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Wykaz skrótów 

αS1- i αS2CN αS1- i αS2-kazeina 

αLA α-laktoalbumina 

βCN β-kazeina 

βLG β-laktoglobulina 

ΔGº Energia swobodna Gibbsa (ang. Gibbs Free Energy) 

κCN κ-kazeina 

AgNPs Nanocząstki srebra (ang. Silver Nanoparticle) 

BSA Albumina surowicy bydlęcej (ang. Bovine Serum Albumin) 

BSE Elektrony wstecznie rozproszone (ang. Back Scattered Electrons) 

CE Elektroforeza kapilarna (ang. Capillary Electrophoresis) 

CFU Jednostka tworząca kolonie (ang. Colony Forming Unit) 

DFT Teoria funkcjonałów gęstości (ang. Density Functional Theory) 

EDX Spektroskopia rentgenowska z dyspersją energii (ang. Energy 

Dispersive X-ray analysis) 

FTIR Spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera (ang. Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy) 

HRTEM Wysokorozdzielcza transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. High-

Resolution Transmission Electron Microscopy) 

ICP-MS Spektrometria mas sprzężona z plazmą wzbudzaną indukcyjnie (ang. 

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) 

IEC Chromatografia jonowymienna (ang. Ion-Exchange Chromatography) 

IG Immunoglobulina (ang. Immunoglobulin) 

μ-IMER Mikroprzepływowy immobilizowany reaktor enzymatyczny (ang. 

Microfluidic Immobilized Enzyme Reactor) 

JCR Baza Journal Citation Reports 

IP Model kinetyki dyfuzji wewnątrzcząsteczkowej (ang. Intra-Particle 

Diffusion model) 

LTF Laktoferyna (ang. Lactoferrin) 

MALDI-TOF MS Spektrometria mas z laserową jonizacją/desorpcją próbki wspomagana 

matrycą z analizatorem czasu przelotu (ang. Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization with Time-of-Flight Analyzer Mass 

Spectrometry) 
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MD Dokowanie molekularne (ang. Molecular Docking) 

MDs Analiza molekularna (ang. Molecular Dynamics) 

MIC Minimalne stężenie hamujące (ang. Minimal Inhibitory Concentration) 

pI Punkt izoelektryczny (ang. Isoelectric Point) 

PFO Model kinetyki pseudo-pierwszego rzędu (ang. Pseudo-First Order 

model) 

PMF Peptydowy odcisk palca (ang. Peptide Mass Fingerprint) 

PTMs Modyfikacje potranslacyjne (ang. Post-translational Modifications) 

PSO Model kinetyki pseudo-drugiego rzędu (ang. Pseudo-Second Order 

model 

QM Obliczenia mechaniki kwantowej (ang. Quantum Mechanics) 

RP-HPLC Wysokosprawna chromatografia cieczowa w układzie odwróconych faz 

(ang. Reversed Phase – High Performance Liquid Chromatography) 

SAED Obraz dyfrakcyjny z wybranego obszaru próbki (ang. Selected Area 

Electron Diffraction) 

SC Pokrycie sekwencji (ang. Sequence Coverage) 

SE Elektrony wtórne (ang. Secondary Electrons) 

SEC Chromatografia wykluczania (ang. Size-Exclusion Chromatography) 

SEM Skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron 

Microscope) 

TEM Transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron 

Microscope) 

UV-Vis Spektroskopia w nadfiolecie i świetle widzialnym (ang. Ultraviolet-

Visible Spectroscopy) 

WPC Koncentrat białka serwatkowego (ang. Whey Protein Concentration) 

WPI Izolat białka serwatkowego (ang. Whey Protein Isolate) 

XRD Dyfrakcja rentgenowska (ang. X-ray Diffraction) 

ZP Potencjał zeta (ang. Zeta Potential) 
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1. Wprowadzenie 

Podstawowym budulcem wszystkich organizmów żywych są białka. Stanowią one 

podstawowe strukturalne i funkcjonalne składniki komórek obecnych w naszym organizmie. 

Są one niezbędne w prawidłowym procesie wzrostu, podczas regeneracji komórek, tkanek czy 

całych narządów. Wykorzystanie metod proteomicznych do badań klinicznych otwiera 

możliwość identyfikacji nowych biomarkerów i nowych celów terapeutycznych w diagnostyce 

oraz w leczeniu chorób cywilizacyjnych w tym nowotworowych [1]. 

Szeroki zakres aktywności odżywczych, funkcjonalnych oraz biologicznych wykazują 

białka mleka. Wśród nich białka kazeiny (CN) stanowią około 80% frakcji, które uzupełniają 

białka serwatkowe (około 20% frakcji). Ze względu na strukturę i pełnione funkcje wśród 

kazein można wyróżnić trzy frakcje: αS1- i αS2, β-, κ-CN [2]. Kazeina jest podstawowym 

materiałem budulcowym do tworzenia hemoglobiny i białek osocza krwi. Ponadto stymuluje 

proliferację limfocytów i aktywuje makrofagi. Specyfiką tych białek jest obecność wiązania  

z grupą fosforanową, która ma istotny wpływ na możliwość tworzenia wiązań z metalami.  

Z kolei wśród białek serwatkowych, dominującym białkiem stanowiącym około 50–60% jest 

β-laktoglobulina (βLG). Jej biologiczna rola nie jest do końca poznana, jednak uważa się, że 

pełni ona rolę transportową, zwłaszcza odporności biernej u noworodka, a także w regulacji 

metabolizmu fosforu w gruczole mlekowym [3]. Należy nadmienić, iż białka serwatkowe 

uzyskiwane są jako odpad przy produkcji serów. Jednak zarówno serwatka jak i mleko są 

bogatym źródłem biologicznie aktywnych białek. 

Znaczącą kwestią badawczą jest fakt, iż wprowadzenie centrum metalicznego, m.in. na 

zasadach teorii Lewisa (jonu metalu) do białka może poprawić różnorodność chemiczną, a tym 

samym specyficzność i biodostępność. Obecnie, badanie i zrozumienie oddziaływań pomiędzy 

metalami, a biomolekułami takimi jak białka stanowi jedno z najważniejszych zagadnień, które 

budzi coraz większe zainteresowanie. Jony metali są niezwykle ważnym składnikiem wielu 

układów biologicznych i odgrywają fundamentalną rolę w funkcji wielu białek.  

Pierwiastkiem często wykorzystywanym w medycynie jest cynk. Odgrywa on 

fundamentalną rolę w ogólnym funkcjonowaniu wielu funkcji organizmu. Magazynowany jest 

głównie w erytrocytach i leukocytach, jednak znajduje się także w mięśniach, kościach i skórze. 

Jest on uznany za główny pierwiastek śladowy w procesie gojenia się ran z uwagi na jego udział 

w wielu różnych procesach komórkowych. Stąd też, bardzo ważne jest uzupełnianie 

niedoborów cynku. Główną formą, jaką przybiera cynk w środowisku komórkowym jest jego 

udział w metaloenzymach oraz jego zaangażowanie w stymulację wielu szlaków 
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enzymatycznych [4]. Najczęściej wykorzystywanym metalem o właściwościach 

terapeutycznych jest również srebro. Jego antybakteryjne właściwości są znane od wielu lat. 

Srebro wykazuje skuteczne działanie wobec szerokiego spektrum Gram dodatnich i Gram 

ujemnych bakterii czy grzybów [5]. Ponadto, dzięki rozwijającej się nanotechnologii możliwe 

jest wykorzystanie nanocząstek metali (np. nanocząstek srebra, AgNPs) jako środka 

przeciwdrobnoustrojowego. Właściwości nanocząstek srebra pozwalają na ich zastosowanie  

w medycynie i służbie zdrowia, gdzie mogą stanowić świetny preparat w leczeniu infekcji.  

W nanoskali materiał ten charakteryzuje się unikalnymi właściwościami elektrycznymi, 

optycznymi i katalitycznymi, co stało się inspiracją do diagnozowania, wykrywania  

i obrazowania oraz ukierunkowania badań na bezpośrednie podawanie leków [6]. 

Okazuje się, że wolne jony metali cynku i srebra mogą wykazywać właściwości 

toksyczne, jednakże w połączeniu z układami takimi jak białka efekt cytotoksyczności zostaje 

wyeliminowany. Natura wiązania jonów metali z białkami nadal nie jest do końca poznana  

i wymaga wdrażania szczegółowych badań poznania mechanizmu działania. Dzięki 

właściwościom przeciwdrobnoustrojowym takich nanokompozytów, badania tego typu 

stwarzają możliwość pogłębienia badań aplikacyjnych nad suplementacją czy też regeneracją 

trudno gojących się ran. Ten drugi efekt stanowi bardzo poważny problem terapeutyczny. 

Biorąc pod uwagę wyżej przedstawione problemy badawcze przedmiotem niniejszej 

rozprawy doktorskiej było zbadanie mechanizmów wiązania jonów cynku i srebra do układów 

biokoloidalnych takich jak białka. Wynikiem takiego połączenia było uzyskanie 

metalokompleksów, a także w przypadku immobilizacji jonów srebra powstanie nanocząstek 

srebra. Połączenia typu metalokompleks wraz z jednoczesnym otrzymaniem nanocząstek 

określane jest mianem nanokompleksu/nanokompozytu. Źródłem biologicznie aktywnych 

białek było mleko (białka frakcji kazeinowych (CN) – αS1-, β-, κ-CN) oraz serwatka (białko β-

laktoglobulina, βLG). Za podstawę powstającej pracy doktorskiej przyjęto interdyscyplinarne 

podejście oparte na chemii, biochemii, mikrobiologii i nanotechnologii. Zastosowanie metod 

instrumentalnych umożliwiło opisanie procesu wiązania jonów metali do aktywnych grup 

funkcyjnych białek oraz mechanizmu tworzenia się nanokompozytów, uwzględniając zmiany 

na poziomie strukturalnym oraz morfologicznym badanych układów. Dodatkowo, 

wykorzystano modelowanie molekularne oraz obliczenia kwantowo-mechaniczne, które 

wzbogaciły i ułatwiły interpretację zachodzących zjawisk w badanych układach metal-białko. 

Stanowić to może podstawę uzyskania potencjalnego preparatu przeciwbakteryjnego  

w leczeniu trudno gojących ran. Ponadto, zbadane zostały właściwości 

przeciwdrobnoustrojowe uzyskanych kompleksów. Zwieńczeniem badań były studia 
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aplikacyjne z wykorzystaniem modelu zwierzęcego (myszy) mające określić wpływ działania 

kompleksów na proces terapeutyczny (gojenie się ran). 

Dysertacja oparta jest na publikacjach naukowych opublikowanych  

w specjalistycznych czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation Reports (JCR): 

[P1] A. Rodzik, P. Pomastowski, V. Railean-Plugaru, B. Buszewski, Hybrydowe układy metal-

białko w ujęciu serwatkowym, Analityka: nauka i praktyka, 2021, 2, 4-12. PM = 20 

[P2] B. Buszewski, A. Rodzik, V. Railean-Plugaru, M. Sprynskyy, P. Pomastowski, A study of 

zinc ions immobilization by β-lactoglobulin, Colloids and Surfaces A, 2020, 591, 1-13, doi: 

10.1016/j.colsurfa.2020.124443. IF = 5,518; PM = 70 

[P3] A. Rodzik, P. Pomastowski, V. Railean-Plugaru, M. Sprynskyy, B. Buszewski, The study 

of zinc ions binding to αS1-, β-, κ-casein, International Journal of Molecular Sciences, 2020, 

21(21), 1-18, doi: 10.3390/ijms21218096. IF = 6,208; PM = 140  

[P4] A. Rodzik, A. Król-Górniak, V. Railean, M. Sugajski, A. Gołębiowski, D. S. Horne, B. 

Michalke, M. Sprynskyy, P. Pomastowski, B. Buszewski, Study on zinc ions binding to the 

individual casein fractions αS1-, β- and κ-casein, Journal of Molecular Structure, 2023, 1272, 

doi: 10.1016/j.molstruc.2022.134251. IF = 3,841; PM = 70 

[P5] A. Rodzik, V. Railean, P. Pomastowski, B. Buszewski, M. Szumski, Immobilized enzyme 

microreactors for efficient analysis of tryptic peptides in β-casein and β-lactoglobulin, 

Scientific Reports, Submission ID 5d953fac-cd31-4150-9da3-e4e688f203eb. IF = 4,996; PM 

= 140 

[P6] A. Rodzik, V. Railean, P. Pomastowski, P. Žuvela, M. W. Wong, M. Sprynskyy,  

B. Buszewski Study on silver ions binding to β-lactoglobulin, Biophysical Chemistry, 2022, 

291, doi: 10.1016/j.bpc.2022.106897. IF = 3,628; PM = 70  

[P7] A. Rodzik, V. Railean, P. Pomastowski, P. Žuvela, M. W. Wong, B. Buszewski, The 

influence of zinc ions concentration on β-lactoglobulin structure – physicochemical properties 

of Zn–β-lactoglobulin complexes, Journal of Molecular Structure, 2022, 1268, 1-10, doi: 

10.1016/j.molstruc.2022.133745. IF = 3,841; PM = 70 

[P8] A. Rodzik, P. Pomastowski, M. Buszewska-Forajta, V. Railean, A. Gołębiowski,  

B. Buszewski, K. Niedojadło, K. Rafińska, Metal-protein action for the wound healing process 

using murine model C57BL/6J mouse, Scientific Reports, Submission ID 15404681-edaf-4c74-

885f-ae8688b6dbd7. IF = 4,996; PM = 140 

 

IF – impact factor, PM – punkty ministerialne 
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2. Cel badawczy 

Nadrzędnym celem prowadzonych badań w ramach rozprawy doktorskiej było 

poznanie mechanizmów tworzenia się nanokompozytów metali w wyniku przeprowadzenia 

syntezy jonów cynku oraz srebra z białkiem serwatkowym β-laktoglobuliną (βLG) oraz jonów 

cynku z białkami mleka – αS1-, β-, κ-kazeinami (αS1CN, βCN, κ-CN). Uzyskane 

nanokompozyty poddane zostały fizykochemicznej charakterystyce wykorzystując bogate 

instrumentarium badawcze. Określona została także aktywność biologiczna nanokompozytów 

wobec patogennych szczepów opornych na antybiotyki. Ponadto przeprowadzone zostały 

badania aplikacyjne wykorzystując model zwierzęcy (myszy). 

Cele szczegółowe zrealizowano poprzez: 

1. Syntezę/immobilizację jonów cynku oraz srebra przez białka mleka i białka 

serwatkowe: 

i. Kinetyczne i izotermiczne badania immobilizacji jonów cynku i srebra  

w oparciu o metodę sorpcji wsadowej. 

2. Fizykochemiczną charakterystykę powstałych indywiduów przy wykorzystaniu 

całego spektrum technik instrumentalnych. 

3. Opis mechanizmu immobilizacji jonów cynku i srebra do badanych białek oraz 

tworzenie nanocząstek srebra tworzących układ hybrydowy AgβLG/AgNPsβLG: 

i. Modelowanie molekularne pozwalające na modelowanie otrzymanych 

struktur; 

ii. Obliczenia teorii funkcjonałów gęstości wskazujące miejsca wiązania. 

4. Określenie aktywności biologicznej otrzymanych nanokompozytów: 

i. Pilotażowe badanie aktywności przeciwdrobnoustrojowej otrzymanych 

preparatów wobec szczepów o znaczeniu klinicznym; 

ii. Oznaczenie jednostek tworzących kolonię (CFU) i określenie ich dla 

wszystkich komórek bakteryjnych jako procentu żywych komórek  

w porównaniu z próbą kontrolną (hodowla bez obróbki). 

