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Wykaz symboli i skrotéw czesto uzywanych w Autoreferacie

Symboli (w dowolnej kolejnosci) Prosta definicja Jednostki
Litery greckie

r pokrycie adsorpcyjne mg/m?
11 cisnienie powierzchniowe Il =y—vy mN/m

14 napiecie powierzchniowe mN/m
70 napiecie powierzchniowe rozpuszczalnika (woda, elektrolit) mN/m
® obszar powierzchni na molekute nm2/molecule
0 utamkowe pokrycie powierzchni 0=owl

I cisnienie rozdzielajgce -

[ler elektrostatyczne cisnienie rozdzielajgce Pa

[lvw dyspersyjne cisnienie rozdzielajgce van der Waalsa Pa

[st steryczne cisnienie rozdzielajgce Pa

[er krytyczne cisnienie rozdzielajgce pekniecia TLF Pa

K diugosé Debye’a Pa

¢ kat fazowy nm

P gestos¢ diugosci rozpraszania neutronéw Az
Litery tacinskie

A obszar powierzchniowy mm? ...
Ao staty obszar powierzchniowy

E zespolony modut lepkosprezystosci dylatacji powierzchni  E =-d77/dInA  mN/m
E’ liczba rzeczywista modutu E (elastyczno$¢ dylatacyjna) "= Ecos ¢ mN/m
E" jednostka urojona modutu E E"=Esin¢ mN/m
Eo elastyczno$¢ limitujgca Gibbsa Eo =dlldinI” mN/m

L Odlegtosc mm, cm, m
Pc cisnienie kapilarne Pa

UL predkosc¢ lokalna wznoszgcego sie pecherzyka cm/s

| sita jonowa mM

T temperatura K

1Z| tadunek elektryczny netto biatka e

c stezenie biatka w roztworze nM, uM
Cer krytyczne stezenie biatka stabilnego czarnego filmu nM, uM
Chuff stezenie elektrolitu buforowego mM

t Czas s, min, h
d grubos¢ warstwy miedzyfazowej nm

h grubosc filmu nm

hw Lekwiwalentna” grubos$¢ filmu nm

hner grubos¢ czarnego filmu Newtona hner = hw nm

n wspotczynnik zatamania $wiatta -

NNBF wspotczynnik zatamania $wiatta czarnego filmu Newtona -

f czestotliwos¢ oscylacji obszaru powierzchni Hz

g amplituda oscylacji obszaru powierzchni g = AA/Ag (x 100) %

Skroty (w dowolnej kolejnosci)

BLG B-lactoglobulina (pl = 5.1)

BSA albumina surowicy bydlecej (pl = 5.2)

WI/A woda/powietrze (z angielskiego water/air)

TLF cienki film ciekty (z angielskiego thin liquid film)

CTF cienki film zwyczajny (z angielskiego common thin film)
CBF cienki film czarny (z angielskiego common black film)
NBF film czarny Newtona (z angielskiego Newton black film)
DLVO Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek

SFG spektroskopia generowania sumarycznych czestotliwosci wibracyjnych
NR reflektometria neutronowa

DAL dynamiczna warstwa adsorpcyjna
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1. Imie i nazwisko

Georgi Gochev

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe (dziedzina naukowa, instytucja przyznajgca, miejsce, kraj,

»tytut pracy”, promotor)

» Stopien naukowy doktora nauk chemicznych, PhD (chemia fizyczna, Instytut Chemii Fizycznej — Butgarska
Akademia Nauk, Sofia, Butgaria, “Thin emulsion films from aqueous solutions of polymeric surfactants”, Prof.
Dotchi Exerowa, cztonek Butgarskiej Akademii Nauk)

» Dyplom magistra chemii, MSc (chemia, Wydziat Chemii Uniwersytetu Sofijskiego ,St. Kliment Ohridski”,
Sofia, Butgaria, “Surface tension of aqueous solutions of pharmaceutical substances based on pulmonary

surfactant”, Prof. Christian Vassilieff oraz Prof. Zdravko Lalchev)
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

» od 12.2019: adiunkt, Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera PAN, Krakow, Polska.
» od 01.2011: adiunkt, Instytut Chemii Fizycznej — Butgarska Akademia Nauk, Sofia, Butgaria; zaktad

Powierzchni i Koloidéw

» 09.2017 — 1.2019: 1l staz podoktorski (umowa, projekt: Structure-Property Relations in Aqueous Foam and
Their Control on a Molecular Level, ERC-638278), arupa Prof. B. Braunschweig, WWU Munster, Minster,

