbki pektyn 

analizowanej bez dodatku kadmu, przed procesem żelowania. Mogło to być spowodowane 

efektem matrycy lub pamięci (trudno znaleźć odniesienie literaturowe odnoszące 

się do efektu pamięci dla kadmu, szczególnie dla techniki AF4), zanieczyszczeniem samych 

pektyn lub skażeniem powstałym na drodze wykonywanych wcześniej analiz. 

Podsumowując pracę [P2] dotyczącą pektyn oraz procesu żelowania indukowanego 

jonami miedzi i kadmu, można wypunktować: 

• Pektyny wykazują polidyspersyjność w wielkości cząstek.  

• Jony miedzi i kadmu uczestniczą w sieciowaniu pektyn. 

• Sieciowanie pektyn z jonami kadmu i miedzi może być charakteryzowane 

poprzez zmiany parametrów wielkości cząstek i rozmiarów fraktalnych 

• Sprzężenie on-line technik AF4-MALS-ICP/MS może być stosowana 

do charakteryzowania właściwości przypisywanych koloidom jak również 

w ciągu jednej analizy możliwe jest oznaczanie zawartości i dystrybucji 

jonów kadmu. 
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[P3] Isolation and Self-Association Studies of Beta-Lactoglobulin 

International Journal of Molecular Sciences 

Beta-laktoglobulina to białko globularne występujące naturalnie i w przeważających 

ilościach w mleku krowim. W procesach przetwórstwa serwatki mleka producenci 

wytwarzają produkty uboczne (izolat, hydrolizat lub koncentrat białek serwatkowych), które 

są bardzo bogatym źródłem białka. Dlatego ze względu na wysoką dostępność i niską cenę 

tych produktów mogą stanowić atrakcyjne źródło do pozyskania beta-laktoglobuliny 

w zadawalającej ilości oraz potencjalnie wysokiej czystości. Pierwszym celem pracy była 

izolacja białka z roztworu izolatu białek serwatkowych oraz charakterystyka uzyskanego 

białka, w szczególności czystości, potwierdzenia tożsamości oraz fizykochemiczna 

charakterystyka (masa molowa, stabilność w roztworach o różnym składzie jakościowym- 

wpływ jakościowy jonów na stabilność) oraz wyznaczanie potencjalnych izoform białka.  

Interesującym zagadnieniem podjętym w pracy była charakterystyka procesu 

oligomeryzacji – spontanicznej samo-asocjacji białka. Na podstawie badań źródłowych 

wiadomo, że proces przebiega dzięki mechanizmowi, w którym uczestniczą wiązania 

wodorowe, łączące kolejne łańcuchy białka. Badacze wyznaczyli, że zmiany w formach 

występowania białka w roztworze przyjmują przede wszystkim zależność od pH 

środowiska. W środowisku kwasowym, przy pH 2-3 autorzy wyznaczyli zachodzącą 

równowagę pomiędzy monomerami a dimerami, która jest również zależna od stężenia soli 

w roztworze, przy pH w okolicach punktu izoelektrycznego (pI około 5.3) autorzy 

wyznaczyli równowagę form dimer-oktamer, skupiając się również na efekcie, jaki wywiera 

temperatura [63]. Z kolei, Mercadante i inni, poszerzyli zakres badań i wskazali, że 

w środowisku zasadowym białko przyjmują formę dimeru [64]. Na rysunku 5 przedstawiono 

strukturę dimeru beta-laktoglobuliny w modelu powierzchniowym. 
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Rys. 5. Struktura dimeru beta-laktoglobuliny w formie natywnej. Za styl prezentacji 

struktury wybrano powierzchniowy. Gradacja kolorów występuje względem 

hydrofobowości regionów strukturalnych; od intensywnie czerwonego oznaczającego 

wysoce hydrofilowe do intensywnie zielonego oznaczających silnie hydrofobowe. 

[Vijayalakshmi, L., Krishna, R., Sankaranarayanan, R. and Vijayan, M. (2008), An 

asymmetric dimer of β-lactoglobulin in a low humidity crystal form—Structural changes 

that accompany partial dehydration and protein action. Proteins, 71: 241-249. 

https://doi.org/10.1002/prot.21695][AS Rose et al. (2018) NGL viewer: web-based 

molecular graphics for large complexes. Bioinformatics doi:10.1093/bioinformatics/bty419] 

W swoich badaniach zaproponowałem oryginalne wykorzystanie technik: AF4-UV-

MALS oraz CE w kontekście badań nad charakteryzowaniem form oligomerycznymi białka 

przy pH 3.0 5.0 oraz 7.0. Ortogonalne dwa mechanizmy separacji były jednym 

z innowacyjnych podejść w tego typu badaniach. W kolejnym etapie za cele postawiono 

wyznaczenie struktur drugorzędowych białka przy tożsamych wartościach pH. 