5. Badania aplikacyjne/farmakologiczne otrzymanych nanokompozytów: 

i. Proces gojenia się rany przy wykorzystaniu modelu zwierzęcego (myszy). 

Powyższe zadania zrealizowane zostały poprzez zastosowanie następujących technik 

fizykochemicznych: 

- Spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera (FTIR); 
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- Spektroskopia Ramana; 

- Spektroskopia UV-Vis; 

- Spektrofluorymetria; 

- Skaningowa i transmisyjna mikroskopia elektronowa (SEM, TEM); 

- Dyfrakcja rentgenowska (XRD); 

- Spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzężonej (ICP-MS); 

- Spektrometria mas z jonizacją/desorpcją laserową wspomaganą matrycą oraz analizatorem 

czasu przelotu (MALDI-TOF MS); 

- Elektroforetyczne techniki separacyjne. 
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3. Problem badawczy 

3.1. Białka 

Do najliczniejszych związków organicznych w systemach żywych należą białka. Są one 

bardzo zróżnicowane zarówno pod względem struktury, jak i funkcji w porównaniu do innych 

makrocząsteczek. Decydują one nie tylko o strukturze układu, prawidłowym funkcjonowaniu  

i rozwoju organizmów żywych, lecz również kontrolują każdy proces komórkowy, w tym 

procesy replikacji DNA i transkrypcji RNA, translacji i splicingu [7]. Ze względu na szeroki 

zakres właściwości biologicznych białek, powstała nowa dziedzina nauki jaką jest proteomika, 

która wykorzystuje je do opisu stanu organizmu. Nauka ta dotyczy badania białek, czasowej 

ekspresji i określania biologicznych struktur, funkcji i wzajemnych oddziaływań. Ze względu 

na modyfikacje jakim ulegają białka ich liczba jest znacznie większa niż liczba kodujących je 

genów. Stąd też, celem proteomiki jest generowanie profili białkowych, porównywanie ich  

i wykrywanie różnic między nimi [7], [8]. 

Badania białek wymuszają zastosowanie szeregu technik analitycznych o wysokiej 

selektywności, rozdzielczości i czułości. Zastosowanie analizy proteomicznej umożliwia 

relatywnie szybkie poszukiwanie nowych biomarkerów nowotworowych, których 

zastosowanie w przyszłości pozwoli na wykorzystanie ich zarówno do badań przesiewowych, 

jak i prognozowania choroby. Za sprawą proteomiki możliwe jest pełniejsze zrozumienie 

mechanizmów chorób, ułatwienie rozwoju nowych leków i szczepionek oraz szczegółowe 

badanie patogenów [8]. 

Z chemicznego punktu widzenia, białka są liniowymi polimerami/organicznymi 

makrocząsteczkami w układach żywych składającymi się z aminokwasów połączonych ze sobą 

wiązaniami peptydowymi (Rys. 1). Mogą przyjmować one ściśle określoną konformację 

przestrzenną, stąd też można wśród nich wyróżnić strukturę pierwszorzędową, drugorzędową, 

trzeciorzędową oraz czwartorzędową. Struktura pierwszorzędowa zawiera ściśle określoną 

sekwencję aminokwasową i jej oznaczenie jest bardzo ważne chociażby ze względu na 

wyjaśnienie mechanizmu działania białka np. mechanizm katalityczny enzymu czy też 

określenie zmiany sekwencji aminokwasowej będącej przyczyną nieprawidłowego 

funkcjonowania lub choroby organizmu np. Alzheimer [9], Parkinson [10], mukowiscydoza 

[11]. W związku z tym, iż utworzone łańcuchy polimerowe mogą zwijać się w regularne 

struktury typu α-helisy i β-harmonijki powstaje struktura drugorzędowa. Indywidualne 

jednostki struktury drugorzędowej w przypadku silnego skręcenia lub wygięcia prowadzą do 

uzyskania struktury trzeciorzędowej. W skutek połączenia się kilku łańcuchów o konformacji 
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przestrzennej mamy do czynienia z uzyskaniem struktury supramolekularnej, która jest 

strukturą czwartorzędową. Powszechnie występuje dwadzieścia aminokwasów zbudowanych 

jedynie z izomerów L, których łańcuchy boczne różnią się wielkością, kształtem, ładunkiem 

elektrycznym, zdolnością do tworzenia wiązań wodorowych, hydrofobowych, hydrofilowych, 

jonowych, kowalencyjnych oraz reaktywnością chemiczną [12]. W roztworze o obojętnym pH 

aminokwasy funkcjonują w formie zjonizowanej jako tzw. jony obojnacze to znaczy, że 

aminokwas w tej postaci ma protonowaną grupę aminową (–NH3
+) i zdeprotonowaną grupę 

karboksylową (–COO−). Przy zmianie pH następuje również zmiana stanu jonizacji 

aminokwasu, tak więc w roztworze kwaśnym grupa aminowa będzie protonowana (–NH3
+), 

natomiast grupa karboksylowa pozostanie niezjonizowana (–COOH). Podczas wzrostu pH 

grupa karboksylowa oddaje proton, a jej pKa jest zbliżone do wartości 2. W warunkach 

zasadowych proton jest tracony przez grupę aminową i występuje jako –NH2 (Rys. 1). Parametr 

pKa definiowany jest według następującego równania: 

𝑝𝐾𝑎 = −𝑙𝑜𝑔𝐾𝑎 = log⁡(
1

𝐾𝑎
)     (1) 

Gdzie wartości pKa są miarą siły kwasu w roztworze.  

 

Rys. 1. Struktura wiązania peptydowego, stan jonizacji aminokwasów w funkcji pH oraz zależność pH 

od punktu izoelektrycznego (pI) białka; na podstawie [13]. 

Z uwagi na złożoną strukturę i rozkład ładunku elektrycznego białek, mogą być one 

uznane za (bio)koloidy, gdyż ich unikalny ładunek elektryczny jest mocno uwarunkowany 

wartością pH. 
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3.1.1. Białka mleka i serwatki 

Mleko, którego skład i bogactwo oprócz powszechnie znanych faktów prozdrowotnych 

i odżywczych, nieustannie inspiruje do poszukiwania nowych, interesujących i ważnych 

wyzwań. Jest ono bowiem źródłem substancji biologicznie czynnych i zapasowych 

wpływających na procesy życiowe i prozdrowotne. Stanowi to kolejny argument za dokładnym 

poznaniem i opisaniem jego składu, właściwości oraz możliwości wykorzystania go jako 

surowca do otrzymywania nowych produktów i preparatów. Obejmuje ono całą gamę 

związków nieorganicznych (mikro- i makroelementy, sole itp.) oraz organicznych (substancje 

budulcowe i odżywcze, czyli: różnego rodzaju białka, tłuszcze, witaminy, cukry itp.). 

Wykorzystanie mleka jako źródła biologicznie aktywnych białek w sposób alternatywny 

doskonale wpisuje się także w ideę zrównoważonego rozwoju.  

Głównymi białkami mleka (około 75–80% v/v) są kazeiny (CN). Stanowią one 

największy składnik białkowy w większości mlek o znaczeniu przemysłowym. Kompleks 

kazeinowy dzieli się na trzy frakcje: αS1 i αS2 (alfa), β (beta) i κ (kappa) [14], [15]. Pozostałą 

część (około 20%) stanowi serwatka, która przez długi okres czasu była uważana wyłącznie za 

odpad przy produkcji sera. Obecnie stała się ona punktem zainteresowania naukowców  

z powodu zawartych w niej składników, gdyż poza dostarczaniem substancji odżywczych, 

pozwala zapobiegać chorobom i ich skutkom lub je łagodzić [16]. Białko serwatkowe składa 

się z różnych białek, w tym β-laktoglobuliny (βLG), α-laktoalbuminy (αLA), laktoferyny 

(LTF), immunoglobulin (IG), albuminy surowicy bydlęcej (BSA) [17].  

Kazeiny tworzą w połączeniu z fosforanem wapnia agregaty koloidalne zwane 

micelami. Kompleks micelarny stabilizowany jest przez siły van der Waalsa, oddziaływania 

hydrofobowe, wiązania wodorowe, stabilizację elektrostatyczną i steryczną [18]. Ponadto 

stabilizację miceli zapewniają właściwości fizykochemiczne, takie jak zdolność 

fosforylowanych reszt serynowych do wiązania się z jonami wapnia oraz amfifilowy charakter 

κCN, czyli frakcji, która jest glikozylowana i odpowiada za stabilizację miceli na powierzchni 

[19]. Szczególną cechą dla kazein jest występowanie wiązania z grupą fosforanową, co więcej, 

wszystkie łańcuchy polipeptydowe posiadają w swojej strukturze przynajmniej jedną z tych 

grup – do fosforylacji prowadzi unikalna sekwencja aminokwasów [20]. We wspomnianej 

sekwencji najpierw występuje seryna (Ser), po niej dowolny aminokwas, po czym ponownie 

kwas glutaminowy (Glu−) lub seryna. Ma to szczególnie istotny wpływ na możliwość tworzenia 

wiązań z metalami. Typowa micela składa się w 92% z αS1-,αS2-, β-, κ-kazeiny w stosunku 3: 

1: 3: 1, 8% związków nieorganicznych takich jak: wapń (2,87%), fosforany (2,89%), cytryniany 
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(0,4%) oraz niewielkie ilości sodu, magnezu i potasu [19]. Stabilność dyspersyjna zależności 

miceli kazeinowych związana jest z ich strukturą. Wśród wielu proponowanych modeli miceli 

można wyróżnić trzy główne: (1) model submiceli Slattery'ego i Evarda [21]; (2) model 

nanoklastrów Holta [22] oraz (3) model podwójnego wiązania zaproponowany przez Horne'a 

[23]. Niemniej jednak, dokładna stabilność miceli jest nadal przedmiotem dyskusji i wymaga 

dalszych badań w tym zakresie. 

Z kolei dominującym białkiem serwatkowym jest β-laktoglobulina (βLG) stanowiąca 

ponad 50% całkowitej zawartości białek serwatkowych, jednakże nie występuje w mleku 

ludzkim [24]. Jest ona niewielkim białkiem globularnym zaliczanym do rodziny lipokalin, 

składającym się ze 162 reszt aminokwasowych [25]. Stanowi źródło aminokwasów 

niezbędnych i rozgałęzionych, takich jak leucyna (Leu), izoleucyna (Ile) i walina (Val) [26].  

Z uwagi na znaczną obecność cysteiny (Cys), tryptofanu (Trp) i aminokwasów rozgałęzionych, 

możliwość wiązania różnych ligandów hydrofobowych (witamina A, kwasy tłuszczowe) oraz 

bioaktywnych peptydów, βLG ma doskonałe właściwości odżywcze [27], [28], [29]. Dlatego 

też, została wybrana jako białko modelowe w niniejszej pracy. Możliwość wiązania kwasów 

tłuszczowych przez βLG związana jest z kielichowatą strukturą tego białka, która składa się  

z ośmioniciowego, antyrównoległego arkusza β otoczonego przez cztery ruchome pętle 

regulujące dostęp do wnętrza β-baryłki, czyli kielicha [30]. Niemniej jednak niezależnie od 

wielu zalet, białko to uznawane jest za główny alergen mleka odpowiedzialny za jego działanie 

alergizujące, zwłaszcza wśród małych dzieci. Jednakże liczne badania prowadzone nad 

zmianami konformacyjnymi βLG przyczyniają się do zmian w pojawiającej się alergenności 

[31]. 

W metodach proteomicznych istnieje wiele różnych technik używanych do rozdzielania 

i charakteryzowania białek. W pracy przeglądowej pt.: Hybrydowe układy metal-białko  

w ujęciu serwatkowym [P1] skupiono się m.in. na omówieniu technik analitycznych 

stosowanych w badaniu białek. Techniki te oparte są na różnicach w rozpuszczalności, 

wielkości, ładunku, właściwościach adsorpcyjnych cząsteczek białek. Do najczęściej 

stosowanych technik rozdzielania białek należą metody membranowe, elektroforetyczne  

i chromatograficzne, które następnie mogą zostać zidentyfikowane za pomocą spektrometrii 

mas, a kolejno odpowiednio zinterpretowane. Wśród metod membranowych wyróżnić można 

mikrofiltrację, ultrafiltrację oraz nanofiltrację. Metody te różnią się między sobą i mogą być 

wykorzystywane do izolowania białek serwatkowych z rzeczywistych matryc w celu 

przygotowania koncentratu białek serwatkowych (WPC, ang. Whey Protein Concentration)  

i izolatu białek serwatkowych (WPI, ang. Whey Protein Isolate) oraz do rozdzielania przed 
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analizą. Druga grupa obejmuje zazwyczaj elektroforezę żelową w dwóch wariantach (postać 

natywna i denaturująca) oraz elektroforezę kapilarną (CE, ang. Capillary Electrophoresis). Do 

najbardziej zróżnicowanych technik należą techniki chromatograficzne, w których można 

wyróżnić chromatografię jonowymienną (IEC, ang. Ion-Exchange Chromatography), 

wykluczania (SEC, ang. Size-Exclusion Chromatography), cieczową w układzie odwróconych 

faz (RP-HPLC, ang. Reversed Phase – High Performance Liquid Chromatography). 

Przykładem wykorzystania sprzężonej techniki HPLC z detekcją spektrometryczną może być 

praca Pomastowskiego i in., w której opracowano szybką i selektywną metodę separacji frakcji 

kazeiny [32].  

Jedną z kluczowych cech fizykochemicznych białek (biokoloidów) jest ich ładunek, 

który związany jest ze wspomnianą wcześniej stałą dysocjacji pKa. Analiza wpływu pH na 

rozkład ładunków elektrycznych białek jest jednym z problemów badawczych. Dla białek  

i peptydów uwzględnia się siedem łańcuchów bocznych aminokwasów, które jonizują  

w zakresie pH od 1 do 14 – kwasów glutaminowego i asparaginowego (grupy karboksylowe), 

tyrozyny (grupa fenolowa), cysteiny (grupa tiolowa), histydyny (boczne łańcuchy 

imidazolowe), lizyny (grupa aminowa) oraz argininy (grupa guanidynowa) [33], [34]. Wartości 

pKa wszystkich naładowanych grup mogą służyć do obliczenia całkowitego ładunku cząsteczki 

w dowolnym pH lub do oszacowania punktu izoelektrycznego (pI, ang. Isoelectric Point), czyli 

pH, dla którego istnieje równowaga ładunków dodatnich i ujemnych, stąd całkowity ładunek 

netto cząsteczki jest równy zeru. W pH poniżej swojego pI białka posiadają ładunek dodatni,  

a powyżej swojego pI ich ładunek jest ujemny (Rys. 1). Wartości pI uzyskuje się m.in. poprzez 

pomiar potencjału zeta (ζ, ZP, ang. Zeta Potential) w funkcji pH i określając pH dla których 

wartości ZP przekraczają wartość 0. Na podstawie teorii elektrokinetycznej opisanej 

równaniem Smoluchowskiego potencjał zeta definiuje się jako potencjał elektrokinetyczny, 

pojawiający się na granicy pomiędzy jonami warstwy adsorpcyjnej, a wolnymi przeciwjonami 

warstwy dyfuzyjnej. ZP jest proporcjonalny do gęstości ładunku na powierzchni (bio)koloidu, 

który zależy od pH [35], [36]. Zatem wartość potencjału zeta będzie różna w zależności od pH 

oraz stężenia elektrolitu (Rys. 2). 