Niemcy

» 05.2017 — 07.2017: goscinny staz badawczy, Instytut Koloidéw i Powierzchni Miedzyfazowych im. Maxa
Plancka (Zakfad Biomateriatéw), Poczdam, Niemcy

» 04.2015 — 03.2017: Il staz podoktorski (umowa, projekt: The Physics of Non-Specific Interactions between
Biomembranes, DEG-256222543), grupa Dr. E. Schneck, Instytut Koloidéw i Powierzchni Miedzyfazowych

im. Maxa Plancka (Zaktad Biomateriatéw), Poczdam, Niemcy

» 10.2014 - 12.2014: badacz (stypendium), Instytut Koloidow i Powierzchni Miedzyfazowych im. Maxa
Plancka (Zakfad Biomateriatéw), Poczdam, Niemcy

» 08.2011 — 07.2014: | staz podoktorski (umowa, projekt tandemowy: Influence of proteins on the formation
and stability of foams, DFG-199448917, w klastrze: Protein foams in food production, DFG/AIF-Cluster 5),

grupa dr hab. R. Miller, Instytut Koloidéw i Powierzchni Miedzyfazowych im. Maxa Plancka (Zaktad
Powierzchni), Poczdam, Niemcy

» Nov.2010 — Jul.2011: badacz (stypendium), Instytut Koloidéw i Powierzchni Miedzyfazowych im. Maxa
Plancka (Zakfad Biomateriatéw), Poczdam, Niemcy

» Jul.2007 — Oct.2010: badacz (umowa), Instytut Chemii Fizycznej — Butgarska Akademia Nauk, Sofia,
Butgaria; zaktad Powierzchni i Koloidy

» Jan.2004 — Jun.2007: doktorant (stypendium), Instytut Chemii Fizycznej — Bulgarska Akademia Nauk, Sofia,

Butgaria; zaktad Powierzchni i Koloidy
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajagcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.)

4.1. Tytut osiggniecia naukowego:

Kompleksowy, teoretyczno-eksperymentalny opis wptywu warunkéw fizykochemicznych na stabilno$¢ pian

stabilizowanych czgstkami biatek

4.2. Publikacje naukowe bedace podstawa wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego: *

H1

H2

H3

H4

H5

Gochev G.,= Retzlaff I., Aksenenko E.V., Fainerman V.B., Miller, R. Adsorption isotherm and equation
of state for 3-Lactoglobulin layers at the air/water surface. Colloids Surfaces A 2013, 422, 33-38.

Konceptualizacja: Gochev i Miller; badanie: Retzlaff i Gochev; analiza danych: Gochev, Aksenenko i
Fainerman; oryginalny manuskrypt: Gochev; historia publikacji: drobna korekta przez Gochev. Méj wkfad
oceniam na 70%.

Engelhardt K., Lexis M., Gochev G., Konnerth C., Miller, R., Willenbacher N., Peukert W., Braunschweig
B.= pH effects on the molecular structure of B-lactoglobulin modified air-water interfaces and its impact
on foam rheology. Langmuir 2013, 29, 11646-11655.

Konceptualizacja: Braunschweig; badanie: Engelhardt, Lexis, Gochev, Konnerth; analiza danych:
Engelhardt, Lexis i Gochev; oryginalny manuskrypt: Engelhardt, Lexis i Braunschweig. historia publikaciji:
drobna korekta przez Braunschweig. M6j wktad oceniam na 10%.

Gochev G.= Retzlaff I.,, Exerowa D., Miller R. Electrostatic stabilization of foam films from (-
lactoglobulin solutions. Colloids Surfaces A 2014, 460, 272-279.

Konceptualizacja: Gochev; badanie: Gochev i Retzlaff; analiza danych: Gochev; oryginalny manuskrypt:
Gochev; historia publikacji: drobna korekta przez Gochev. Méj wktad oceniam na 80%.

Ulaganathan, V.,= Gochev, G., Gehin-Delval, C., Leser, M.E., Gunes, D.Z., Miller, R. Effect of pH and
electrolyte concentration on rising air bubbles in B-lactoglobulin solutions. Colloids Surfaces A
2016,505,165-170.

Konceptualizacja: Ulaganathan i Gochev; badanie: Ulaganathan; analiza danych: Ulaganathan i
Gochev; oryginalny manuskrypt: Ulaganathan i Gochev; historia publikacji: drobna korekta przez
Ulaganathan i Gochev. Méj wkfad oceniam na 25%.