Do przeprowadzenia izolacji beta-laktoglobuliny z roztworu izolatu białek 

serwatkowych wykorzystano chromatografię kolumnową z silnie kwasowym wypełnieniem 

(SP Sephadex C-25). Dokonano doboru parametrów objętości złoża i przepływu fazy 

ruchomej. Fazą ruchomą był roztwór cytrynianu sodu o stężeniu 0,2 M. Separacje 

prowadzono względem roztworów o wzrastającym pH od 3.0 do 6.5. Zebrane frakcje 

analizowano techniką elektroforezy żelowej pod kątem wstępnej oceny składu 
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poszczególnych frakcji w porównaniu do substancji wzorcowych. Wykazano, że jedna 

zebrana frakcja przy pH=4.8 jest elektroforetycznie jednorodną mieszaniną złożoną 

z substancji o masie molowej bliskiej teoretycznej masie monomeru beta-laktoglobuliny 

(18 kDa). W celu przeprowadzonej identyfikacji oraz charakteryzacji przebadano również 

inne frakcje stosując podejście trawienia enzymatycznego (trypsyną) substancji zawartych 

w żelu do charakterystycznych peptydów oraz ich spektrometrycznej analizy techniką 

MALDI-TOF/MS/MS oraz ich identyfikacja poprzez zastosowanie narzędzi bibliotek 

bioinformatycznych. Potwierdzono z dużym prawdopodobieństwem na podstawie 

porównania sekwencji peptydów teoretycznych oraz identyfikowanych, że izolowane białko 

przy pH=4.8 to beta-laktoglobulina. Dodatkowo, wyznaczono eksperymentalnie masy 

molowe białek: beta laktoglobuliny oraz alfa-laktoalbuminy (izolowana przy pH=4.2), 

które były porównywalne w wartościach z podawanymi w literaturze dla monomerów. 

Wykazano, że dobierając matrycę stosowaną w pomiarach MALDI (szczególnie 

poprzez właściwości hydrofilowości związku matrycy), można analizować z jednej strony 

dystrybucje izoform białka (wykryto formy A i B beta-laktoglobuliny) (dzięki zastosowaniu 

kwasu synapinowego oraz DHB), z kolei wybierając matrycę HCCA można skupić się 

na analizie formy monomeru białka. 

Badania nad wyznaczaniem stabilności koloidalnej białka przeprowadzono 

w czterech różnych składach jakościowych roztworu: chlorku sodu, chlorku potasu, 

siarczanie amonu oraz buforze cytrynianowym. Wykazano, że skład jakościowy roztworu 

ma również znaczący wpływ na wartości potencjału zeta oprócz kluczowej zależności od pH 

środowiska. Punkt izoelektryczny białka zmieniał się w zależności od składu jakościowego 

roztworu, co można rozpatrywać pod względem wartościowości poszczególnych 

przeciw-jonów w odniesieniu do ładunku elektrycznego zlokalizowanego na białku 

oraz specyficznych efektów jakościowych wykazywanych przez poszczególne jony. Przez 

to informacja na temat składu całego systemu powinna być raportowana podczas 

raportowania wartości stabilności czy punktów izoelektrycznych. Wyznaczony z modelu 

wartości punktu izoelektrycznego była najbliższa wartościom podawanym w literaturze 

dla roztworu cytrynianu sodu (pI=5.3). Jony obdarzone większym ładunkiem elektrycznym 

wykazywały większe zdolności efektywnego odziaływania (zmieniały zeta potencjał 
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znacząco) z białkiem. Postulowano, że bufor cytrynianowy stabilizuje białko najlepiej 

w badanym zakresie pH, szczególnie w środowisku kwaśnym. Dodatkowo, jony mogą 

wykazywać selektywność w odziaływaniu z białkiem, czego efektem są odmienne wartości 

potencjału zeta przy niezmiennych parametrach pH, stężenia jonu oraz białka, a także 

parametrów temperatury oraz lepkości roztworu, co może być interpretowane korzystając 

z szeregu Hofmeistera. 

Bufor cytrynianowy ze względu na najwyższe właściwości do stabilizowania białka 

w środowisku kwaśnym został wybrany do dalszych badań nad oligomeryzacją, która 

obejmowała szeroki zakres pH (3.0 5.0 oraz 7.0). Wykorzystano dwie techniki: CE-UV 

oraz AF4-UV-MALS. Wyniki uzyskane techniką CE wykazały przy pH 3 obecność jednej 

głównej frakcji- tj. jednej formy białka, przy pH 7 trzech frakcji, przy pH 5- blisko punktu 

izoelektrycznego, w sumie 8 frakcji. Jednakże ze względu na brak detektora 

umożliwiającego bezpośrednie wyznaczanie masy molowej nie udało się charakteryzować 

(wyznaczyć masy molowej formy białka w sposób bezpośredni) w poszczególnych 

frakcjach. Potencjalne zastosowanie kalibracji zewnętrznej, tj. porównywania czasów 

migracji substancji względem wzorcowych o znanych masach molowych, jest trudna 

do zastosowania w tych badaniach ze względu na potencjalne rozbieżności 

w przyjmowanych konformacjach pomiędzy beta-laktoglobuliną a wzorcami i stąd 

potencjalnie rozbieżnościami w ruchliwości elektroforetycznej pomiędzy substancją 

a wzorcem.  

Dokonano komplementarnych analiz korzystając z techniki AF4 oraz wykorzystaniu 

detektora MALS w celu bezpośredniego pomiaru masy molowej cząstek w tych warunkach. 

Utworzono i optymalizowano metody dla trzech różnych warunków eksperymentalnych. 

Porównując wyznaczone masy molowe z teoretycznymi, wyznaczono, że dominującą formą 

białka przy pH 3 jest monomer, przy pH 7 główną frakcje stanowią dimery białka oraz 

pewna zawartość cząstek o wysokich masach molowych (zapewne aglomeratów). Przy pH 

równym 5 wykryto mieszaninę kilku form (co potwierdzało wyniki otrzymane po CE), 

jednakże udało się scharakteryzować formy jako pochodzące od dimeru poprzez kolejne 

formy aż do oktameru. Przy tym pH odnotowano również formy wysokocząsteczkowe 

aglomeratów. Co ciekawe, zauważono, że wyższe stężenie białka w analizowanych 
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warunkach koreluje z przesunięciem równowagi oligomerycznych form w kierunku 

oktameru.  