Przykładem wykorzystania pomiaru potencjału zeta oraz wyznaczenia punktu 

izoelektrycznego celem scharakteryzowania białek, mogą być prace A study of zinc ions 

immobilization by β-lactoglobulin [P2] oraz The study of zinc ions binding to αS1-, β- and κ-

casein [P3]. W niniejszych pracach potencjał zeta wyznaczono w funkcji różnego pH w czasie 

początkowym, po 1 h i po 5 h. Stwierdzono, że punkty izoelektryczne dla αS1CN, βCN, κCN  

i βLG wynoszą odpowiednio 4,80 ±0,72, 4,55 ±2,15, 4,40 ±0,28 i 4,60 ±0,20. Ładunki 
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powierzchniowe wszystkich badanych białek mieściły się w zakresie -35–32 mV. Ponadto 

zaobserwowano, że wraz ze wzrostem czasu zmienia się wartość potencjału zeta, a stabilność  

 

Rys. 2. Budowa koloidu. Zmiana potencjału powierzchniowego w funkcji odległości od powierzchni 

miceli; na podstawie [13]. 

białek zauważalna jest po t = 1 h i t = 5 h. Przy niskich wartościach pH ładunek powierzchniowy 

białek był dodatni, a potencjały zeta stawały się bardziej ujemne wraz ze wzrostem pH. W pracy 

Study on zinc ions binding to the individual casein fractions: αS1-, β- and κ- casein [P4] za 

pomocą potencjału zeta została zmierzona stabilność poszczególnych frakcji kazeinowych  

(αS1-, β-, κ-CN) z jonami jonów cynku w zakresie stężeń 1–600 mg/l (Rozdział 2.2.) Wychodzi 

się z założenia, że dla standardowych układów koloidalnych, stabilizowanych oddziaływaniami 

elektrostatycznymi, wartości potencjału zeta pomiędzy -30 mV a +30 mV wskazują na układ 

niestabilny [35]. Potencjał zeta dla αS1CN zarejestrowano w zakresie od  

-31,8 ±2,8 mV w wyniku dodania stężenia jonów cynku 1 mg/l do 17,3 ±1,7 dla stężenia jonów 

cynku 600 mg/l mV. Potencjał zeta βCN był najbardziej stabilny podczas kompleksowania  

w zakresie od 40 do 180 mg/l jonów Znaq
2+ (-25,9 ±1,86 do -27,9 ±3,0 mV), natomiast był 

niestabilny przy najniższym (1 mg/l) i najwyższym (600 mg/l) stężeniu cynku z ZP 

wynoszącymi odpowiednio -5,1 ±0,6 mV i -5,9 ±3,8 mV. Według wartości ZP mniejszą 

stabilność wykazywała forma κCN, której ZP wahał się od -12,5 ±1,1 mV przy najniższym (1 

mg/l) do -1,3 ±0,2 mV przy najwyższym stężeniu (600 mg/l) jonów Znaq
2+. Zjawisko to może 

być związane z właściwościami hydrofobowymi wszystkich trzech form kazeiny [37], [38]. 



19 

 

Ponadto na podstawie wyników eksperymentalnych stwierdzono, że w przypadku αS1CN i κCN 

dodatek jonów cynku nie wpłynął na trwałość tego białka. 

Kolejnym ważnym zagadnieniem w proteomice jest masa molekularna białek. Ze 

względu na to, że wiele białek może posiadać taką samą masę molekularną może nastąpić 

problem z prawidłową identyfikacją, co może być o wiele bardziej skomplikowane niż 

poznanie ludzkiego genomu i wymaga zastosowania współczesnych technik, które umożliwią 

poznanie ich składu. Rozwiązaniem może być pomiar mas molekularnych poszczególnych 

fragmentów danego białka, a nie jedynie całej sekwencji. Jedną z pierwszych metod 

identyfikacji białek była degradacja Edmana opracowana przez szwedzkiego naukowca w 1950 

r. [39]. Metoda ta polegała na kolejnym odrywaniu aminokwasów z N-końca peptydu białka  

i określeniu typu oderwanego aminokwasu aż do momentu dotarcia do C-końca łańcucha 

polipeptydowego. Niestety wadą takiego postępowania jest ograniczenie analizy łańcucha 

posiadającego więcej niż 60 aminokwasów oraz długi czas analizy [40]. Znacznie szybszą 

metodą analizy białek jest wprowadzona w latach 90-tych laserowa jonizacja/desorpcja próbki 

wspomagana matrycą z analizatorem czasu przelotu (MALDI-TOF MS, ang. Matrix Assisted 

Laser Desorption/Ionization with Time-of-Flight Analyzer Mass Spectrometry). Jonizacja typu 

MALDI stosowana w spektrometrach spowodowała znaczną rewolucję w procesie identyfikacji 

białek. Główną jej zaletą jest analiza białek o dużej masie cząsteczkowej, wysoka 

przepustowość oraz czułość, dokładność masy, a także zautomatyzowana analiza wielu próbek 

w krótkim czasie. Niemniej jednak, mimo skuteczności tego podejścia, do wad można zaliczyć 

stosunkowo skomplikowane przygotowanie próbek; nieprawidłowe przygotowanie próbek do 

analizy może prowadzić do krystalizacji matrycy/analitu co z kolei będzie miało silny wpływ 

na m.in. procesy desorpcji. Zautomatyzowanie procesu identyfikacji i możliwość połączenia 

spektrometru masowego z rozdzieleniem białek wykorzystując elektroforezę w żelu przyczynił 

się do znacznego rozwoju badań proteomicznych.  

W proteomice wykorzystuje się trzy główne strategie identyfikacji i charakterystyki 

białek metodami spektrometrycznymi. Są to strategie typu top-down, bottom-up i shotgun. 

Strategia top down polega na analizie białka natywnego (tzw. intact) bez przeprowadzania 

proteolizy za pomocą fragmentacji. Z kolei w podejściu typu bottom-up białka poddane są 

trawieniu proteolitycznemu (najczęściej trypsyną) do postaci peptydów przed analizą masy. 

Cały komplet mas peptydów tworzący sekwencję białka kształtuje jego unikalny identyfikator 

nazywany odciskiem palca (PMF, ang. Peptide Mass Fingerprint) będący wykorzystywany do 

prawidłowej identyfikacji. Za pomocą odpowiednich programów, na przykład ProFound czy 

MASCOT dokonuje się przeszukania baz danych białek, aby znaleźć białka, które trawione 
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tym samym enzymem ulegną rozpadowi na peptydy o tej samej masie cząsteczkowej.  

W przypadku strategii shotgun następuje bezpośrednie trawienie mieszaniny białek. Coraz 

lepsze rozpowszechnianie i udoskonalanie białkowych baz danych wpłynęło na dokładniejsze 

i głębsze analizy identyfikacji białek [40], [41]. 

Proteom mleka jest niezwykle złożony z powodu licznych modyfikacji 

potranslacyjnych (PTMs, ang. Post-translational Modifications) i procesów proteolitycznych. 

Kompozycja białek mleka charakteryzuje się dużą heterogennością z uwagi na liczne warianty 

genetyczne oraz izoformy o różnym stopniu modyfikacji potranslacyjnych, takich jak 

fosforylacja i glikozylacja głównie w kazeinach. Na przebieg fosforylacji wywierają wpływ 

różne czynniki, jak na przykład sekwencja białka, skuteczność enzymów kinazowych, 

ekspresja genu, dostępność substratu oraz dostęp do miejsca fosforylacji, które odpowiada za 

specyficzną konformację białka. Fosforylacja wpływa na stabilizację nano-klastrów fosforanu 

wapnia w micelach kazeiny. Micelarna struktura kazeiny daje mleku możliwość przenoszenia 

wapnia i fosforanów do organizmu noworodka. Identyfikacja i charakterystyka lokalizacji 

fosforylacji jest potrzebna do poznania sieci sygnalizacji białek mleka. Miejsca fosforylacji są 

źródłem informacji na temat funkcjonalnych zależności pomiędzy białkami sygnalizacyjnymi. 

Uwolnione podczas hydrolizy enzymatycznej peptydy wykazują specyficzne funkcje 

biologiczne, wynikające z ich działania i oddziaływań na poziomie komórkowym [42].  

Do identyfikacji PTMs najlepszym sposobem jest zastosowanie metody, która byłaby 

skuteczna, pozbawiona detergentów, zautomatyzowana oraz pozwalałaby na uniknięcie utraty 

próbki i zanieczyszczeń. Tradycyjne procedury trawienia w roztworze charakteryzują się 

długim czasem inkubacji, autolizą proteazy, czy też niską wydajnością procesu trawienia. 

Rozwiązaniem ułatwiającym prowadzenie badań proteomicznych jest zastosowanie 

immobilizowanych mikroreaktorów enzymatycznych (μ-IMER, ang. Microfluidic Immobilized 

Enzyme Reactor), w których enzymy są osadzone na stałym nośniku. Dzięki zastosowaniu μ-

IMER, można m.in. osiągnąć krótszy czas analizy, zwiększyć przepustowość próbek, a także 

wykorzystać μ-IMER ponownie. Ponadto metodą wzbogacania białek i peptydów 

specyficznych dla PTMs jest zastosowanie końcówek pipety ZipTip zawierających nośnik fazy 

C18. Analiza MS i MS/MS po takim przygotowaniu próbek pozwala na zwiększenie czułości 

podczas identyfikacji białek i wskazanie miejsc PTMs.  

W pracach [P2, P4] analiza MALDI-TOF MS pozwoliła na określenie profili 

molekularnych uzyskanych natywnych białek. Badanie to pozwoliło na scharakteryzowanie                                                                          

białek w ramach wstępnej analizy fizykochemicznej. Stwierdzono, że masy nienaruszonych 

izoform kazeiny wynoszą m/z 23 985,874 ±0,326 i 19 032,393 ±0,326 odpowiednio dla βCN  
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i κCN. Z kolei w przypadku αS1CN zaobserwowano dwa nakładające się na siebie sygnały. 

Sygnały te odpowiadają wartościom m/z 23 530,363 ±0,326 i 23 604,819 ±0,326. Zgodnie  

z danymi literaturowymi, zarejestrowane sygnały mogą pochodzić od różnych form 

genetycznych αS1CN. Masa βLG wyniosła 18 309 ±0,132 Da. Niewielkie różnice w masach 

βLG mogą być spowodowane obecnością modyfikacji potranslacyjnych [43] oraz zastosowaną 

metodą analityczną [44]. W badaniach własnych zaobserwowano, że βLG może występować 

w postaci dimerów [2M-H]+ lub nawet trimerów [3M-H]+, tetramerów [4M-H]+ lub 

pentamerów [5M-H]+, co jest zgodne z danymi literaturowymi [45], [46]. Ponadto w pracy 

Immobilized enzyme microreactors for efficient analysis of tryptic peptides in β-casein and β-

lactoglobulin [P5] skupiono się na opracowaniu szybkiej metody analitycznej do badania 

peptydów trawionych trypsyną dwóch modelowych białek (βCN, βLG). Zastosowano dwa 

podejścia trawienia białek: klasyczne trawienie białek w żelu oraz w immobilizowanym 

mikroreaktorze enzymatycznym wraz z wykorzystaniem końcówek pipety ZipTip 

zawierających złoże chromatograficznej fazy stacjonarnej. Użycie końcówek oceniono pod 

względem poprawy lub pogorszenia wyniku pokrycia sekwencji oraz zatężenia i oczyszczenia 

peptydów. Powstałe peptydy zostały zidentyfikowane poprzez zastosowanie oprogramowania 

BioTools z wykorzystaniem niestandardowych parametrów wyszukiwania: cysteina 

zmodyfikowana przez karbamidometylację, utlenianie i fosforylacje. Dzięki porównaniu 

wyników otrzymanych z różnych metod trawienia i technik przygotowania próbek zostało 

określone najbardziej preferowane podejście do osiągnięcia najwyższego pokrycia sekwencji. 

Taki wybór ma kluczowe znaczenie dla dokładnej identyfikacji białek pozwalając na 

kompleksowe zrozumienie białek βCN i βLG. Stwierdzono, że lepsze pokrycie sekwencji dla 

utleniania zostało wykazane przez μ-IMER (33% βCN; 65% βLG) w porównaniu do 

klasycznego trawienia w roztworze (20% βCN; 49% βLG). Wynika z tego, że μ-IMER 

dostarcza bardziej wydajnego środowiska do trawienia białek, co prowadzi do lepszego 

zrozumienia ich sekwencji. Co więcej, po zastosowaniu końcówek pipety ZipTip nastąpiła 

poprawa pokrycia sekwencji zarówno w klasycznym trawieniu w roztworze (26% βCN; 60% 

βLG), jak i μ-IMER (41% βCN; 80% βLG). Zatem końcówki pipety ZipTip umożliwiają 

zwiększenie możliwości wykrywania i analizy procesu pokrycia sekwencji. Ponadto dla obu 

białek zidentyfikowano fosforylacje – kluczowe modyfikacje potranslacyjne w funkcji białka. 

Nie wykryto fosforylacji w białku βCN przy zastosowaniu klasycznej metody trawienia  

w roztworze jednak po zastosowaniu końcówek pipety ZipTip pokrycie sekwencji wzrosło do 

27%. Stosując μ-IMER pokrycie sekwencji było jeszcze wyższe (30%), a w układzie μ-IMER–

ZipTip wyniosło 33%. Z kolei w przypadku βLG użycie ZipTip pozwoliło wykryć wyższy 
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odsetek zmodyfikowanych peptydów zarówno w przypadku trawienia klasycznego (79%) jak 

i μ-IMER (79%). Powyższe wyniki wskazują, że zastosowanie końcówek pipety ZipTip, 

szczególnie w połączeniu z μ-IMER zapewniają bardziej efektywną metodę pokrycia sekwencji 

białek i analizy modyfikacji potranslacyjnych.  
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3.2. Wiązanie białek z metalami 

Białka będące biomolekułami nie istniałyby bez jonów metali, które nadają im całe 

spektrum nowych właściwości biologicznych [47]. Połączenia takie stwarzają nowe 

perspektywy ich zastosowania w przemyśle farmaceutycznym, kosmetycznym, medycynie czy 

technologii żywienia. Mogą zatem poprawić komfort i jakość życia człowieka. Z drugiej strony, 

dla chemików-analityków są prawdziwym wyzwaniem związanym ze zrozumieniem 

mechanizmów tworzenia oddziaływań tego typu. W pracy przeglądowej [P1] szerzej został 

opisany problem oddziaływania metali z białkami serwatkowymi. Otrzymanie biologicznie 

aktywnych kompleksów białko-metal pełni rolę doskonałego narzędzia do określenia ich 

wpływu na metabolizm badanego organizmu. Zmiany wywołane oddziaływaniami z metalami 

są wynikiem tworzenia nowych miejsc wiążących (decydują o oddziaływaniach białka z innymi 

ligandami), zmianami zachodzącymi w strukturze białka, grupami oddziałującymi 

umożliwiającymi badanie charakteru oraz siły oddziaływania, a także agregacji białka. 

Wynikiem oddziaływań metal-białko mogą być metaloproteiny, metalokompleksy, nanocząstki 

oraz nanokompozyty co zostało przedstawione na Rys. 3. 