Ulaganathan V., Retzlaff I., Won J.Y., Gochev G.,= Gehin-Delval C., Leser M., Noskov B.A., Miller R. B-
Lactoglobulin adsorption layers at the water/air surface: 1. Adsorption kinetics and surface pressure
isotherm: Effect of pH and ionic strength. Colloids Surfaces A 2017, 519, 153-156.

Konceptualizacja: Gochev; badanie: Ulaganathan, Retzlaff i Won; analiza danych: Ulaganathan, Gochev

i Noskov; oryginalny manuskrypt: Ulaganathan i Gochev; historia publikacji: drobna korekta przez
Gochev. Méj wktad oceniam na 60%.

* W kolejnosci od daty publikacji; B2 autor korespondencyjny; wyjasnienie mojego wkiadu merytorycznego do kazdego
artykutu znajduje si¢ w dziale | W Zalgczniku 3. Pelne teksty sq zebrane w Zalgczniku 4 jako kopie skandw oryginalnych
artykutow.
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H6 Ulaganathan V., Retzlaff I., Won J.Y., Gochev G.,= Gunes D.Z., Gehin-Delval C., Leser M., Noskov
B.A., Miller R. B-Lactoglobulin adsorption layers at the water/air surface: 2. Dilational rheology: Effect of
pH and ionic strength. Colloids Surfaces A 2017, 521, 167-176.

Konceptualizacja: Gochev; badanie: Ulaganathan, Retzlaff i Won; analiza danych: Ulaganathan, Gochev
i Noskov; oryginalny manuskrypt: Ulaganathan i Gochev; historia publikacji: drobna korekta przez
Gochev. Méj wktad oceniam na 60%.

H7  Gochev G.,= Scoppola E., Campbell R.A., Noskov B.A., Miller R., Schneck E. B-lactoglobulin adsorption
layers at the water/air surface: 3. Neutron Reflectivity Study on the Effect of pH. J. Phys. Chem. B 2019,
123, 10877-10889.

Konceptualizacja: Gochev, Campbell i Schneck; badanie: Gochev i Campbell; analiza danych: Gochev,
Scoppola, Campbell i Schneck; oryginalny manuskrypt: Gochev; historia publikacji: powazna korekta
przez wszystkich wspotautorow. Méj wktad oceniam na 50%.

H8 Gochev G.= Ulaganathan V., Retzlaff I., Gehin-Delval C., Gunes D.Z., Leser M., Kulozik U., Miller R.,
Braunschweig B. B-lactoglobulin adsorption layers at the water/air surface: 4. Impact on the Stability of
Foam Films and Foams. Minerals 2020, 10, 636.

Konceptualizacja: Gochev, Ulaganathan i Miller; badanie: Gochev, Ulaganathan i Retzlaff; analiza
danych: Gochev i Ulaganathan; oryginalny manuskrypt: Gochev i Ulaganathan; historia publikacii:
drobna korekta przez Gochev. Moj wkiad oceniam na 65%.

H9 Gochev G.,= Kovalchuk V.I., Aksenenko E.V., Fainerman V.B., Miller, R. B-Lactoglobulin adsorption
layers at the water/air surface: 5. Adsorption isotherm and equation of state revisited, impact of pH.
Colloids Interfaces 2021, 5, 14.

Konceptualizacja: Gochev i Miller; badanie: Gochev; analiza danych: Gochev, Kovalchuk, Aksenenko i
Fainerman; oryginalny manuskrypt: Gochev; historia publikacji: drobna korekta przez Gochev. Méj wktad
oceniam na 80%.

4.3. Cel naukowy, wyniki i dyskusja *
4.3.1. Wprowadzenie

Przez ponad sto lat podejmowano wysitki naukowe, majgce na celu zrozumienie roli substanciji
powierzchniowo czynnych (potocznie zwanych ,surfaktantami”’) w utrzymaniu stabilnosci cieklych uktadow
zdyspergowanych, tzn. Koloidow. Gtéwng cechg identyfikacyjng koloidow jest ich duza powierzchnia
miedzyfazowa, w zwigzku z tym kluczowa role w zachowaniu i wtasciwosciach koloidéw odgrywajg zjawiska
miedzyfazowe.'?