Badania dichroizmu kołowego pozwoliły na wyznaczenie równowagi i dystrybucji 

form drugorzędowych białka (alfa-helisa, beta-kartka oraz „kłębka statystycznego”) 

względem trzech pH 3, 5 oraz 7. Wyznaczono, że w środowisku kwaśnym białko przyjmuje 

równowagową konformacje złożoną z form: beta-kartki oraz kłębka statystycznego 

(o podobnej zawartości) oraz niewielkiej zawartości alfa-helisy. Przy pH 5 zawartość 

alfa-helisy była około dwukrotnie wyższa (25 %), która wraz z beta-kartką były dominujące. 

Przy pH 7 wyznaczono, że trzy formy stanowią praktycznie równo cenne w zawartości 

formy białka (każda w zawartości około 30%). 

W pracy [P3] dotyczącej beta-laktoglobuliny skupiono się na izolowaniu w skali 

(pół)preparatywnej białka z popularnego i łatwo dostępnego surowca dzięki wykorzystaniu 

chromatografii kolumnowej oraz wieloaspektowej charakterystyce białka. Pracę można 

podsumować w kilku punktach: 

• Dobierając matrycę stosowaną do MALDI można uzyskiwać informacje 

na temat form izomerycznych beta-laktoglobuliny lub form 

oligomerycznych. 

• Skład jakościowy roztworu fazy rozpraszającej ma wpływ na stabilność 

beta-laktoglobuliny w roztworze i dlatego należy raportować wszystkie 

zmienne eksperymentalne w kontekście podawania danych, np. dotyczących 

punktu izoelektrycznego. 

• Beta; laktoglobulina wykazuje zależne od pH formy oligomeryczne, 

które w warunkach pH bliskich punktowi izoelektrycznemu wykazywały 

również zależność od stężenia białka w środowisku (wyższe stężenie 

prowadzi do formy oktameru). 

• Technika AF4 może być wykorzystywana do separowania form 

oligomerycznych beta-laktoglobuliny a detekcja UV-MALS daje możliwość 

bezpośredniego pomiaru mas molowych cząstek. 
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 [P4] Functionalization of Alpha-Lactalbumin by Zinc Ions 

ACS Omega 

Alfa-laktoalbumina to drugie pod względem zawartości białko spotykane 

w serwatce. Jednakże w mleku ludzkim jest najbardziej rozpowszechnione. W odróżnieniu 

do beta-laktoglobuliny spożycie nie wywołuje znaczącej reakcji immunologicznej dla 

niektórych ludzi, stąd białko stanowi ważny produkt dla przemysłu spożywczego 

oraz przemysłu farmaceutycznego pod względem opracowywania produktów 

spożywczych/leczniczych (suplementacja) opracowywanych dla niemowląt czy seniorów. 

Stanowi również bazę do przygotowywanych produktów sfunkcjonalizowanych.  

Ze względu na niską masę cząsteczkową monomeru (około 14 kDa), szczególnie wysoką 

stabilność białka w środowisku kwaśnym (które jest obecne w części przewodu 

pokarmowego człowieka) oraz udowodnione właściwości do wiązania substancji 

biologicznie aktywnych szerokiego spektrum od hydrofilowych jonów metali [65,66] 

poprzez hydrofobowe substancje takie jak kwasy oleinowy i palmitynowy, których synteza 

jest efektywna dla formy apo białka [67,68] badania nad tym białkiem są obecnie często 

przeprowadzane. Kompleksy tych substancji posiadają wyjątkowo ciekawe właściwości, 

ponieważ możliwa jest kontrola biodostępności jonów metali wiązanych w strukturach 

cząstek oraz modyfikowana jest toksyczność dla niektórych z nich. Z kolei kompleksy 

z kwasami tłuszczowymi są obecnie szeroko i intensywnie badane pod kątem właściwości, 

jakie wywierają na apoptozę komórek rakowych [69–72]. Na rysunku 6 przedstawiono 

strukturę alfa-laktoalbuminy w modelu powierzchniowym. 



 

32 

 

 

Rys.6. Struktura alfa-laktoalbuminy. Za styl prezentacji struktury wybrano 

powierzchniowy. Gradacja kolorów występuje względem hydrofobowości regionów 

strukturalnych; od intensywnie czerwonego oznaczającego wysoce hydrofilowe do 

intensywnie zielonego oznaczających silnie hydrofobowe. [Chandra N, Brew K, Acharya 

KR. Structural evidence for the presence of a secondary calcium binding site in human alpha-

lactalbumin. Biochemistry. 1998 Apr 7;37(14):4767-72. doi: 10.1021/bi973000t][AS Rose 

et al. (2018) NGL viewer: web-based molecular graphics for large complexes. 

Bioinformatics doi:10.1093/bioinformatics/bty419] 

Celem tej pracy była fizykochemiczna charakterystyka białka alfa-laktoalbuminy 

pod kątem wyznaczenia ruchliwości elektroforetycznej (w badaniach nad czystością), 

potwierdzenia tożsamości, masy molowej, stabilności koloidalnej w roztworze soli 

fizjologicznej. Zebrane informacje posłużyły również do optymalizacji oraz sporządzenia 
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protokołu procesu syntezy kompleksów na bazie alfa-laktoalbuminy z jonami cynku. 