 

Rys. 3. Konsekwencje oddziaływań metal-białko; na podstawie [48]. 
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Metaloproteiny powstają głównie poprzez tworzenie wiązań koordynacyjnych 

pomiędzy jonami metali, a grupami funkcyjnymi aminokwasów, chociażby grupami 

karboksylowymi, wpisując się tym samym w strukturę białka. Z kolei metalokompleks jest 

sztucznym układem zbudowanym ze słabych oddziaływań, takich jak oddziaływania 

elektrostatyczne, wiązanie wodorowe, siły Wan der Waalsa czy wiązania typu donor-akceptor. 

Oddziaływania pomiędzy białkami, a jonami metali mogą prowadzić do powstania 

nanocząstek, czyli struktur o wymiarach w zakresie 1–100 nm. Natomiast powstały układ 

składający się z utworzonego metalokompleksu i nanocząstek może tworzyć nanokompleks/ 

nanokompozyt. 

Wśród nieorganicznych kofaktorów w układach biologicznych, które ułatwiają różne 

funkcje białek i ich kompleksów, najbardziej rozpowszechnione są metale d-elektronowe [49]. 

Specyficzne miejsca wiązania metali znajdują się nie tylko w białkach, ale także w cząsteczkach 

DNA i RNA, które są ważne dla ich struktury i funkcji [50]. Zmiany w organizmie 

spowodowane brakiem pewnych jonów metali mogą prowadzić do chorób związanych m.in.  

z niedokrwistością złośliwą (niedobór żelaza), opóźnieniem wzrostu (niedobór cynku), 

chorobami serca (niedobór miedzi) [51].  

Jednym z najobficiej występujących w organizmach żywych metali przejściowych jest 

cynk. Cynk to pierwiastek chemiczny usytuowany w IV okresie i XII grupie układu okresowego 

o liczbie atomowej 30. Ma on wypełnioną powłokę d-elektronową (4s23d10) i tym samym 

wykazuje brak energii stabilizacji pola ligandu i związanych z tym preferencji 

stereochemicznych. Stąd też liczba koordynacyjna i geometria kompleksów cynku określane 

są głównie przez promień jonu metalu i koordynujących atomów lub jonów liganda stąd jego 

aquakompleksy cechują się dość elastyczną geometrią koordynacji. W szeregu 

elektrochemicznym cynk występuje nad wodorem – jego wartość potencjału wynosi -76 V, stąd 

jego skłonność do utleniania [52]. 

Specjację cynku można najlepiej zrozumieć przy pomocy diagramu Pourbaix. Diagram 

ten pokazuje formy chemiczne jako funkcję wzorcowego potencjału redoks i wartości pH. Na 

podstawie diagramu wiemy, że w całym zakresie potencjałów redoks i wartości pH w biologii 

cynk jest obecny jako uwodniony na drugim stopniu utlenienia – Zn(II)(aq) wykazując 

właściwości obojętne. W środowisku kwaśnym występuje jako aquakompleks, natomiast  

w środowisku zasadowym pojawia się w postaci wodorotlenku w wyniku hydroksylacji [52]. 

Cynk jest konieczny do syntezy kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA) i replikacji, tym 

samym jest niezbędny do wzrostu. Bierze on także udział w homeostazie poprzez czynny udział 

w oddziaływaniu z płytkami krwi, jest także potrzebny do produkcji przeciwciał  
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i prawidłowego funkcjonowania komórek odpornościowych. Odgrywa główną rolę  

w proliferacji komórek zapalnych i moduluje zapalenie skóry, przyczynia się także do 

hamowania wzrostu bakterii [4]. 

Biologicznie aktywne cząsteczki, jak na przykład aminokwasy, peptydy, białka, 

węglowodany, nukleotydy, DNA, RNA czy witaminy posiadają atomy, które służą jako donory 

pary elektronowej dla koordynacji metali. Zatem są potencjalnymi ligandami do łączenia się  

z jonami metali. Według danych literaturowych, chemia koordynacyjna cynku w białkach  

i peptydach dotyczy donorów azotu, tlenu i siarki łańcuchów bocznych histydyny (His), kwasu 

glutaminowego (Glu−), kwasu asparaginowego (Asp−) oraz cysteiny (Cys) [52]. 

Innym metalem i jednym z najwcześniej poznanych jest srebro, które znalazło szerokie 

zastosowanie w medycynie. We wczesnych latach XIX wieku lekarze zszywali rany 

chirurgiczne srebrnymi drucikami, z kolei podczas I wojny światowej na rany żołnierzy 

nakładano opatrunki ze srebrem, aby zapobiec infekcjom i ułatwić gojenie. Srebro koloidalne 

znalazło szerokie zastosowanie na początku XX wieku w praktyce medycznej jako środek 

bakteriobójczy w szpitalach, niestety stracił na popularności w erze antybiotyków. Związki 

koordynacyjne Ag(I) ze względu na swoje niezwykłe właściwości biologiczne zostały uznane 

za obiecujące terapeutyki, gdyż wykazują aktywność przeciwbakteryjną, przeciwgrzybiczną, 

przeciwpasożytniczą, przeciwnowotworową, co zostało potwierdzone w dużej liczbie badań.  

Srebro jest metalem przejściowym należącym do grupy metali szlachetnych. W układzie 

okresowym jest ono umieszczone w V okresie i XI grupie. Jego liczba atomowa wynosi 47,  

a konfiguracja elektronowa to [Kr] 4d105s1. Srebro jako metal nie jest rozpuszczalne w wodzie, 

natomiast rozpuszcza się w swojej formie kationowej. Jego forma metaliczna i większość jego 

związków nieorganicznych może jonizować i uwalniać biologicznie aktywne Agaq
+  

w obecności wody i utleniacza. Standardowy potencjał redukcyjny dla pary Ag/Ag+ wynosi 

0,7994 V przy pH poniżej 6, lecz przy wyższym pH jest on nieco niższy, ponieważ zaczyna się 

tworzyć Ag2O, [53]. Przyszłość metali w medycynie wydaje się być ściśle związana z ich 

formami nanometrycznymi [53]. Inną formą srebra są nanocząstki srebra, powszechnie 

stosowane w medycynie jako alternatywa dla standardowych antybiotyków. Nanotechnologia 

wykazuje bowiem niesamowity potencjał zarówno w zastosowaniach terapeutycznych, jak  

i diagnostycznych. Nanomateriały mogą być wykorzystywane jako leki, nośniki, sondy, środki 

kontrastowe do obrazowania, biosensory. Nie ma dowodów na to, że srebro jest trucizną dla 

człowieka, niemniej jego stężenie po dłuższym czasie ekspozycji może narastać w tkankach 

organizmu i tym samym prowadzić do niepożądanych skutków. Negatywne działanie jonów  

i nanocząstek srebra na zdrowie człowieka jest jednak stale oceniane i raportowane. Kiedy jony 
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srebra zostaną zgromadzone w tkankach ciała, szczególnie w skórze, mogą być one 

zredukowane do nanocząstek metalu poprzez procesy wynikające z działania światła 

słonecznego oraz innych reduktorów lub też wytrącić się w postaci nierozpuszczalnych 

ciemnych siarczków i selenków, tym samym barwiąc skórę w różnych odcieniach szaro-

niebieskiego. Takie przebarwienia mogą być wywołane przez długotrwałe wdychanie i/lub 

spożycie związków srebra, jednak uważane są one za stan jedynie kosmetyczny, gdyż nie 

wywołują żadnych toksycznych skutków w organizmie. Jony srebra mają silne powinowactwo 

do białek eliminują tym samym działanie toksyczne [53], [54]. 

W pracach A study of zinc ions immobilization by β-lactoglobulin [P2], The study of zinc 

ions binding to αS1-, β-, κ-casein [P3], Study on zinc ions binding to the individual casein 

fractions αS1-, β- and κ-casein [P4], Study on silver ions binding to β-lactoglobulin [P6], The 

influence of zinc ions concentration on β-lactoglobulin structure – physicochemical properties 

of Zn–β-lactoglobulin complexes [P7] podjętym problemem naukowym było uzyskanie 

nanokompozytów na bazie βLG z jonami cynku i srebra oraz poszczególnych frakcji 

kazeinowych (αS1-, β-, κ-CN) z jonami cynku. 
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3.2.1. Immobilizacja jonów metali do białek i charakterystyka wiązania 

Do opisu natury procesów dotyczących mechanizmów wiązania jonów przez aktywne 

grupy funkcyjne biokoloidów (białek) stosuje się klasyczne założenia modeli kinetycznych. 

Adsorpcja jest procesem, w którym następuje przyleganie lub wiązanie jonów i cząsteczek na 

powierzchni materiału stałego. W tym przypadku materiał zgromadzony na interfejsie jest 

adsorbatem, a powierzchnia ciała stałego jest adsorbentem. Z kolei biosorpcja jest podkategorią 

adsorpcji, w której sorbentem jest matryca biologiczna [55]. Podczas adsorpcji biorą udział dwa 

główne procesy: fizyczny (sorpcja fizyczna) lub chemiczny (chemisorpcja). Adsorpcja fizyczna 

jest wynikiem słabych sił przyciągania (van der Waalsa), natomiast chemisorpcja obejmuje 

utworzenie silnego wiązania pomiędzy substancją rozpuszczoną, a adsorbentem, które polega 

na przeniesieniu elektronów [56]. Kinetyka adsorpcji jest jednym z głównych czynników, który 

musi być zrozumiany przed zastosowaniem jakiegokolwiek adsorbentu. W każdym procesie 

adsorpcji stosuje się liniową lub nieliniową analizę kinetyki [56]. Kinetyka adsorpcji zajmuje 

się badaniem szybkości procesu adsorpcji, która pozwala określić etap kontrolny i mechanizm 

procesu adsorpcji. Do badania szybkości i mechanizmu procesu adsorpcji najczęściej 

stosowane są modele kinetyki zerowego rzędu (równanie 2), pierwszego rzędu (równanie 3), 

pseudo-pierwszego rzędu (PFO, ang. Pseudo-First Order, (równanie 4)), pseudo-drugiego 

rzędu (PSO, ang. Pseudo-Second Order, (równanie 5)) oraz kinetyki dyfuzji 

wewnątrzcząsteczkowej (IP, ang. Intra-Particle Diffusion model, (równanie 6)) 

zaprezentowane poniżej: 

𝐶 = ⁡𝐶0 − 𝑘0𝑡       (2) 

𝐶 = 𝐶0𝑒
−𝑘1𝑡       (3) 

𝑞𝑡 = 𝑞𝑒(1 − 𝑒−𝑘1𝑡)      (4) 

𝑞𝑡 =
𝑞𝑒
2𝑘2𝑡

1+𝑞𝑒𝑘2𝑡
       (5) 

𝑞𝑡 = 𝐴 + 𝐾𝑖𝑝𝑡
0.5      (6) 

Gdzie: C – stężenie substancji rozpuszczonej w roztworze wodnym przez określony czas [mg/l]; C0 – 

początkowe stężenie substancji rozpuszczonej w roztworze wodnym [mg/l]; k0 – stała szybkości 

adsorpcji [(mg/l)/min], t – czas trwania adsorpcji [min]; k1 – stała szybkości kinetyki sorpcji 

pierwszego/pseudo-pierwszego rzędu [1/min]; qt – ilość adsorbatu zaadsorbowanego w czasie (mg/g); 

qe – pojemność adsorpcyjna w stanie równowagi [mg/g]; k2 – stała szybkości kinetyki sorpcji pseudo 

drugiego rzędu [(g/mg)/min]; A – stała określająca grubość dyfuzji warstwy granicznej lub adsorpcji na 

powierzchni zewnętrznej [mg/g]; Kip – stała szybkości dyfuzji [mg/g min0,5]. 
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O wyborze modelu kinetycznego decyduje m.in. charakter biosorbentu, warunki 

doświadczenia i rodzaj sorbatu. Opis kinetyki adsorpcji ze względu na złożoność 

mechanizmów sorpcyjnych bywa skomplikowany. Uwzględniając to, z reguły analiza 

przebiegu adsorpcji polega na wyznaczeniu stałych kinetyki dla poszczególnych odcinków 

czasowych charakteryzujących jednorodny przebieg procesu. Bywa, że określony model 

kinetyki zostaje przypisany jedynie do fragmentu z całości procesu sorpcji. Kinetyka zerowego 

rzędu (równanie 2) umożliwia opis reakcji charakteryzujących się liniowym spadkiem stężenia 

sorbatu w czasie reakcji.  Konfrontacja danych doświadczalnych z tym modelem stwarza 

możliwość określenia szybkości poszczególnych etapów procesu sorpcji wykazujących liniowy 

przebieg. W przypadku reakcji kinetycznej pierwszego rzędu (równanie 3) charakterystyczny 

jest liniowy spadek logarytmu naturalnego chwilowego stężenia substratu w czasie reakcji.  

Z kolei kinetyka PFO określana jest jako równanie szybkości Lagergrena (równanie 4). Zgodnie 

z tym modelem, różnica pomiędzy ilością zaadsorbowanych cząsteczek adsorbatu na 

adsorbencie w czasie równowagi adsorpcyjnej, a określonym czasem określa szybkość procesu 

adsorpcji [57]. Opisuje ona adsorpcję substancji rozpuszczonej na adsorbencie [56]. Kinetyka 

PSO znana jest jako równanie Ho i McKay (równanie 5). Z założenia, w modelu tym dzielenie 

się lub wymiana elektronów pomiędzy adsorbentem, a adsorbatem ma być etapem 

ograniczającym szybkość reakcji [57]. Szybkość adsorpcji substancji rozpuszczonej jest 

proporcjonalna do dostępnych miejsc na adsorbencie, a szybkość reakcji zależy od ilości 

substancji rozpuszczonej na powierzchni adsorbentu. 

Niezależnie od tego, że na model PSO mogą wpływać pH, wielkość dawki, rozmiar 

cząstek i temperatura to model ocenia wpływ obserwowalnych parametrów szybkości [56]. 

Dopasowanie mechanizmu adsorpcji z każdym z modeli jest określana przez współczynnik 

determinacji (R2). R2 pokazuje stopień zmienności zmiennej zależnej, która zostaje wyjaśniona 

przez wszystkie niezależne zmienne. Waha się od 0 do 1, przy czym wartości bliskie zeru 

wskazują na idealne dopasowanie [56]. Pomimo, że modele kinetyczne PFO i PSO stanowią 

dwa efektywne modele służące do określenia mechanizmu procesu adsorpcji, to jednak nie 

wyjaśniają one mechanizmu dyfuzji cząsteczek adsorbatu na adsorbencie. Właściwym 

modelem do badania procesu adsorpcji jest model dyfuzji wewnątrzcząsteczkowej (równanie 

6). Mechanizm dyfuzji adsorbatu na adsorbentach może być postrzegany przez model dyfuzji 

wewnątrzcząsteczkowej zaproponowany przez Webera i Morrisa [57]. Istnieją trzy etapy 

dyfuzji, które kontrolują przebieg kinetyki adsorpcji, są to mianowicie: (I) dyfuzja sorbatu  

z głębi roztworu do powierzchni sorbentu, (II) dyfuzja w warstwie granicznej oraz (III) dyfuzja 

w głąb struktury sorbentu (biokoloidu). 
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W pracach A study of zinc ions immobilization by β-lactoglobulin [P2], The study of zinc 

ions binding to αS1-, β- and κ-casein [P3] i Study on silver ions binding to β-lactoglobulin [P6] 

jednym z opisanych problemów naukowych było zastosowanie modeli kinetycznych: 

zerowego, pierwszego, pseudo-pierwszego, pseudo-drugiego rzędu oraz modelu 

wewnątrzcząsteczkowej dyfuzji Webera-Morrisa w celu określenia oddziaływań i procesów 

wiązania jonów cynku (Znaq
2+) i srebra (Agaq

+) do βLG oraz jonów Znaq
2+ do poszczególnych 

frakcji kazeinowych (αS1-, β-, κ-CN).  