Pianki,®*A5 jako miekkie koloidy zawierajace granice faz ciecz/gaz — dalej w tekscie nazywane
powierzchniami W/A (woda/powietrze, z angielskiego water/air) — sg materiatami makroskopowymi o
hierarchicznej strukturze, a ich ogdlne wiasciwosci i stabilnos¢ sg determinowane przez zjawiska i procesy

zachodzace w réznych skalach dtugosci. Pianki sg wykorzystywane w wielu procesach i produktach

* Qdniesienia w rozdziatach 4.3 oraz 6 obejmujq przede wszystkim publikacje z wykazu referencyjnych w rozdziat 5
(utozone w kolejnosci pojawiania sie w tekscie); zauwaz, zZe niektore z tych odniesien mogq zawiera¢ kilka publikacji
oznaczonych matymi literami (*°+). Jednak niektére odniesienia, uzyte tylko raz, ze wzgledu na doktadnosé, sq
umieszczane w przypisach (") na kazdej stronie. Publikacje z wykazow w sekcjach 1.2 i 11.4 W Zalgczniku 3 sq rowniez
uwzglednione jako odnosniki (opatrzone odpowiednimi przedrostkami A lub B) i mogq pojawia¢ sie w tekscie losowo.
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przemystowych (np. flotacja, zywno$¢, produkty higieny osobistej, itp.) a takze w zastosowaniach
biotechnologicznych, farmaceutycznych i medycznych.*5" " Wiasciwosci i stabilno$¢ pianek sg w duzej mierze
zdeterminowane przez whasciwosci i stabilno$é cienkich filméw ciektych (z angielskiego thin liquid film, TLF),
ktore tworza sie pomiedzy pecherzykami pianki.>82." Pekniecie TLF powoduje proces koalescencii
pecherzykow, ktory jest jednym z gtéwnych mechanizmow destabilizacji w piankach.3A5 " Waznym parametrem
bedacym miarg stabilnosci TLF jest krytyczne cisnienie rozdzielajgce (Ilcr) pekania filmu. Wielko$¢ te mozna z
powodzeniem wykorzysta¢ do przewidywania stabilnosci pianek.24820

Niewatpliwie biatka majg ogromne znaczenie w réznych procesach biologicznych i technologicznych,
dlatego sg przedmiotem intensywnych badan prowadzonych w ramach wielu dyscyplin naukowych. Biatka sg
doskonatymi biokompatybilnymi stabilizatorami pianek i emulsji.®*5-¢ Zdolnos$¢ biatek do akumulacji (adsorpcji)
na kazdym rodzaju powierzchni roztworéw wodnych cieszy sie duzym zainteresowaniem przyrodnikéw,
chemikéw, fizykéw, biologéw i innych naukowcdéw od ponad wieku. Pomimo tego faktu badania tego zjawisko
sg nadal aktualne.%9%-12."

Oczywistym jest, ze pianki biatkowe — bedgce ztozonymi biokompatybilnymi materiatami o wyjgtkowych
wiadciwosciach — sg wazne dla ludzko$ci i stanowig obiekt intensywnych badan naukowych. Jednak wcigz
istniejg otwarte pytania dotyczace tego, jaki jest doktadny mechanizm stabilizacji pianek przez biatka i jak mozna
go kontrolowa¢, aby zaprojektowaé pianki biatkowe o regulowanych wiasciwosciach i stabilnosci. Odpowiedz
na te pytania byta celem moich badan przedstawionych w niniejszej rozprawie habilitacyjnej. Ponizej

przedstawiam kroétki przeglad tego problemu naukowego (stan faktyczny w 2011 roku).

Adsorpcija biatek na powierzchnie miedzyfazowej W/A

W XIX wieku kilku naukowcéw zauwazyto, ze biatka mogg koagulowaé na granicy faz." Plateau (1873)1821
jest prawdopodobnie pierwszym naukowcem, ktéry zbadat niektére aspekty zachowanie biatek na granicy faz.
Przedmiotem jego badan byta powierzchnia roztworéw albuminy oraz wiasciwosci TLF utworzonych z tych
roztworéw. W swojej pracy Plateau powigzat stabilnos¢ TLF ze zdolnos$cig albuminy do zmniejszania napiecia
powierzchniowego roztworu oraz wytwarzania ,0sobliwej lepkosci powierzchniowej”. Na samym poczatku XX
wieku Devaux (1903/1904) oraz Metcalf (1905) po raz pierwszy zbadali pewne witasciwosci fizyczne warstw
biatek roztozonych w poblizu warstwy przypowierzchniowej (z angielskiego subphase) fazy wodnej.”
Powigzane badania w latach 20. i 30. XX wieku,®! w tym prace Langmuira,®® podsumowano na przyktad w
obszernym artykule przeglagdowym autorstwa Neuratha i Bulla (1938).'* Najwazniejsze wnioski, jakie wyptynety
z tych wczesnych badan to:

o Biatka zachowujg sie na miekkich powierzchniach w zupetnie inny sposob niz ,proste” surfaktanty;