Przeprowadzono charakterystykę kinetyki procesu oraz wyznaczenia miejsc wiążących oraz 

zmian w strukturze grup funkcyjnych białka po procesie wiązania, jak również wyznaczenia 

miejsc wiążących cynk przez białko. Dokonano charakterystyki morfologii oraz topografii 

uzyskanych cząstek, których badania mogłyby prowadzić do wyznaczenia formy cynku 

zlokalizowanego w kompleksie. Jako badania aplikacyjne pod kątem stosowania tego typu 

kompleksu w celach spożywczych, jako suplement diety, wykonano testy stabilności 

kompleksów w płynach fizjologicznych, indukowanego trypsyną trawienia enzymatycznego 

oraz biologicznej aktywności kompleksów względem linii komórkowych Caco-2 oraz L929. 

Białko migrowało w warunkach przeprowadzonej analizy elektroforezy żelowej 

pomiędzy substancjami wzorcowymi o masach 14 kDa a 17 kDa, w postaci jednego 

wąskiego prążka, co może potwierdzać, że białko występuje w postaci czystej oraz jest 

elektroforetycznie stabilne. Przeprowadzono dogłębną identyfikację opartą 

na charakteryzowaniu sekwencji peptydów po degradacji enzymatycznej (trypsyną) białka 

za pomocą techniki MALDI-TOF/MS/MS. Z dużym prawdopodobieństwem potwierdzono 

tożsamość izolowanego białka jako alfa-laktoalbuminy. Wyznaczono również masy molowe 

monomerów białka, które były wysoce zgodne z literaturowymi. Wykazano obecność trzech 

różnych form białka, które mogą być wynikiem obecności występowania modyfikacji post 

translacyjnych, źródła białka lub zanieczyszczeń.  

Wykonując pomiary potencjału zeta w funkcji pH, wyznaczono punkt izoelektryczny 

białka na występujący przy 4.5 w roztworze 0,09% NaCl, który zgadza się z danymi 

literaturowymi w badaniach wykonanych w podobnych warunkach pomiarowych. Przy tej 

wartości pH, białko wykazuje między innymi najniższą rozpuszczalność oraz konformację 

wykazującą najwyższą dostępność grup funkcyjnych, przy której wykonywano syntezę 

kompleksu metal-białko.  

W pierwszym etapie charakteryzowano kinetykę reakcji syntezy, stosując technikę 

ICP/MS w celu oznaczania stężenia niezwiązanej porcji jonów cynku po procesie syntezy. 

Wyznaczono, że proces wiązania można rozpatrywać jako dwuetapowy. W pierwszym 

z nich, szybkim etapie trwającym niecałe 5 minut, następuje efektywny proces wiązania 

jonów cynku przez białko (rozumiany jako ubytek stężenia jonów cynku w roztworze 
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pozostałym po procesie). Wyznaczona z modelu stała szybkości reakcji wynosiła 

7,3x10−5 𝑚𝑔 𝑚𝑖𝑛 𝐿⁄ . Po tym czasie następuje etap, który można określić jako 

równowagowy, w którym zmiany stężeń cynku są mało znaczące w kontekście 

przedłużonego czasu trwania syntezy. Wyznaczoną doświadczalnie pojemność sorpcyjna 

cynku na białku wynosiła 1.58 mg/g. Wyliczona entalpia swobodną reakcji wynosiła 

9,45 kJ/mol, co wskazuje, że proces wiązania cynku przez białko był spontaniczny.  

Badania kompleksów komplementarnymi technikami spektroskopii w podczerwieni 

(FT-IR oraz Raman) pozwoliły na szacowanie oraz wykrywanie zmian w obrębie grup 

funkcyjnych, a przez to wskazywały na potencjalne grupy funkcyjne, które mogą być 

odpowiedzialne za odziaływania z cynkiem. Odnotowano subtelne zmiany 

w intensywnościach oraz położeniu poszczególnych drgań przypisywanych do drgań Amidu 

II oraz Amidu III oraz zmian w zakresie drgań, które mogą wskazywać na zmiany 

konformacyjne. 

Badania technikami mikroskopowymi (SEM oraz TEM wraz z różnymi detektorami) 

wskazywały na utworzenia depozytu metalicznego na powierzchni ciała amorficznego, jaką 

stanowiła próbka białka. Na powiększeniach skali obrazów widoczne są cząstki o kształtach, 

które można opisać jako sferyczne, które były ściśle powiązane z powierzchnią struktury 

białka. Z kolei badania TEM wykluczyły obecność strątów czy form cynku w postaci 

nanocząsteczek (znikoma zawartość tlenu w analizowanych punktach pomiarowych, 

w których wykrywany był cynk) (typu ZnO), co poprzez drogę eliminacji może sugerować 

zachodzenie mechanizmów elektrostatycznego przyciągania między jonami cynku 

a grupami funkcyjnymi białka prowadzącymi do uzyskania kompleksów. 

Badania prowadzone technikami dynamiki molekularnej nad potencjalnymi typami 

odziaływania oraz nad grupami funkcjonalnymi białko odpowiedzialnymi za wiązanie 

wskazały na dominujący udział aminokwasów kwasowych (kwasu asparaginowego oraz 

glutaminowego) oraz mniejszego, lecz wartego odnotowania wpływu lizyny, w procesie 

elektrostatycznego przyciągania jonów cynku przez białko. Wskazano na grupę 

karboksylową aminokwasów, a ściślej na ujemny ładunek elektryczny zlokalizowany 

w strukturze grupy COO- za potencjalne dominujące miejsce wiążące jony cynku.  
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Badane kompleksy okazały się być stabilne pod względem działania syntetycznych 

oraz syntetyzowanych płynów: żołądkowego oraz jelitowego, gdzie działanie tych płynów 

powodowało uwolnienie cynku nie przekraczające 10 % ilości pierwotnie związanej. 