Wyniki badań wykazały, że proces adsorpcji zarówno jonów cynku jak i srebra do βLG 

jest procesem heterogenicznym składającym się z trzech głównych etapów: (I) szybkiej sorpcji 

początkowej; (II) stopniowej sorpcji (w przypadku wiązania jonów Znaq
2+ do βLG wyróżniono 

dwa etapy stopniowej sorpcji); (III) równowagi sorpcyjnej. Dla etapu I prędkość sorpcji jonów 

Znaq
2+ i Agaq

+ była zdecydowanie najszybsza. Maksymalna skuteczność sorpcji i pojemność 

sorpcyjna wynosiły odpowiednio 69,55 ±0,37% i 8,16 ±0,04 mg/g dla jonów Znaq
2+ oraz 48,24 

±3,73% i 8,05 ±0,62 mg/g dla jonów Agaq
+. W przypadku zastosowania modelu 

wewnątrzcząsteczkowego Webera-Morrisa wyróżniono dwa etapy. Etap I może być przypisany 

efektom dyfuzyjnym warstwy granicznej lub zewnętrznemu procesowi sorpcji 

powierzchniowej, natomiast etap II wynika z wewnątrzcząsteczkowej dyfuzji jonów Znaq
2+ 

oraz jonów Agaq
+ zakończony równowagą sorpcyjną. Etap I w przypadku sorpcji jonów Agaq

+ 

dodatkowo może być związany z procesem redukcji stężenia jonów Agaq
+. 

Kinetyka procesu wiązania jonów cynku do frakcji kazeinowych różni się  

w porównaniu do βLG. Mianowicie, etapy I i II związane są z szybką sorpcją oraz kolejno  

z wolniejszą stopniową sorpcją wraz z osiągnięciem równowagi sorpcyjnej (etap III)  

w przypadku βCN i κCN. Inaczej proces adsorpcji wygląda w przypadku αS1CN. W etapie I 

następuje szybka sorpcja początkowa, po czym występuje stopniowa sorpcja (etap II) oraz 

pojawia się etap III z jeszcze wolniejszą sorpcją w porównaniu z etapem II bez osiągnięcia 

stanu równowagi. Maksymalne efektywności sorpcji i pojemności sorpcyjne dla αS1CN, βCN  

i κCN wynoszą 58,31 ±1,31% i 5,89 ±0,12 mg/g (αS1CN), 51,05 ±0,97% i 5,16 ±0,11 mg/g 

(βCN), 67,81 ±0,30% i 6,85 ±0,05 mg/g (κCN). Następnie, stopniowa sorpcja jonów Znaq
2+ 

powoduje ich dalszą dyfuzję wewnątrz struktury białka. Zastosowanie powyższych modeli  

w niniejszych pracach dostarczyło cennych informacji na temat mechanizmów biosorpcji  

i ujawniło złożony charakter procesu w każdym z badanych przypadków. 

Cennych informacji do oceny pojemności adsorpcyjnej adsorbentu dowiedzieć się 

można również dzięki modelom izotermy równowagi adsorpcyjnej. Izotermę przedstawia się 

jako wykres stosunku ilości zaadsorbowanego adsorbatu na jednostkę masy adsorbentu od 
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stężenia równowagowego adsorbatu pozostającego w roztworze. Znanych jest wiele modeli 

izoterm pozwalających opisać równowagową relację pomiędzy adsorbentem, a adsorbatem, 

takich jak modele izoterm Temkina, Sipsa, Freundlicha i Langmuira. Izotermy Freundlicha 

(równanie 7) i Langmuira (równanie 8) są powszechnie stosowanymi modelami 

dostarczającymi cennych informacji pozwalających na określenie natury procesu biosorpcji; 

modele te charakteryzowały właściwości powierzchniowe i wskazywały na zdolność sorpcyjną 

adsorbentu: 

𝑞𝑒 = 𝐾𝐹𝐶𝑒
𝑛       (7) 

𝑞𝑒 =
𝑞𝑚𝐾𝐿𝐶𝑒

1+⁡𝐾𝐿𝐶𝑒
       (8) 

Gdzie: qe – pojemność adsorpcyjna w stanie równowagi [mg/g]; KF – stała podziału (l/g); Ce – stężenie 

substancji rozpuszczonej w stanie równowagi w roztworze wodnym (mg/l); n – stała empiryczna, 

charakteryzująca niejednorodność procesu adsorpcji; qm – maksymalna pojemność adsorpcyjna (mg/g); 

KL – stała podziału Langmuira (l/mg). 

 Korelacja danych równowagowych z każdym z równań wskazuje na jego zgodność  

z procesem adsorpcji i określa typ oddziaływań pomiędzy adsorbatem, a adsorbentem. Izoterma 

Freundlicha jest wprowadzona jako model empiryczny [58]. W modelu tym przyjmuje się, że 

adsorpcja zachodzi w miejscach, które są heterogeniczne pod względem energetycznym. 

Opisuje on sorpcję zachodzącą na granicy faz roztwór–ciało stałe, gdzie sorpcji ulegają 

zarówno cząsteczki substancji rozpuszczonej jak i rozpuszczalnika. Z kolei izoterma 

Langmuira opiera się na monowarstwowej adsorpcji na powierzchni o skończonej liczbie 

miejsc adsorpcyjnych o jednolitych strategiach, bez transmigracji adsorbatu w płaszczyźnie 

powierzchni. Po wypełnieniu miejsca, w tym miejscu nie może zachodzić dalsza sorpcja. 

Oznacza to, że powierzchnia osiąga punkt nasycenia, gdzie zostanie osiągnięta maksymalna 

adsorpcja powierzchni, wszystkie miejsca adsorpcji są równoważne energetycznie [58].  

W pracach A study of zinc ions immobilization by β-lactoglobulin [P2], Study on zinc 

ions binding to the individual casein fractions: αS1-, β- and κ-casein [P4] Study on silver ions 

binding to β-lactoglobulin [P6] opisanym problemem badawczym było wykorzystanie modeli 

izotermicznych w celu dokładniejszego zbadania mechanizmów związanych z wiązaniem 

jonów Znaq
2+ i jonów Agaq

+ do βLG oraz jonów Znaq
2+ do poszczególnych frakcji kazeinowych  

(αS1-, β-, κ-CN). Wyniki izoterm adsorpcji przedstawione zostały w postaci wykresu zmiany 

pojemności sorpcyjnej w zależności od stężenia jonów cynku lub srebra w roztworze. 

Dodatkowo, uzyskane dane eksperymentalne porównano z wynikami uzyskanymi dla modeli 

Freundlicha i Langmuira. Stałe szybkości dla modeli Freundlicha i Langmuira w przypadku 
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jonów Znaq
2+ do βLG wyniosły odpowiednio 6,18 l/g i 0,013 l/mg, 1,55 l/g i 0,0015 l/mg dla 

αS1CN, 0,66 l/g i 0,00745 l/mg dla βCN, 1,07 l/g i 0,0015 l/mg dla κCN. Uzyskane stałe 

wskazują, że model Freundlicha zapewnia lepsze dopasowanie do uzyskanych danych 

eksperymentalnych dla każdego badanego przypadku. Można zatem przyjąć, że proces ma 

charakter powierzchniowy. Znacznie więcej informacji uzyskano prowadząc izotermę  

w funkcji Ce/C0 (stężenie równowagowe/stężenie początkowe adsorbatu w roztworze). 

Uwzględnienie tego rodzaju zależności pozwoliło na zidentyfikowanie dwóch dominujących 

etapów sorpcji jonów Znaq
2+ na βLG oraz wszystkie trzy frakcje kazeiny. W pierwszym etapie 

na powierzchni badanych białek zaobserwowano tworzenie się monowarstwy jonów Znaq
2+.  

Z kolei po etapie wstępnym powstała druga warstwa polegająca na wiązaniu jonów Znaq
2+ z już 

zaadsorbowaną monowarstwą. Dla kazein, w przypadku βCN uzyskane krzywe zarówno dla 

izoterm Freundlicha i Langmuira, jak i w funkcji Ce/C0 są nieco bardziej strome, co może 

świadczyć o tym, że białko to wykazuje znacznie silniejsze właściwości hydrofobowe niż 

αS1CN czy κCN. 

W przypadku wiązania jonów Agaq
+ do βLG, dodatkowo zastosowano model Henry’ego 

(równanie 9) dla początkowych niskich stężeń jonów srebra korzystając z następującego 

równania:  

𝑞𝑒 =⁡𝐾𝐻𝐶𝑒       (9) 

Gdzie: KH – stała równowagi adsorpcji Henry’ego [l/g]. 

Model ten posiada najprostsze równanie, w którym ilość adsorbatu powierzchniowego 

(jonów Agaq
+) jest proporcjonalna do stężenia równowagowego adsorbatu (jonów Agaq

+). 

Krzywa kształtu dla otrzymanej izotermy Langmuira wskazała, że im więcej miejsc w podłożu 

βLG jest wypełnionych przez jony Agaq
+, tym trudniej jest wiążącym się jonom Agaq

+ znaleźć 

wolne miejsca. Krzywa izotermy Langmuira wskazuje, że jony Agaq
+ adsorbują się 

równomiernie na powierzchni βLG. Stałe szybkości dla zastosowanych modeli Freundlicha  

i Langmuira wyniosły odpowiednio 2,06 l/g i 0,0028 ml/g; można więc stwierdzić, że model 

Freundlicha, podobnie jak w przypadku wiązania jonów Znaq
2+ zapewnia lepsze dopasowanie 

do uzyskanych danych eksperymentalnych. Zatem proces wiązania jonów srebra do βLG ma 

także charakter powierzchniowy. Wykorzystanie zależności Ce/C0 pozwoliło na wskazanie 

dwóch etapów sorpcji jonów Agaq
+. Pierwszy etap wskazał na małą pojemność sorpcyjną  

i monowarstwę jonów Agaq
+ na powierzchni βLG. Następnie, w drugim etapie, zastosowanie 

wyższych stężeń jonów Agaq
+ ok. 150–700 mg/l spowodowało rozluźnienie struktury βLG  

w wyniku zmian strukturalnych układu srebro-βLG spowodowanych wiązaniem Ag+–Asp−  
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i Ag+–Glu−. Stopniowa penetracja wewnątrz struktury również wpływa na efekt relaksacji. 

Dodatkowo, zaobserwowano także redukcję jonów Agaq
+ do stężenia Ce/C0>0,79 i uwolnienie 

metalicznego srebra (Ag0) do postaci nanocząstek. 

Istotne jest również zbadanie zachowania termodynamicznego adsorpcji jonów metali 

na białka. Parametry termodynamiczne takie jak zmiana entalpii/energii swobodnej Gibbsa 

(ΔGº, ang. Gibbs Free Energy) pozwalają określić spontaniczność danego procesu [59].  

W pracach [P2, P3, P6, P7] została określona spontaniczność procesu sorpcji jonów Znaq
2+  

i Agaq
+ do αS1-, β-, κ-CN i βLG. Ujemna wartość ΔGº wskazała na spontaniczny proces 

egzoergiczny.  
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3.2.2. Charakterystyka nanokompozytów 

Z uwagi na unikalne właściwości nanokompozytów, istnieje szczególna potrzeba ich 

fizykochemicznej charakterystyki z wykorzystaniem komplementarnych technik 

instrumentalnych, które wpływają na zminimalizowanie problemów mogących pojawić się 

podczas ich interpretacji. Zastosowanie więcej niż jednego podejścia analitycznego w jednym 

badaniu pozwala na uzyskanie odpowiedzi na pytania, na które żadna pojedyncza technika nie 

jest w stanie odpowiedzieć samodzielnie. Wśród technik instrumentalnych można wyróżnić 

metody spektrometryczne (ICP-MS – ang. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, 

MALDI-TOF MS), spektroskopowe (FTIR – ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy, 

Raman, UV-Vis – ang. Ultraviolet-Visible Spectroscopy), mikroskopowe (SEM – ang. 

Scanning Electron Microscope, TEM – ang. Transmission Electron Microscope, EDX – ang. 

Energy Dispersive X-Ray analysis), dyfrakcyjne (XRD – ang. X-ray Diffraction), separacyjne 

(elektroforeza żelowa). 

Spektrometria mas sprzężona z plazmą wzbudzaną indukcyjnie (ICP-MS) oraz 

wspomagana matrycą laserowa jonizacja/desorpcja próbki (MALDI) z analizatorem czasu 

przelotu (TOF) są technikami dostarczającymi zarówno informacji pierwiastkowych, jak  

i molekularnych dla nanomateriałów i innych substancji biologicznie aktywnych (np. białek, 

peptydów). W pracach [P2, P3, P4, P6, P7] ICP-MS umożliwiło detekcję stężeń jonów cynku 

i srebra celem zbadania mechanizmu wiązania się jonów cynku i srebra z βLG oraz 

poszczególnymi frakcjami kazeinowymi (αS1-, β-, κ-CN). MALDI-TOF-MS pozwala z dużą 

dokładnością zobrazować obecność rdzenia organicznego, izotopów metali, połączeń 

metaloorganicznych oraz klastrów metali. W pracach Railean-Plugaru i in. [60], [61] 

wykorzystano podejście MALDI-TOF-MS do analizy związków metaloorganicznych opartych 

na jonach srebra oraz klastrów z peptydami zlokalizowanych na powierzchni 

biosyntezowanych nanocząstek srebra (AgNPs). Wyniki uzyskane w pracy The study of zinc 

ions binding to αS1-, β- and κ-casein [P3] podczas analizy MALDI-TOF MS pozwoliły na 

precyzyjne określenie masy molekularnej użytej do wiązania białka. Dla kompleksu ZnαS1CN 

zaobserwowano nowe sygnały (m/z = 8 661,218 i m/z = 9 257,008) spowodowane rozpadem 

białka na bardziej hydrofobowe fragmenty. Natomiast dla kompleksu ZnβCN pojawił się nowy 

sygnał m/z = 8 025,292, który wskazał, że hydrofilowe jony cynku wiążą się z hydrofobowym 

białkiem poprzez pośrednie oddziaływanie z tlenem z wody. βCN wykazał większą 

hydrofobowość niż inne izoformy kazeiny, gdyż związane jest to z ujemnym ładunkiem na N-

końcu z pięcioma fosfoserylowymi i hydrofobowymi resztami C-końcowymi [62].  
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W przypadku κCN sygnał został stłumiony po związaniu z jonami cynku. Być może jest to 

efekt glikozylacji zachodzącej tylko w κCN. Widma masowe otrzymane po związaniu białka  

z jonami cynku pozwalają na stwierdzenie, że w przypadku αS1CN kluczową rolę odgrywają 

grupy karboksylowe Glu− i Asp−. W przypadku βCN wiązanie z jonami cynku odbywa się 

poprzez pośrednie oddziaływania z jonami tlenu, natomiast w κCN wiązanie jonów cynku 

odbywa się prawdopodobnie poprzez słabe oddziaływania elektrostatyczne z deprotonowanymi 

grupami funkcyjnymi. Co więcej, w pracy [P4] monitorowano zmiany spowodowane 

dodatkiem różnych stężeń jonów cynku (120, 350 i 600 mg/L). Wraz ze wzrostem stężenia 

jonów cynku dla kompleksów ZnαS1CN oraz ZnβCN zaobserwowano zmniejszenie jego masy 

oraz spadek intensywności sygnałów. Z kolei dla kompleksów ZnκCN zauważono tłumienie 

sygnałów oraz pojawienie się dwóch nowych sygnałów (m/z = ~7974 i m/z = ~8045 m/z)  

i sześciu sygnałów w zakresie m/z 5000–7000 w porównaniu do jego formy natywnej. 