Jednakże działanie syntetycznego płynu jelitowego z dodatkiem enzymu doprowadziło 

do znaczącego poziomu uwolnienia cynku z kompleksu (ponad 41 %), co oznacza, 

że w przypadku potencjalnego zastosowania produktu, dominującym miejscem uwalniania 

cynku będzie jelita. Prawdopodobnym mechanizmem powodującym uwolnienie cynku 

w środowisku zasadowym wraz z użyciem enzymów charakterystycznych dla jelita 

mogłoby być spowodowane enzymatycznym (specyficznym) trawieniem struktury białka 

do peptydów w połączeniu z uwolnieniem jonów cynku w postaci wolnej lub cynku wraz 

z peptydami o masie cząsteczkowej poniżej 3 kDa (taka membrana została wykorzystana 

podczas badań). 

Białko oraz jego kompleksy wykazywały również stabilność względem działania 

trypsyny. Jeśli chodzi o badania nad cytotoksycznością kompleksów, wykazano, 

że kompleksy nie zmniejszały przeżywalności komórek L929 w badanym zakresie stężeń. 

Uszkodzenie ciągłości membran odnotowano dla najwyższego badanego stężenia cynku – 

200 µM dla linii komórkowej L929. Z kolei dla komórek Caco-2 odnotowano ten trend przy 

niższych stężeniach (od 6,25 µM do 200 µM). Badania przyswajalności cynku przez 

komórki L929 potwierdziły dwukrotne niższą ilość akumulowaną pobieraną z kompleksów 

alfa-laktoalbuminy w odniesieniu do prostej formy jonowej cynku pochodzącej od soli 

nieorganicznej azotanu cynku. 

Praca [P4] odnosi się do charakterystyki alfa-laktoalbuminy oraz kompleksu 

z jonami cynku wraz z przeprowadzonymi badaniami nad potencjalnymi aplikacjami do 

stosowania jako np. suplementu diety. Można konkludować tezy zawarte w pracy 

w poniższych punktach: 

• Analiza kinetyki wiązania cynku przez alfa-laktoalbuminę wskazuje na proces 

uzyskujący równowagę w ciągu 5 minut trwania procesu; ilość wiązanego cynku 

wynosi 1,58 mg na gram białka. 
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• Grupa karboksylowa kwasów asparaginowego oraz glutaminowego mają 

dominujący udział w wiązaniu jonów cynku na drodze elektrostatycznego 

przyciągania; odziaływanie z lizyną wpływa również na odziaływanie. 

• Kompleksy wykazywały zadowalającą stabilność na degradacje enzymatyczną 

(trypsyna) jak również w syntetycznych płynach fizjologicznych. 

 

[P5] Binding of silver ions to alpha-lactalbumin 

Journal of Molecular Structure 

Jon srebra, ze względu na przeciwny potencjał redox formy jonowej, wskazuje 

na potencjalnie odmienny charakter zachodzenia procesu oraz mechanizm zachodzącej 

syntezy z alfa-laktoalbuminą w porównaniu do przedstawionej w pracy [P4] procesu 

wiązania białka z cynkiem. Kompleksy z srebrem kierują uwagę nad aplikacyjnym 

charakterem badań w kierunku zastosowania tego typu kompleksów jako środków 

przeciwdrobnoustrojowych, w tym stosowanych na trudno gojące się rany. Korzystając 

z danych otrzymanych w pracy P4 dotyczących charakteryzacji alfa-laktoalbuminy, proces 

syntezy kompleksu przeprowadzono w identycznych warunkach. Do charakteryzacji 

wykorzystano analogiczne techniki oraz podejścia (nie uwzględniając badań nad 

indukowaną trypsyną stabilnością kompleksu).  

Badania kinetyki wiązania jonów srebra przez białko wskazywały na zachodzenie 

procesu, który można podzielić na dwa etapy jednostkowe. W pierwszym etapie procesu 

wiązania, trwającym dwie minuty, następował praktycznie całkowity ubytek jonów srebra 

w pozostającym po procesie roztworze, co mogło oznaczać, że ta ilość jonów srebra uległa 

związaniu na/przez białko. Wyznaczona stała szybkości reakcji wynosząca 13,75 mg min/L 

wskazuje na zachodzący bardzo szybko proces wiązania. Kolejne punkty pomiarowe 

wskazywały na ustalenie się drugiego etapu procesu - równowagowego. W tym etapie 

zmiany stężeń srebra były mało znaczące. Entalpia swobodna reakcji wynosząca -

25,85 kJ/mol świadczy o (silnej) samorzutnej tendencji do procesu wiązania srebra przez 

białko.  
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Wyznaczono, że aminokwasy o charakterze kwasowym (asparaginowy 

oraz glutaminowy) determinowanymi poprzez grupę funkcyjną karboksylową 

odpowiedzialne są za ponad 90% całości odziaływania białka z jonami srebra. Jednakże 

uzyskane dane wskazują na warte odnotowania udziały aminokwasów tyrozyny oraz lizyny 

w wiązaniu srebra przez alfa-laktoalbuminę, które były większe niż w porównaniu 

do procesu z cynkiem [P4].  

Badania nad kompleksami przeprowadzonymi technikami spektroskopii FT-IR oraz 

Ramana wskazywały na rolę, jaką odgrywało ugrupowanie Amidu II oraz mostków 

dwusiarczkowych S-S, obecnych w białku i wykazujących silne powinowactwo do jonów 

srebra.  

Wykonane badania mikroskopowe dostarczyły informacji na temat sferycznego 

kształtu cząstek na powierzchni amorficznych cząstek białka. Badania techniką TEM 

z detekcją elementarną EDX wykazały, że klastry cząstek (zebrane w większe skupiska 

formacje cząstek srebra na powierzchni) nie zawierają znaczącej zawartości tlenu, 

co poprzez dedukcje oraz na podstawie dokonanego przeglądu literatury nad potencjalnymi 

formami srebra w kompleksach może prowadzić do wniosku, że srebro zlokalizowane na 

powierzchni kompleksu występuje zredukowane do postaci elementarnej Ag0. Redukcja 

srebra z formy kationu, przed syntezą Ag+, do formy elementarnej była już zauważana 

w przypadkach badań prowadzonych z innymi białkami, np. kazeinami. Mechanizm 

tworzenia się tych struktur opierał się na transferze elektronów z ujemnie nakładowych grup 

karboksylowych do kationów srebra (redukcja) [73]. 

Badania nad stabilnością kompleksów w syntetycznych płynach fizjologicznych 

(żołądkowym oraz jelitowym) wykazały, że dodatek enzymu żołądkowego - pepsyny 

wpływa na zwiększenie uwalnianej ilości srebra z kompleksów z niespełna 1% do niespełna 

30% ilości pierwotnie związanej. Z kolei w płynach syntetycznych jelitowych oznaczana 

ilość nie przekraczała 5% wartości początkowej. Może to być tłumaczone zjawiskiem 

wytrącania się srebra po uwolnieniu się z struktury kompleksu w wyniku strącania się 

do trudno rozpuszczalnego w wodzie tlenku srebra (I) w warunkach zasadowych (pH 7.4), 

cząstek srebra, które były zatrzymywane podczas filtrowania roztworów na etapie 

przygotowania próbek. 
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Badania nad cytotoksycznością podobnie jak ciągłością membran oraz zawartości 

wewnątrzkomórkowych reaktywnych form tlenu, dla kompleksów w odniesieniu do kontroli 

w postaci soli azotanu srebra wykazały podobny i znaczący wpływ na żywotność komórek 

L929 w stężeniach wyższych niż 0.88 µM, przy czym linia Caco-2 okazała się wykazywać 

wyższą żywotność komórek. Apoptoza komórek L929 była rejestrowana dla komórek 

po traktowaniu kompleksami o stężeniu wyższym niż 0,05 mM. Badania 

nad przyswajalnością srebra przez komórki wskazywały na podwojenie akumulowanej 

ilości srebra przez komórki z postaci kompleksów w porównaniu do kontroli w stężeniu 

niższym niż 0.05 mM. Biodostępność dla stężeń wyjściowych wyższych niż 0.5 mM była 

już porównywalne dla komórek. Podsumowując, preparat mógł być stosowany przy niższej 

efektywnie dawce w celu zamierzonego efektu działania terapeutycznego.  

Artykuł [P5] przedstawia charakterystykę procesu oraz produktu syntezy 

alfa-laktoalbuminy z jonami srebra. Postuluje się: 

• Proces wiązania srebra przez białko wykazuje ustalenie się równowagi w ilości 

wiązanego srebra przez białko po upływie 2 minutach procesu; pojemość 

sorpcyjna wynosi 11,2 mg/g. 

• Grupa karboksylowa (pochodząca od kwasów asparaginowego 

oraz glutaminowego) są odpowiedzialne za ponad 90 % wartości odziaływania 

prowadzącego do łączenia się alfa-laktoalbuminy z srebrem, znaczący udział 

mają tyrozyna oraz lizyna. 

• Stosowanie produktu mogłoby się wiązać z uwalnianiem jonów srebra 

w środowisku syntetycznego płynu żołądkowego. 

• Biologiczna aktywność kompleksów wykazuje interesujące własności 

polegające na poprawionej aktywności biologicznej (względem 

przeprowadzonych badań) dla stężeń niższych 0,05 mM względem kontroli. 
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Podsumowanie 

 

Charakteryzowanie grupy związków: pektyn, beta-laktoglobuliny oraz 

alfa-laktoalbuminy pozwoliła na wykazanie kilku zjawisk, w których współuczestniczyły 

jony miedzi, kadmu, cynku oraz srebra. Do charakteryzowania przebiegu i skutków 

procesów zastosowano kilka technik analitycznych bazujących na procesach jednostkowych 

takich jak rozproszenie światła, dyfuzja, ruchy Browna, szybkość elektromigracji 

jak również innych typów odziaływania promieniowania elektromagnetycznego z próbką 

(układem koloidalnym), technik spektrometrii mas, narzędzi bioinformatycznych 

oraz obliczeń kwantowo mechanicznych. Zastosowanie szerokiego wachlarza podejść 

analitycznych pozwoliło na ukazanie procesów zachodzących na powierzchni cząstek 

koloidalnych, jak również w skali wewnątrz- oraz zewnątrz- cząsteczkowych odziaływań. 