Metodą doskonale uzupełniającą uzyskane wyniki kinetyczne oraz izotermiczne jest 

spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera (FTIR) pozwalająca na zlokalizowanie 

i opisanie grup funkcyjnych biorących udział w procesie wiązania metal-białko. Spektroskopia 

FTIR pozwala na analizę zarówno struktury (np. grup funkcyjnych) cząsteczek, jak i ich 

oddziaływania z otoczeniem. Zmiany w widmie świadczą o obecności konkretnych grup 

funkcyjnych, natomiast przesunięcia w kierunku innych długości fali niż dla widma próbki 

pierwotnej świadczą o oddziaływaniu danej grupy z inną grupą substancji dodanej. W pracy  

A study of zinc ions immobilization by β-lactoglobulin [P2] zastosowano metodę FTIR w celu 

monitorowania zmian w strukturze βLG po traktowaniu jonami Znaq
2+ w różnych okresach 

czasu inkubacji (10 min, 6 h, 24 h). Uzyskane dane z tej analizy wskazały, że głównymi 

grupami zaangażowanymi w proces immobilizacji jonów Znaq
2+ do βLG są grupy 

karboksylowe (–COO−). Zaobserwowano także trend intensywności sygnałów w czasie 

inkubacji – wraz z wydłużaniem czasu inkubacji intensywność sygnałów wzrasta. Z kolei  

w pracy The influence of zinc ions concentration on β-lactoglobulin structure – 

physicochemical properties of Zn–β-lactoglobulin complexes [P7] zbadano βLG przed i po 

podaniu jonów Znaq
2+ w różnych stężeniach jonów Znaq

2+ (6, 60, 600 mg/l). Intensywność 

sygnałów spektralnych metalokompleksów zmniejszyła się w porównaniu z kontrolą (natywna 

βLG). Podobne rezultaty uzyskano dla tych samych stężeń jonów srebra [P6]. Ta sama technika 

została wykorzystana podczas syntezy jonów cynku do αS1-, β-, κ-CN [P3, P4]. W przypadku 

kazein, oprócz grup karboksylowych zaangażowane w proces wiązania jonów cynku są 

również grupy fosforanowe (–PO3
2−/–HPO3). Dodatkowo, w pracy Study on zinc ions binding 

to the individual casein fractions αS1-, β- and κ-casein [P4] widma FTIR zarejestrowane zostały 
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dla białek przed i po kompleksowaniu jonami cynku w trzech różnych stężeniach jonów cynku 

(120, 350 i 600 mg/l) wybranych na podstawie badań izotermicznych. W przypadku 

metalokompleksów αS1CN o stężeniach jonów Znaq
2+ wynoszących 120, 350 i 600 mg/l 

(ZnαS1CN120/350/600) obserwuje się, że wraz ze wzrostem stężenia jonów Znaq
2+ 

intensywność sygnału maleje w całym zakresie spektralnym, natomiast dla kompleksów βCN 

i κCN (ZnβCN120/350/600, ZnκCN120/350/600) intensywność sygnału wzrasta. Przyczyną 

obserwowanych zmian może być kinetyka wiązania jonów Znaq
2+ z poszczególnymi frakcjami 

kazeiny, gdyż dla αS1CN obserwowano trzy etapy: (I) szybką sorpcję początkową, (II) 

stopniową sorpcję i (III) coraz wolniejszą sorpcję bez osiągnięcia równowagi, w przypadku 

βCN i κCN równowaga została osiągnięta. Gdy stężenie jonów Znaq
2+ jest wyższe, to znaczy, 

że związanych jonów Znaq
2+ jest coraz więcej. Wynika to ze struktury samego białka i jego 

zdolności do wiązania jonów Znaq
2+. 

Jako technikę uzupełniającą, w pracach [P2, P3, P4, P6, P7] wykorzystano 

spektroskopię Ramana (spektroskopia rozpraszania). FTIR jest wynikiem absorpcji energii 

przez wibrujące wiązania chemiczne, głównie ruchy rozciągające i zginające. Natomiast 

rozpraszanie Ramana wynika z tych samych typów przejść, jednakże obserwowalne słabe 

pasma w technice FTIR mogą być silne w spektroskopii Ramana i odwrotnie.   

Metodą często wykorzystywaną w badaniach białek jest spektroskopia fluorescencyjna. 

Swoje właściwości fluorescencyjne białka zawdzięczają obecności w łańcuchu 

polipeptydowym aminokwasów aromatycznych takich jak tryptofan (Trp), tyrozyna (Tyr)  

i fenyloalanina (Phe). Ich fluorescencja mieści się w zakresie bliskiego ultrafioletu. W pracy  

A study of zinc ions immobilization by β-lactoglobulin [P2] zbadana została fluorescencja 

natywnego białka βLG oraz jego kompleksów z jonami Znaq
2+. W przypadku białka natywnego 

zauważono dwa główne pasma fluorescencji przy długości fali wzbudzenia (λex) i emisji (λem) 

odpowiednio 238, 326 nm (I); 278, 328 nm (II), natomiast w przypadku kompleksu metalu 

pojawiło się nowe pasmo fluorescencji 270, 540 nm (III). Zjawisko to może być związane  

z ilością jonów cynku biorących udział w procesie wiązania z białkiem βLG, co prowadzi do 

ewentualnej zmiany konformacji wokół aminokwasów aromatycznych zawartych w strukturze 

białka. Ponadto zmiany λex/λem kompleksu ZnβLG w porównaniu z fluorescencją natywnego 

białka mogą również wynikać z mechanizmu rezonansowego transferu energii lub energii 

rezonansu Förstera, spowodowanego oddziaływaniem d-elektronu jonów cynku z π-elektronem 

pierścieni aromatycznych lub Trp, Tyr i Phe [63]. Zmiany fluorescencji obserwowane po 

procesie immobilizacji mogły być również spowodowane oddziaływaniem jonów cynku z βLG 

poprzez wiązanie typu sandwich, charakterystyczne dla oddziaływania kation cynku-π Trp 
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[64]. Wyniki opisane w dwóch pracach Król i wsp. [65], [66] wskazały na amplifikację 

intensywności fluorescencji w obecności ZnO NPs – może być to wynikiem występowania 

zjawiska powierzchniowego rezonansu plazmonowego i stwarza to nowe możliwości 

wykorzystania nanomateriałów tlenku cynku jako np. biosensorów. 

Dodatkowo, do poznania właściwości fizykochemicznych otrzymanego kompleksu 

ZnβLG posłużyła spektroskopia UV-Vis. Maksimum absorpcji dla βLG zaobserwowano przy 

długości fali 270–280 nm, co jest typowe dla białek i wynika z absorpcji aminokwasów 

aromatycznych wchodzących w skład struktury βLG, które stanowią 6,17% 162 aminokwasów 

– Trp (1,23%), Tyr (2,47%) i Phe (2,47%) [67], [68]. Po dodaniu jonów cynku do βLG 

zaobserwowano spadek intensywności absorbancji. Zjawisko to może wynikać z ekranowania 

chromoforów aromatycznych Tyr, Trp i Phe przez jony cynku [69]. Spadek intensywności 

sygnałów po dodaniu jonów cynku zaobserwowano także na widmie NMR co zostało 

przedstawione w pracy [P2]. 

Istotnym narzędziem w obrazowaniu i charakteryzowaniu nanokompozytów są techniki 

mikroskopowe. Do najczęściej powszechnie stosowanych technik należą skaningowa 

mikroskopia elektronowa (SEM) oraz transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM).  

W pracach [P2, P4, P6, P7] zostały określone właściwości morfologiczne i strukturalne przed 

procesem wiązania jonów cynku bądź srebra do białek (postać natywna białek) oraz po procesie 

wiązania (nanokompleks). Dodatkowo sprzężenie technik SEM/TEM z techniką spektroskopii 

rentgenowskiej z dyspersją energii (EDX) dostarczyło cennych informacji dotyczących 

rozmieszczenia pierwiastków na powierzchni (Zn, Ag). Analiza EDX dla metalokompleksów 

wykazała, że wraz ze wzrostem stężenia jonów Znaq
2+/Agaq

+ pojawiły się intensywniejsze 

sygnały jonów Znaq
2+/Agaq

+. Ponadto, technika SEM pozwala na obrazowanie powierzchni  

w dwóch trybach: elektronu wtórnego (SE, ang. Secondary Electrons) oraz elektronu wstecznie 

rozproszonego (BSE, ang. Back Scattered Electrons). Tryb SE umożliwia opisanie topografii 

powierzchni i rozmiarów badanych materiałów. Natomiast obrazy BSE SEM mogą być 

wykorzystane do potwierdzenia ich składu chemicznego, jak również rozmieszczenia 

poszczególnych pierwiastków w próbkach [70]. Dzięki temu, że obrazy BSE wykazują dużą 

czułość na różnice w liczbie atomowej (liczbie Z), możliwe jest uwidocznienie pierwiastków  

o wyższej liczbie atomowej jako jaśniejszych plam na obrazie SEM [71]. W pracy [P4] detekcja 

BSE stworzyła możliwość kontrastu obrazowania zdeponowanych jonów cynku na 

powierzchni frakcji kazeinowych. Zauważono, że zmiany morfologiczne powierzchni białka są 

zależne od stężenia jonów Znaq
2+ i Agaq

+. Wraz ze wzrostem ich stężenia morfologia 

powierzchni staje się bardziej porowata, wskazując na to, że pod wpływem wyższego stężenia 
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wiąże się więcej jonów Znaq
2+/Agaq

+. Paulson i wsp. [72] w swoich badaniach wyjaśniają, że 

wpływ jonów metali na agregację białka zależy od kilku czynników, np. pH, stężenia białka 

oraz stężenia metali, które przyczyniają się do hamowania lub przyspieszania agregacji. 

Badania te odgrywają ważną rolę we wszelkiego rodzaju patologiach w medycynie. 

Stwierdzono, że wraz ze wzrostem stężenia jonów metali w mózgu, znaczniejsza agregacja 

białek sprzyja postępowi choroby Alzheimera [72]. Bazując na danych eksperymentalnych 

można przypuszczać, że zastosowanie różnych stężeń d-elektronowych jonów metali i ich 

działanie na białko może wpłynąć na właściwości biologiczne i zastosowania otrzymanych 

metalokompleksów. Dodatkowo, analiza TEM po dodaniu jonów Agaq
+ w najwyższym 

stężeniu (600 mg/L) wskazała na obecność sferycznych nanocząstek srebra (ok. 5 nm) 

homogenicznie rozproszonych, a także agregatów (ok. 1300 nm) umocowanych  

w strukturze białka. Tworzenie się nanocząstek srebra w wyniku oddziaływania metal-białko 

podczas analiz mikroskopowych, potwierdza obserwacje uzyskane z izotermy w funkcji Ce/C0 

poprzez redukcję jonów Ag+ do Ag0, koalescencję i nanokrystalizację [73]. Istnieją jednak 

również miejsca, gdzie pomiędzy nanocząstkami srebra tworzą się agregacje. 

Charakterystyczny obraz TEM wysokiej rozdzielczości (HRTEM, ang. High-Resolution 

Transmission Electron Microscopy) z wyraźnymi prążkami sieciowymi o odstępach 0,23 nm 

wskazał, że wzrost nanocząstek srebra zachodzi głównie w płaszczyźnie (111). Odległość 

międzypłaszczyznowa płaszczyzny Ag (111) jest zgodna z odstępem d (111) masy Ag (0,2355 

nm), a wzór dyfrakcji elektronów w wybranym obszarze (SAED, ang. Selected Area Electron 

Diffraction) z jasnymi pierścieniami kołowymi odnoszącymi się do płaszczyzn (111), (220), 

(222), (331) jednej z kulistych cząstek wskazuje, że mają one strukturę wysoko krystaliczną. 

Podobne wyniki uzyskano dla nanocząstek srebra w wyniku syntezy AgNPs z wykorzystaniem 

szczepów bakterii Lactobacillus paracasei LPC20 wyizolowanych z serwatki [74]. 
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3.2.3. Mechanizm formowania się nanokompozytów 

Obecnie, dogłębną analizę powierzchniowych procesów wiązania metal-białko można 

uzyskać opierając się na nowym podejściu stosowanym we współczesnych dyscyplinach 

naukowych, a mianowicie na metodach obliczeniowych, a dokładniej analizie molekularnej 

(MDs, ang. Molecular Dynamics) połączonej z obliczeniami mechaniki kwantowej (QM, ang. 

Quantum Mechanics) z wykorzystaniem teorii funkcjonałów gęstości (DFT, ang. Density 

Functional Theory). Metody te wykorzystują współczesną technologię, aby dostarczyć cenny 

wgląd w zrozumienie układów chemicznych wirtualnie, uzupełniając tym samym analizę 

eksperymentalną uzyskaną za pomocą metod instrumentalnych. Dynamika molekularna 

pozwala na przewidywanie/symulację struktury i dynamiki białek. Z kolei, obliczenia 

kwantowo mechaniczne znajdują szerokie zastosowanie w modelowaniu miejsc aktywnych 

białek oraz wyznaczeniu parametrów termodynamicznych i kinetycznych zachodzących 

procesów. Spełniają one doskonale swoje zadanie, ponieważ mogą uchwycić wszystkie efekty 

elektroniczne takie jak efekty polaryzacji i przeniesienia ładunku pomiędzy oddziałującymi 

jednostkami, które mają ogromne znaczenie dla prawidłowego opisu oddziaływań pomiędzy 

kationami metali i ligandami białkowymi [75]. Celem szczegółowego wyjaśnienia procesów 

wiązania jonów cynku oraz srebra do aktywnych grup funkcyjnych βLG w pracach Study on 

silver ions binding to β-lactoglobulin [P6] i The influence of zinc ions concentration on β-

lactoglobulin structure – physicochemical properties of Zn–β-lactoglobulin complexes [P7] 

zastosowano modelowanie molekularne oraz obliczenia kwantowo mechaniczne. Otrzymane 

wyniki potwierdziły prawidłowość interpretacji wyników uzyskanych metodą spektroskopową 

na silną korelację pomiędzy liczbą miejsc wiążących Glu−/Asp− jako dominujących 

aminokwasów oddziałujących z jonami Znaq
2+. Co więcej, wskazują one także na korelację ze 

stężeniem metalu – miejsca wiązania jonów cynku z wymienionymi aminokwasami zwiększają 

się wraz ze wzrostem stężenia jonów metali. Glu− stanowił 65–85% wszystkich oddziaływań. 

Aminokwasy niepolarne Trp, Phe, Met nie brały udziału w oddziaływaniach z jonami cynku ze 

względu na ich wysokie wartości pKa w okolicach 9,0. Podobna sytuacja występowała  

w przypadku aminokwasów zasadowych His, Arg i Lys [76]. Mimo że miejsca aktywne Zn-

Lys pojawiają się dla Lys w wyższych stężeniach, to wartość pKa około 8,95 dla Lys  

w warunkach analizy przeprowadzonej w pH 4,6 wskazuje, że nie może on oddziaływać  

z kationami cynku. Podobne obserwacje zaobserwowano dla aminokwasów polarnych, których 

wysokie wartości stałych pKa wskazują, że podobnie jak aminokwasy niepolarne lub zasadowe 

nie mogą oddziaływać z jonami cynku, dla Cys ze względu na obecność grupy tiolowej, którego 
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wartość pKa wynosi 8,18 oraz Tyr, dla którego pKa wynosi 9,11 [76]. Dla kompleksów Zn-Tyr 

i Zn-Cys proces kompleksowania jest niekorzystny z uwagi na dodatnią energię swobodną 

wiązania. 