Najważniejsze osiągniecia pracy można przedstawić następująco: 

✓ Opracowano i zaproponowano nowe metody analityczne AF4 wraz 

z detekcją UV, MALS i ICP/MS służące do charakteryzowania odziaływań 

pomiędzy pektynami oraz kationami miedzi oraz kadmu jak również do 

badań nad beta-laktoglobuliną 

✓ Oznaczono formy występowania beta-laktoglobuliny przy pH 3.0, 5.0, oraz 

7.0, wykazano, że pH środowiska wywiera kluczowy wpływ na przyjmowane 

formy oraz wykazano, że wyższe stężenie białka przy pH 5.0 prowadzi do 

dominującej formy oktamerycznej 

✓ Można wyróżnić dwie konsekwencje odziaływania kationów kadmu oraz 

miedzi na pektyny; pierwszy to zachodzące sieciowanie struktury pektyn 

prowadzące do żelu oraz drugi to zmniejszenie elektrostatycznego 

wewnątrzcząsteczkowego odpychania się populacji cząstek w warunkach 

badania 

✓ Wyizolowano beta-laktoglobulinę w formie elektroforetycznie czystej 

z mieszaniny białek oraz dokonano identyfikacji oraz charakteryzacji białka; 

wskazano, na obecność dwóch izoform białka 
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✓ Wykazano, że skład jakościowy roztworu wpływa na stabilność koloidalną 

beta-laktoglobuliny poprzez zmiany przebiegu krzywej zależności potencjału 

zeta od pH jak również punktu izoelektrycznego 

✓ Opracowano nowe protokoły syntezy kompleksów alfa-laktoalbuminy 

z kationami cynku oraz srebra 

✓ Wyznaczono kinetykę reakcji syntezy kompleksów z uwzględnieniem 

modelowania według modeli kinetycznych oraz wyznaczono parametry 

sorpcji takie jak pojemność sorpcji, wyliczono entalpie swobodną reakcji 

✓ Określono aktywne grupy funkcyjne alfa-laktoalbuminy mające szczególny 

wpływ na wiązanie kationów srebra oraz cynku 

✓ Wykazano kilka właściwości biologicznych, które można określić jako 

obiecujące w kontekście potencjalnych zastosowań aplikacyjnych 

Nowością osiągniętą w pracy [P2] było opracowanie metody analitycznej 

bazującej na AF4-MALS i połączeniu on-line z ICP/MS w kontekście 

charakteryzowania pektyn oraz kinetyki procesu żelowania. Również badane jony 

sieciujące: miedzi i kadmu nie były wcześniej dogłębnie charakteryzowane pod tym 

kątem. Przedstawione wnioski mogą stanowić podstawę do rozpoczęcia badań 

nad zastosowaniem zaproponowanego sprzężenia technik w kontekście badań 

nad kinetyką wiązania przeprowadzoną na szerszej grupie przykładów. Zauważony 

efekt zwiększenia rozmiarów cząstek może być wzięty pod uwagę 

np. w optymalizowaniu aspektów technologicznych (np. doborze wielkości filtrów 

itp.) podczas przeprowadzania procesów sorpcji (np. oczyszczania cieczy 

z pozostałości jonów metali ciężkich). 

 Innowacją w pracy [P3] było zastosowanie techniki AF4-MALS 

do charakteryzowania procesu oligomeryzacji. W tym celu opracowano trzy metody 

analityczne dla warunków pH 3, 5 oraz 7. Poznawanie procesu oligomeryzacji 

oraz warunków, w których przebiega proces, jest kluczowe w kontekście 

poznawania właściwości funkcji biologicznych białka, dyfuzji jak również 

transportu substancji biologicznie aktywnych. 
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Prace [P4-P5] poszerzają dotychczasowy stan wiedzy o dogłębnie przeprowadzoną 

fizykochemiczną charakterystykę produktu oraz procesu syntezy w oparciu 

o chemizm: mechanizm oraz badania kinetyczne. Na podstawie prac (opracowanych 

metodyk syntezy oraz dokonanych badań aplikacyjnych) widoczne są dalsze 

kierunki badań szczególnie prowadzonych nad aplikacjami, w tym w systemach 

in vivo. 
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Streszczenie 

Dysertacja pt. Układy koloidalne oraz ich odziaływania z wybranymi metalami ciężkimi 

odnosi się do badań przeprowadzonych nad charakteryzowaniem odziaływań zachodzących 

pomiędzy pektynami, beta-laktoglobuliną, alfa-laktoalbuminą oraz wybranymi jonami 

metali: kadmu, miedzi, cynku, srebra. Badania nad pektynami oraz indukowanym poprzez 

kationy kadmu oraz miedzi procesem żelowania ukazały, że następują zmiany w wielkości 

oraz konformacji cząstek żelu oraz obecność kadmu prowadzi do zmniejszenia 

wewnątrzcząsteczkowego elektrostatycznego odpychania. Beta-laktoglobulina jest 

białkiem, który może być wyizolowane z łatwo dostępnego i taniego produktu ubocznego 

przemysłu mleczarskiego - izolatu białek serwatkowych w skali (pół)preparatywnej 

w wysokiej czystości. Tożsamość białka została potwierdzona oraz dokonano złożonej 

charakterystyki. Wykazano między innymi, że skład elektrolityczny roztworu ma wpływ 

na stabilność koloidalną białka. Białko wykazuje tendencje do spontanicznego 

występowania w formach oligomerycznych, których równowaga zależy od pH środowiska 

oraz przy pH blisko punktu izoelektrycznego również od stężenia białka w roztworze.  

Alfa-laktoalbumina w badaniach została scharakteryzowana fizykochemicznie. 

Wyznaczono punkt izoelektryczny oraz masy molowe izoform białka. Białko stanowiło bazę 

do syntetyzowanych kompleksów z jonami cynku oraz srebra. Wykazano, że charakter 

wiązania obu jonów metali jest odmienny. Syntetyzowane produkty wykazywały kilka 

potencjalnie atrakcyjnych właściwości biologicznych pod kątem potencjalnych zastosowań 

w układach in vivo.  
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Abstract 

PhD thesis entitled Colloidal systems and their interactions with selected heavy metals refer 

to research conducted on the characterization of interactions taking place between pectin, 

beta-lactoglobulin, alpha-lactalbumin and selected metal ions (cadmium, copper, zinc, 

silver). Studies on pectin and the gelation process induced by cadmium and copper cations 

have shown that there are changes in the size and conformation of gel particles and the 

presence of cadmium leads to a decrease in intramolecular electrostatic repulsion. 

Beta-lactoglobulin is a protein that can be isolated from an easily available and cheap 

by-product of the dairy industry - whey protein isolate on a (semi)preparative scale in high 

purity. The identity of the protein was confirmed and complex characterization was 

performed. Among other things, it was shown that the electrolytic composition of the 

solution affects the colloidal stability of the protein. The protein tends to spontaneously occur 

in oligomeric forms, the equilibrium of which depends on the pH of the environment and, 

at pH close to the isoelectric point, also on the protein concentration in the solution. 

Alpha-lactalbumin in the research was characterized physiochemically. The isoelectric point 

and molar mass of protein isoforms were determined. The protein was the basis for the 

synthesized complexes with zinc and silver ions. It was shown that the nature of the bonding 

of both metal ions is different. The synthesized products showed several potentially 

attractive biological properties for potential applications in in vivo systems. 
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Dorobek naukowy 

Aktywność naukowa 

Stacjonarne studia doktoranckie na kierunku chemia rozpocząłem w październiku 

2018 roku. Jednostką prowadzącą program studiów był Wydział Chemii Uniwersytetu 

Mikołaja Kopernika w Toruniu. Badania były wykonane w Katedrze Chemii Środowiska 

i Bioanalityki jak również w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii 

UMK w Toruniu pod nadzorem promotora pracy prof. zw. dr hab. Bogusława 

Buszewskiego, czł. rzecz. PAN i EASA. 

Do tego momentu, jestem współautorem w 18 publikacjach oraz prezentowałem 

wyniki badań na 8 konferencjach naukowych (komunikaty ustne oraz postery). W ciągu 

odbywania studiów doktoranckich byłem wykonawcą w dwóch grantach NCN (OPUS 

14 oraz Sonata 11) oraz w nadal trwającym projekcie naukowym OPUS 18 „Nowe 

strategie otrzymywania związków bioaktywnych na bazie krzemu”. Uzyskałem wsparcie 

finansowe na przeprowadzenie badań naukowych z puli środków Wydziału Chemii 

UMK Granty Młodych Naukowców w trzech edycjach. 

Odbyłem krótkoterminowe staże/ wizyty naukowe na Wydziale Chemii UAM w 

Poznaniu oraz profesor Joanny Szpunar w jednostce IPREM (Institute of Analytical 

Sciences and Physico-Chemistry for Environment and Materials) będącej częścią 

Uniwersytetu UPPA (Université de Pau et des Pays de l'Adour) w Pau we Francji. 

Podczas tych dwóch wizyt zdobywałem wiedzę oraz umiejętności w specjalności 

spektrometrii mas z indukcyjnie sprzężoną plazmą pod kątem oznaczania pierwiastków 

oraz specjacji. Dodatkowo byłem uczestnikiem dwóch szkoleń z zakresu stosowania 

techniki asymetrycznego frakcjonowania w polu sił przepływu oraz wielokątowego 

rozproszenia światła w celu separowania oraz charakteryzowania makrocząsteczek.  

Uzyskałem wsparcie finansowe na wyjazd na zagraniczną konferencje naukową 

w konkursie PROM NAWA. Byłem również nagrodzony zespołową nagroda Rektora 

Uniwersytetu Mikołaja Kopernika w Toruniu - III stopnia, za osiągnięcia uzyskane 

w dziedzinie naukowej w 2021 roku.  
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 Zdecydowana większość prac badawczych dotyczyła tematyki charakteryzacji 

koloidów oraz oznaczania pierwiastków. Kolejną tematyką było przeprowadzanie 

syntez, charakterystyki oraz wykonywania badań nad potencjalnymi aplikacjami 

nowych kompleksów na bazie jonów metali oraz białka. Koloidami, które wybrałem 

do badań, były polisacharydy: pektyny oraz chitozan oraz białka: beta-latoglobulina, 

alfa-laktoalbumina, laktoferyna oraz frakcji (αS1, β, κ) kazein. Pierwiastkami, które 

oznaczałem najczęściej, były kadm, miedz, cynk, srebro oraz krzem w różnych 

postaciach oraz formach. Technikami, które szczególnie często wykorzystywałem 

w swoich badaniach, były spektrometria mas z indukcyjnie sprzężoną plazmą oraz 

laserowa jonizacja/desorpcja wspomagana matrycą oraz technika asymetrycznego 

frakcjonowania w polu sił przepływu z detekcją wielokątowego rozproszenia światła.  
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Figure 1S. SEM images of Ag- α-LA composite on others magnificence (A-D). 

 

 

Figure 2S. SEM-EDX characterization of Ag- α-LA composite. 
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Figure 3S. Stability analysis of (A) APO α-LA, and (B) α-LA-Ag complexes. 

 

 

Figure 4S. Flexibility analysis of (A) APO α-LA, and (B) α-LA-Ag complexes. 
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Table 1S. Participation of amino acids of α-LA in interaction with silver cations at studied 

concentration of metal. 

 

 

 

  

Amino-acid 
α-LA-Ag+ number of 

binding sites 

α-LA-Ag+ percentage of 

binding sites 

GLU 77609 40.078 

ASP 98452 50.842 

CYS 157 0.081 

HIS 0 0.000 

TYR 667 0.344 

TRP 12 0.006 

PHE 795 0.411 

MET 188 0.097 

ARG 131 0.068 

LYS 15632 8.073 
 193643  
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