W przypadku procesu wiązania jonów srebra do βLG najsilniejsze miejsca wiązania 

jonów srebra zaobserwowano odpowiednio dla Asp− i Glu−, Tyr, Met, Lys. Podobnie jak  

w przypadku wiązania jonów cynku zaobserwowano, że miejsca wiązania jonów srebra  

z wymienionymi aminokwasami zwiększają się wraz ze wzrostem stężenia jonów srebra. 

Ponadto, w oparciu o podejście symulacji dynamiki molekularnej i obliczeń mechaniki 

kwantowej zaproponowano mechanizm wiązania jonów srebra i tworzenia się nanocząstek 

srebra. Srebro oddziałujące z βLG przy niższych stężeniach jonów srebra (6, 60 mg/L) 

prowadzi do tworzenia metalokompleksów. Natomiast stosując wyższe stężenie jonów srebra 

(600 mg/L) obserwuje się różnicę, a mianowicie powstawanie metalokompleksów wraz  

z tworzeniem się nanocząstek srebra tworzących układ hybrydowy AgβLG/AgNPsβLG. 

Wynika to z silnego powinowactwa Glu− i Asp− przy wyższym stężeniu srebra (600 mg/L) na 

mol βLG (20 jonów srebra/cząsteczka βLG). Zainicjowany proces redukcji wynika  

z przeniesienia elektronów z reszt aminokwasowych βLG na zaadsorbowane kationy srebra, co 

prowadzi do powstania srebra atomowego (Ag0). Następnie zredukowane srebro (Ag0) działa 

jako miejsca nukleacji, na których w procesie elektrochemicznym kationy srebra (Ag+) są 

redukowane do srebra atomowego, co prowadzi do powstania nanoklastrów srebra (Ag0). 

Nanoklastry te ulegają koalescencji tworząc nanocząstki stabilizowane przez cząsteczki białka 

[77]. Na podstawie wyników izoterm oraz przeprowadzonych badań TEM, obecność 

nanocząstek srebra o wielkości około 5 nm zaobserwowano w przypadku nanokompleksu 

AgβLG300, czyli tego o najwyższym stężeniu jonów srebra (600 mg/L).  

Dziedziną wchodzącą w skład modelowania molekularnego jest dokowanie 

molekularne (MD, ang. Molecular Docking). Dokowanie molekularne pomaga przewidzieć 

miejsca i charakter oddziaływania pomiędzy cząsteczkami. Najczęściej wykorzystuje się 

makrocząsteczkę receptora lub strukturę białka oraz ligand, taki jak jon metalu lub mały 

związek organiczny. Zasadniczą ideą symulacji jest wykorzystanie co najmniej dwóch 

niepowiązanych ze sobą struktur i znalezienie najsilniejszego połączenia, jakie może istnieć 

między nimi. W pracy [P4] po raz pierwszy przedstawiono badania dokowania molekularnego 

jonów Znaq
2+ związanych z poszczególnymi izoformami kazeiny (αS1-, β- i κ-CN). Uzyskane 

wyniki wskazały, że zdeprotonowana grupa karboksylowa Glu−, jak również pierścień 

imidazolowy His były dominującymi aminokwasami αS1- i βCN najsilniej oddziałującymi  

z jonami Znaq
2+. Intrygująco, w oddziaływaniu κCN z cynkiem, istotną rolę może odgrywać 
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siarka pochodząca z cysteiny. Wynik modelowania, a tym samym przewidywane miejsce 

przyłączenia jonu metalu do struktury białka w dużym stopniu zależy od sekwencji  

i konformacji przestrzennej struktury białka. Między otrzymanymi wynikami w wyniku 

dokowania molekularnego, a technikami instrumentalnymi uzyskano dużą zgodność. Protokoły 

dokowania są zazwyczaj szybkie i wymagają niewielkiej mocy obliczeniowej ze względu na 

dużą liczbę przybliżeń [78], [79]. 

Dużą zaletą dokowania molekularnego jest fakt, że są one tanimi technikami. Niemniej 

jednak, połączenie drogich, ale dokładniejszych technik symulacji modelowania 

molekularnego może być lepszym uzupełnieniem dokowania. Symulacje MDs prowadzą 

intensywniejsze poszukiwania konformacyjne niż metody dokowania molekularnego  

i zapewniają dokładniejsze przedstawienie białek i ich oddziaływań. Należy jednak podkreślić 

fakt, że połączenie metod instrumentalnych i teoretycznych stanowi komplementarne podejście 

analityczne. Obie metody potwierdziły i uzupełniły informacje na temat zachodzących 

mechanizmów w tworzeniu kompleksów typu metal-białko. 
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3.3. Innowacyjne rozwiązanie w walce z lekoopornością 

Na przestrzeni ostatnich dziesięcioleci, jednym z największych zagrożeń dla globalnego 

zdrowia publicznego uznaje się zjawisko lekooporności na leki. Oporność ta ogranicza leczenie 

infekcji, podważając tym samym wiele postępów w medycynie np. chirurgii, leczeniu raka  

i zmniejszaniu immunosupresji, których efektywność zależy od umiejętności skutecznego 

leczenia infekcji. Mikroorganizmy na przestrzeni lat opracowały mechanizmy pozwalające im 

chronić się przed szkodliwym działaniem i przekazywaniu tych mechanizmów ochronnych 

innym mikrobom. Dynamiczny wzrost oporności na leki przeciwdrobnoustrojowe w XX i XXI 

wieku jest efektem wspomnianych potężnych mechanizmów ewolucyjnych w zestawieniu  

z działalnością człowieka, która wpływa na świat drobnoustrojów [80]. Nieprawidłowe decyzje 

dotyczące terapii bywają powiązane z niepewnością diagnostyczną. Pacjenci bardzo często nie 

mają przeprowadzonego szybkiego i dokładnego testu, który określiłby czy przyczyną choroby 

jest patogen bakteryjny. Skutkiem tej niepewności włącznie z niechęcią do podejmowania 

ryzyka wśród lekarzy i pacjentów oraz nieprawidłowym przekonaniem, że dany antybiotyk nie 

zaszkodzi co roku miliony antybiotyków są przyjmowane chociaż nie są potrzebne [80], [81]. 

Ponadto niejasność ewolucji bakterii skutkuje tym, że oporność nie jest przewidywalna, stąd 

też brakuje rozwoju nowych leków, gdyż producenci inwestujący w opracowywanie 

antybiotyków mogą uznać, że zyski są niewystarczające, jako że odporność na nowe 

antybiotyki utrudnia pomyślne wprowadzenie produktu na rynek [82]. Niewątpliwie, problem 

lekooporności występuje w coraz to częściej wzrastającej ilości ran przewlekłych i ciężkich 

infekcjach ran. Tego typu rany stwarzają korzystne podłoże dla inwazji i proliferacji patogenów 

co powoduje, że często dochodzi do ich zakażeń. Z uwagi na zachodzące zmiany 

demograficzne w kierunku społeczeństwa w podeszłym wieku, wśród którego znajdują się 

pacjenci z wieloma schorzeniami, wzrasta obciążenie zdrowotne i zainteresowanie humanitarne 

skutecznym leczeniem zakażeń ran [83]. W związku z powyższym, opisany problem 

lekooporności, wymusza badaczy do poszukiwania środków przeciwdrobnoustrojowych, które 

mogłyby pomóc w walce z patogennymi drobnoustrojami. Obiecującą odpowiedzią na 

zjawisko lekooporności jest opracowanie nowych związków opartych na jonach metali  

w połączeniu z białkami jako potencjalne nowej generacji preparaty przeciwdrobnoustrojowe, 

na które mikroorganizmy nie będą w stanie wytworzyć mechanizmów lekoopornych. 

Powyższa problematyka została uwzględniona i podjęta w pracy Metal-protein action 

for the wound healing process using murine model C57BL/6J mouse [P8], w której jednym  

z celów było zbadanie skuteczności przeciwdrobnoustrojowej zsyntetyzowanych kompleksów. 
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Wśród zbadanych szczepów znalazły się te, które występują w ostrych i przewlekłych ranach 

czy też wywołują infekcje u pacjentów z obniżoną odpornością takie jak: (I) Proteus mirabilis 

PX 220 86112 MLD, (II) Escherichia coli MB 11464 1 CHB, (III) Pseudomonas aeruginosa 

DSM 5007717 HAM, (IV) Staphylococcus aureus ATCC 33591 THL – wyizolowane  

z odleżyn; (V) Candida albicans ATCC 10231 THL, (VI) Candida krusei CBS 2107 CBS – 

wyizolowane ze stopy cukrzycowej;  oraz te, które są uważane za bezpieczne i korzystne dla 

mikroflory człowieka takie jak: (VII) Lactobacillus paracasei DSM 2649 DSM, (VIII) 

Lactococcus lactis ATCC 10231 – wyizolowane z serwatki. Zainteresowanie bakteriami 

prozdrowotnymi przejawia się w coraz większej liczbie opracowywanych produktów żywności 

funkcjonalnej trafiających na rynek, a także w rosnących przychodach i zyskach zwłaszcza 

suplementów bakteryjnych na świecie [84]. W pracy [P8] zastosowano dwie różne 

metodologie, a mianowicie wyznaczenie minimalnego stężenia hamującego (MIC, ang 

Minimal Inhibitory Concentration) oraz klasyczne wyznaczenie liczby tworzącej kolonie 

(CFU, ang. Colony Forming Unit). Wyniki wskazały na dobrą aktywność przeciwbakteryjną  

i przeciwgrzybiczą otrzymanych kompleksów kazeiny i βLG – zaobserwowano zahamowanie 

wzrostu badanych szczepów po zastosowaniu kompleksów, a wartości MIC mieściły się  

w zakresie 6,25–200 ug/ml. 

W pracy [P8] podjęto się również problemu badawczego jakim jest zastosowanie in vivo 

preparatów kompleksowych ZnβLG i AgβLG na gojenie się ran stosując model zwierzęcy 

(myszy). Dodatkowo, zwrócono uwagę na określenie akumulacji cynku i srebra w próbkach 

tkanki wątroby i krwi. Zamknięcie rany było monitorowane za pomocą mikroskopu 

stereoskopowego, a badanie lokalizacji metali w tkankach wątroby i krwi przeprowadzono za 

pomocą spektrometru masowego ICP-MS. Proces gojenia się ran prowadzony był przez 

dziesięć dni. Przez cały czas trwania eksperymentu były monitorowane waga i zachowanie 

gryzoni. Zastosowanie preparatów na bazie nanokompozytów metalowo-białkowych  

w końcowym etapie obserwacji wykazało pojawienie się strupa wskazującego na właściwości 

wysuszające i ściągające. Cynk jest mikroelementem naturalnie występującym w organach 

takich jak wątroba, nerki, płuca, śledziona czy mózg.  Przy zastosowaniu opatrunku cynkowego 

ZnβLG (MIC) i ZnβLG (110% MIC) stwierdzono wzrost poziomu tego pierwiastka we krwi 

względem poziomu w tkance kontrolnej. Natomiast poziom cynku w wątrobie był 

porównywalny z poziomem w wątrobie myszy kontrolnych. W przypadku srebra odnotowano 

nieznaczne ilości srebra zarówno w próbkach wątroby jak i krwi. Przyjmuje się, że organizm, 

absorbując związki srebra, tworzy kompleksy głównie z białkami, a także z RNA i DNA, 
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wiążąc się z grupami sulfhydrylowymi, aminowymi, karboksylowymi, fosforanowymi  

i imidazolowymi.  

Wstępne eksperymenty, które oceniały bezpieczeństwo nanokompozytów opartych na 

białkach wykazały satysfakcjonujące rezultaty. Wyniki te wskazują, że owe nanokompozyty 

mogą mieć praktyczne zastosowanie jako potencjalne, nietoksyczne substancje do terapii 

trudno leczących się ran w obszarze medycyny. Mogą one pełnić rolę innowacyjnych środków 

antyseptycznych. Innymi słowy, początkowe badania na temat nanokompozytów bazujących 

na białkach potwierdziły, że są one bezpieczne. Z tego powodu mogą one być wykorzystane 

jako nowe, nieszkodliwe dla organizmu środki do leczenia problematycznych ran. Tego typu 

nanokompozyty mogą stanowić nowoczesne antyseptyki w medycynie. 
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4. Publikacje naukowe 
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4.2. A study of zinc ions immobilization by β-lactoglobulin 
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Supplementary material 

 

 

Fig. S1. UV-Vis spectra of native β-lactoglobulin – A and Zn-β-lactoglobulin complex in time 10 min – B, 6 h – 

C, 24 h – D. 
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4.3. The study of zinc ions binding to αS1-, β-, κ-casein 
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4.4. Study on zinc ions binding to the individual casein fractions αS1, 

β- and κ-casein 
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4.5. Immobilized enzyme microreactors for efficient analysis of 

tryptic peptides in β-casein and β-lactoglobulin 
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4.6. Study on silver ions binding to β-lactoglobulin 
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Table S1. Interaction’s analysis of Ag+ ions with βLG. 

AA 
AgβLG3 

n(bind.sites) 

AgβLG3 

%(bind.sites) 

AgβLG30 

n(bind.sites) 

AgβLG30 

%(bind.sites) 

AgβLG300 

n(bind.sites) 

AgβLG300 

%(bind.sites) 

Glu− 42532 67.016 119147 57.910 148081 48.812 

Asp− 16860 26.566 69971 34.009 94501 31.150 

Cys 0 0.000 7 0.003 65 0.021 

His 0 0.000 0 0.000 0 0.000 

Tyr 295 0.465 2915 1.417 6336 2.089 

Trp 3 0.005 38 0.018 855 0.282 

Phe 0 0.000 91 0.044 74 0.024 

Met 0 0.000 561 0.273 777 0.256 

Arg 19 0.030 947 0.460 4994 1.646 

Lys 3756 5.918 12067 5.865 47687 15.719 

 63465  205744  303370  
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4.7. The influence of zinc ions concentration on β-lactoglobulin 

structure – physicochemical properties of Zn–β-lactoglobulin 

complexes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[P7] A. Rodzik, V. Railean, P. Pomastowski, P. Žuvela, M. W. Wong, B. Buszewski, The 

influence of zinc ions concentration on β-lactoglobulin structure – physicochemical properties 

of Zn–β-lactoglobulin complexes, Journal of Molecular Structure, 2022, 1268, 1-10, doi: 

10.1016/j.molstruc.2022.133745.   



159 

 

 

 

 

 



160 

 

 

 

 

 



161 

 

 

 

 

 



162 

 

 

 

 

 



163 

 

 

 

 

 



164 

 

 

 

 

 



165 

 

 

 

 

 



166 

 

 

 

 

 



167 

 

 

 

 

 



168 

 

 

  



169 

 

4.8. Metal-protein action for the wound healing process using murine 

model C57BL/6J mouse 
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5. Podsumowanie i wnioski 

Przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej badania pozwalają na sformułowanie 

następujących głównych wniosków. 

1. Immobilizacja jonów cynku i srebra z β-laktoglobuliną oraz jonów cynku  

z poszczególnymi frakcjami kazeiny (αS1-, β-, κ-CN) jest procesem 

heterogenicznym składającym się z trzech etapów. 

2. Analiza spektroskopowa wykazała, że kluczową rolę w procesie wiązania metali do 

białek odgrywają grupy karboksylowe kwasu glutaminowego i asparaginowego 

oraz grupy fosforanowe w przypadku kazein. 

3. Mikroskopia elektronowa wykazała, że morfologia powierzchni badanych białek 

zmienia się w zależności od zastosowanego do modyfikacji jonu metalu oraz jego 

stężenia.  

4. Mechanizm formowania się nanokompozytów uzupełniony metodami 

molekularnymi i obliczeniowymi wskazał potencjalne miejsca wiązania dla kwasu 

glutaminowego i kwasu asparaginowego, które były zgodne z wynikami 

eksperymentalnymi. W przypadku jonów srebra oddziałujących z βLG oprócz 

powstania metalokompleksów, zaobserwowano tworzenie się nanocząstek srebra 

tworzących układ hybrydowy AgβLG/AgNPsβLG.  

5. Zsyntetyzowane kompleksy wykazują działanie zarówno przeciwbakteryjne jak  

i przeciwgrzybiczne wobec szczepów klinicznych oraz bakterii powszechnie 

uznanych za bezpieczne (LAB), a także mogą być potencjalnymi antyseptykami  

w regeneracji trudno gojących się ran, odleżyn. 

Charakter wiązania jonów metali z wielowymiarową strukturą biokoloidów (białek) jest 

złożony i czasami niespodziewany. Mechanizmy, dzięki którym jon metalu jest wybrany przez 

białko, a następnie reguluje jego funkcję, nie są na ogół dobrze poznane. Z tego powodu 

naukowcy poszukują obecnie nowych sposobów badania mechanizmu, za pomocą którego 

cząsteczki lub jony metali wiążą się z białkami, aby np. wyeliminować toksyczność wolnych 

jonów metali. Dlatego ważne jest zrozumienie mechanizmu, za pomocą którego jony metali 

wiążą się z białkami i jak te oddziaływania przyczyniają się do określenia specyficzności 

wiązania. Wykonanie widm FTIR, Ramana, UV-Vis, fluorescencji, NMR dla badanych białek 

i ich kompleksów pozwala na wskazanie przesunięć chemicznych czy drgań, które przypisane 

są odpowiednio grupom aminowym/hydroksylowym, karboksylowym czy fosforanowym. 

Ponadto techniki te pozwalają na analizę porównawczą widm przed i po modyfikacji 
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powierzchni białka (np. procesem wiązania metali), objawiającej się pojawieniem nowego 

sygnału i/lub przesunięciem pierwotnego drgania. Do zrozumienia zachowania biologicznych 

makrocząsteczek takich jak białka w oddziaływaniu z jonami metali użyteczną metodą są 

symulacje modelowania molekularnego wraz z obliczeniami kwantowo-mechanicznymi. 

W niniejszej pracy po raz pierwszy został opisany mechanizm formowania się 

nanokompozytów na bazie βLG z jonami cynku oraz srebra. Zbadana została natura oraz wpływ 

stężenia jonów metali na proces wiązania z białkiem. Dodatkowo, wskazano na redukcję srebra 

i obecność nanocząstek srebra wynikającą z wiązania jonów srebra z kwasem asparaginowym 

i kwasem glutaminowym tworząc układ hybrydowy metalokompleks/nanocząstka srebra 

(AgβLG/AgNPsβLG). 

Istotnym wyzwaniem naukowym podjętym w pracy doktorskiej było opisanie 

mechanizmu wiązania jonów cynku do poszczególnych frakcji kazeinowych (ZnαS1CN-, 

ZnβCN, ZnκCN) wskazując na udział poszczególnych frakcji w wiązaniu oraz na wpływ 

stężenia stosowanego metalu. Stwierdzono, że zróżnicowany sposób przebiegu procesu 

wiązania poszczególnych kompleksów ZnCN ściśle zależy od ich wielkości, sekwencji 

aminokwasowej oraz hydrofobowości.  

W celu dogłębnego wyjaśnienia mechanizmu oddziaływania pomiędzy jonami 

cynku/srebra, a βLG i izoformami kazein, wskazania miejsc odpowiedzialnych za wiązanie, 

interpretacji reakcji utleniania-redukcji oraz uzupełnienia dotychczasowych wyników, 

niezbędne było wykorzystanie modelowania/dokowania molekularnego oraz obliczeń  

z zakresu chemii kwantowej z wykorzystaniem teorii funkcjonałów gęstości.  

Otrzymanie kompleksów jonów metali na bazie białek mleka oraz białek serwatkowych 

stanowi obiecujące rozwiązanie rosnącego problemu lekooporności ze względu na silne 

działanie antybakteryjne przeciwko lekoopornym szczepom. Rezultaty, które udało się 

uzyskać, niosą ze sobą kolosalne implikacje dla wielu dziedzin nauki, a zwłaszcza dla chemii 

analitycznej. Są one również znaczące dla ewentualnej aplikacji wyników tych badań  

w praktyce, gdzie opracowane nanokompozyty mogą znaleźć zastosowanie w farmacji czy 

medycynie. Szczególnie wartościowe mogą się okazać w kontekście walki z trudno gojącymi 

się ranami czy odleżynami. To podejście ma potencjał do transformacji sposobu, w jaki 

leczymy i zarządzamy tymi trudnymi do leczenia stanami zdrowia, umożliwiając opracowanie 

skuteczniejszych i bezpieczniejszych terapii. Nanokompozyty mogą zrewolucjonizować 

leczenie oferując nie tylko potencjalne rozwiązania w celu przyspieszenia gojenia się ran, ale 

również jako alternatywa dla tradycyjnych metod leczenia odleżyn.  
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Przeprowadzone badania były fundamentem pracy doktorskiej, którą cechowało 

unikalne interdyscyplinarne podejście. W jego centrum było połączenie różnych dziedzin 

nauki, w tym chemii, biochemii, biotechnologii i nanotechnologii. To holistyczne spojrzenie 

pozwoliło na skuteczne zrozumienie procesów na poziomie molekularnym oraz umożliwiło 

projektowanie i tworzenie nanokompozytów z wykorzystaniem najnowszych technologii. 

Całość badania miała na celu nie tylko odkrycie nowych perspektyw naukowych, ale także 

praktyczne zastosowanie tych wyników w medycynie i farmacji. Jest to przykład na to jak 

nowoczesne, interdyscyplinarne badania naukowe mogą przyczynić się do postępu  

w dziedzinie opieki zdrowotnej oferując potencjalnie transformatywne rozwiązania dla 

trudnych do leczenia stanów zdrowotnych. Osiągnięte wyniki mają nie tylko potencjalne 

zastosowania w dziedzinach medycyny i farmacji, ale także mogą przynieść znaczne korzyści 

dla przemysłu spożywczego, a szczególnie sektora mleczarskiego. Użycie kompleksów jonów 

cynku i kazeiny, które są składnikami nanokompozytów, może zrewolucjonizować produkcję 

i przetwórstwo mleka, wprowadzając innowacyjne metody i techniki. Kompleksy jonów cynku 

i kazeiny mogą mieć kilka zastosowań. Po pierwsze jako antyoksydanty mogą pomóc  

w przedłużaniu trwałości produktów mleczarskich, co ma kluczowe znaczenie dla ich jakości  

i bezpieczeństwa. Po drugie, mogą pełnić funkcję strukturalną wpływając na teksturę  

i konsystencję produktów mleczarskich, co przekłada się na ich atrakcyjność sensoryczną. 

Wreszcie mogą także służyć jako naturalne konserwanty, zwiększając trwałość produktów  

i wpływając na ich walory smakowe. Wykorzystanie tych kompleksów w przemyśle 

spożywczym, szczególnie w mleczarstwie, może prowadzić do znacznej poprawy jakości  

i bezpieczeństwa produktów, a także do zwiększenia wydajności i efektywności produkcji. 

Wydaje się, że wkrótce nanokompozyty mogą stać się integralnym elementem przemysłu 

spożywczego, od przetwórstwa po pakowanie i dystrybucję. Należy jednak podkreślić, że 

wdrażanie tych technologii wymaga dalszych badań i regulacji prawnych, aby zapewnić, że są 

one nie tylko skuteczne, ale również bezpieczne dla zdrowia konsumentów i środowiska. Ale 

wyniki tych badań już teraz pokazują ogromny potencjał nanokompozytów w przemyśle 

spożywczym, a szczególnie w mleczarstwie.  
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6. Streszczenie 

W niniejszej rozprawie doktorskiej przeprowadzona została immobilizacja jonów cynku 

i srebra do białka serwatkowego (β-laktoglobuliny) oraz jonów cynku do poszczególnych 

frakcji kazeinowych (αS1-, β-, κ-CN). Zbadane zostały mechanizmy wiązania i zdolności 

sorpcyjne białek (biokoloidów) za pomocą badań kinetycznych i izotermicznych oraz metod 

modelowania/dokowania molekularnego i obliczeń kwantowych. Otrzymane nanokompozyty 

poddane zostały fizykochemicznej charakterystyce za pomocą całego spektrum technik 

instrumentalnych takich jak metody spektrometryczne, spektroskopowe, mikroskopowe oraz 

dyfrakcyjne, które wzajemnie się uzupełniały. Kolejnym aspektem prowadzonych badań  

z uwagi na pojawiający się problem lekooporności oraz poszukiwanie nowych antyseptyków, 

wykonane zostały badania aplikacyjne określające potencjał przeciwdrobnoustrojowy 

syntetyzowanych nanokompozytów. Zwieńczeniem badań i niezwykle istotną kwestią podjętą 

w rozprawie doktorskiej było wykorzystanie modelu zwierzęcego (myszy) celem określenia 

wpływu uzyskanych nanokompozytów na proces gojenia się ran jak również dystrybucję cynku 

i srebra w narządach (wątroba, krew). 

Wstępny etap badań polegał na scharakteryzowaniu białek biorących udział w procesie 

wiązania za pomocą metody MALDI-TOF MS oraz wyznaczeniu ich punktów 

izoelektrycznych poprzez pomiar potencjału zeta i określeniu ich stabilności. Porównane 

zostały również wyniki metod proteomicznych opartych na klasycznym trawieniu białek  

w roztworze z przepływowym mikroreaktorem enzymatycznym przy zastosowaniu 

końcówek pipety ZipTip. Następnie przeprowadzono syntezę jonów metali z badanymi 

białkami przeprowadzając klasyczne badania kinetyczne i izotermiczne, które pozwoliły 

zrozumieć skomplikowane i wieloetapowe mechanizmy powstawania kompleksów. Otrzymane 

dane eksperymentalne porównano z wybranymi modelami kinetycznymi (zerowego-, 

pierwszego-, pseudo-pierwszego-, pseudo drugiego-rzędu, modelem wewnątrzcząsteczkowej 

dyfuzji Webera-Morrisa) oraz modelami izotermicznymi (Henry’ego, Freundlicha, 

Langmuira). Cała gama technik instrumentalnych wykazująca dużą komplementarność między 

sobą pozwoliła na identyfikację powierzchniowych grup funkcyjnych białek uczestniczących 

w procesie wiązania, określenie morfologii powierzchni i stabilności, również z naciskiem na 

wpływ stężenia metalu. Ważnym etapem pracy była konfrontacja wyników eksperymentalnych  

z modelowaniem/dokowaniem molekularnym oraz obliczeniami kwantowo-mechanicznymi. 

Uzyskana wysoka zgodność między wynikami eksperymentalnymi oraz teoretycznymi 

pozwoliła stwierdzić, iż w przypadku oddziaływań jonów cynku z białkami mamy do czynienia 
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tylko i wyłącznie z układami typu metalokompleks. Z kolei w przypadku oddziaływań jonów 

srebra z βLG tworzy się układ hybrydowy – metalokompleks wraz z tworzeniem się 

nanocząstek srebra (AgβLG/AgNPsβLG). Ponadto, wykazano działanie 

przeciwdrobnoustrojowe nanokompozytów Zn/AgβLG, ZnαS1CN, ZnβCN, ZnκCN wobec 

patogenów o znaczeniu klinicznym. Przeprowadzone badania aplikacyjne in vivo na modelu 

zwierzęcym (myszy) wskazują na obserwowalny wzrost masy ciała gryzoni po 

dziesięciodniowych obserwacjach, stopniową regenerację organizmu zwierząt, pojawienie się 

strupa oraz odrastające włosy. W pracy wykazano, iż oddziaływania typu metal-białko  

o właściwościach przeciwdrobnoustrojowych mogą przyczynić się do rozwiązania problemu 

lekooporności oraz stać się potencjalnym kandydatem jako preparat stosowany do leczenia 

trudno gojących się ran.  
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7. Abstract 

In this doctoral dissertation, immobilization of zinc and silver ions to whey protein (β-

lactoglobulin) and zinc ions to individual casein fractions (αS1-, β-, κ-CN) was carried out. 

Mechanisms of binding and sorption capacities of proteins (biocolloids) were investigated using 

kinetic and isothermal studies, as well as molecular modeling/docking methods and quantum 

calculations. The obtained nanocomposites were subjected to physicochemical characterization 

using the whole spectrum of instrumental techniques such as spectrometric, spectroscopic, 

microscopic and diffraction methods, which complemented each other. Another aspect of the 

studies, due to the emerging problem of drug resistance and the search for new antiseptics, 

application studies were performed to determine the antimicrobial potential of the synthesized 

nanocomposites. The culmination of the research and an extremely important issue undertaken 

in the dissertation was the use of an animal model (mice) to determine the effect of the obtained 

nanocomposites on the process of wound healing as well as the distribution of zinc and silver 

in organs (liver, blood). 

The initial stage of the study consisted of characterizing the proteins involved in the 

binding process using MALDI-TOF MS and determining their isoelectric points by measuring 

the zeta potential and determining their stability. Furthermore, the results of proteomic methods 

based on classical protein digestion in solution were compared with microfluidic immobilized 

enzyme reactor (μ-IMER) using ZipTip pipette tips. Subsequently, the synthesis of metal ions 

with the studied proteins was carried out by performing classical kinetic and isothermal studies, 

which allowed us to understand the complex and multistep mechanisms of complex formation. 

The obtained experimental data were compared with selected kinetic models (zero-order, first-

order, pseudo-first-order, pseudo-second-order, intraparticle diffusion Weber-Morris model) 

and isothermal models (Henry, Freundlich, Langmuir). A whole range of instrumental 

techniques showing high complementarity among themselves allowed the identification of 

surface functional groups of proteins involved in the binding process, determination of surface 

morphology and stability, also with emphasis on the effect of metal concentration. An important 

step in the work was the confrontation of experimental results with molecular 

modeling/docking and quantum mechanical calculations. The high agreement obtained between 

experimental and theoretical results allowed us to conclude that in the case of interactions of 

zinc ions with proteins we are dealing only with metallocomplex type systems. In contrast, in 

the case of interactions of silver ions with βLG, a hybrid system is formed – a metallocomplex 

with the formation of silver nanoparticles (AgβLG/AgNPsβLG). In addition, antimicrobial 
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activity of Zn/AgβLG, ZnαS1CN, ZnβCN, ZnκCN nanocomposites against clinically relevant 

pathogens was demonstrated. In vivo application studies conducted on an animal model (mice) 

indicate an observable increase in the body weight of rodents after ten-day observation, gradual 

regeneration of the animal body, the appearance of scab and regrowth of hair. The study shows 

that metal-protein interactions with antimicrobial properties can contribute to solving the 

problem of drug resistance and become a potential candidate as a preparation used to treat hard-

to-heal wounds. 
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