" Vignes-Adler M. Historical Perspectives of Foams. In: lok. cyt. [4], chapter 8.

i https://foodcrumbles.com/science-of-foams-in-food/

it Khristov Khr. Role of Foam Films in Foam Stability. In: lok. cyt. [4], chapter 12.

v Langevin D. Foam Stabilization Mechanisms. In: lok. cyt. [4], chapter 11.

v Ascherson FM. Arch Anat Physiol 1840; pp. 44. * Melsens LHF. Compt Rend 1851,33,247; Ann Chim Phys
1851,[3]33,170. * Smee AH. In: Proc Royal Soc (London) A 1863,12,399; 1864,13,350. * Ramsden W. Arch Anat Physiol
1894, pp. 1517; Proc Royal Soc (London) A 1903,72,156; Z Physik Chem 1904,47,336.

vi Devaux, H. Proc. Verb SOC des Sci Phvs et Nat Bordeaux 1903, November; J Phys Theor Appl 1904,3,450. * Metcalf
WV. Z physik Chem 1905,61.1.
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Warstwy powierzchniowe biatka, otrzymane przez rozprowadzanie lub przez spontaniczng adsorpcje z
roztworu, moga wykazywaC wyrazng lepkos¢ powierzchniowg, jak roéwniez pewng elastycznosé
powierzchniowa;

Wydaje sie bardzo prawdopodobne, ze biatka globularne przyjmg konformacje molekularne na granicach
faz, ktére réznig sie od konformacji natywnej w objetosci roztworu, co jest spowodowane nieodwracalng
denaturacja (rozfaldowaniem) globulek biatkowych wywotang przez interakcje z granicg faz.

Zbadanie dynamiki procesu spontanicznej adsorpcji biatek z objetosci fazy wodnej na granicy faz oraz

wiadciwosci reologicznych i struktury utworzonej warstwy adsorpcyjnej pozostaje w Scistym zwigzku z

mechanizmami powstawania i stabilnoscig piany. Gtéwne odkrycia dokonane w na przestrzeni lat

pie¢dziesigtych, szesédziesigtych i siedemdziesiagtych XX wieku podsumowa¢ mozna nastepujgco;*3-2!

(0]

Proces adsorpcji biatka moze przebiegaé w trzech gtéwnych etapach: dyfuzja w kierunku powierzchni
miedzyfazowej, indukowane przez interfejs rozwijanie i rozprzestrzenianie sie molekuty (biatka kuliste) oraz
koagulacja powierzchniowa przy duzym pokryciu powierzchni;3-15.19

Po dyfuzji w kierunku powierzchni miedzyfazowej, biatka mogg doswiadczaé bariery energetycznej dla
adsorpcji ze wzgledu na ci$nienie powierzchniowe i/lub oddziatywania elektrostatyczne;'®

Adsorpcja i wtasciwosci reologiczne powierzchni (elastycznosé i lepkosé) sg maksymalne w obszarze pH
wokét pl biatka; 314

Stopien indukowanej powierzchniowo denaturacji kuleczek biatkowych maleje wraz ze wzrostem ci$nienia
powierzchniowego /7 warstwy adsorpcyjnej;t’

Monowarstwa biatka utworzona w trakcie adsorpcji dominuje nad izotermg 77(c) niemniej jednak adsorpcja
biatka moze byé kontynuowana poprzez wielowarstwowe tworzenie czagsteczek odwracalnie
zaadsorbowanych, co wykrywa sie, wyznaczajac izotermy pokrycia adsorpcyjnego 77c);181%

Klasyczne réwnania adsorpcji stabo pasujg do eksperymentalnych izoterm;7-1°b

Dodatkowe metody, takie jak technika powierzchniowych radioznacznikéw' i elipsometria,’ oraz
powierzchniowa reometria dylatacyjna™ pozwolity na uzyskanie danych eksperymentalnych dla I i
powierzchniowego modutu dylatacyjnego E, co w potgczeniu z danymi tensjometrycznymi umozliwia pomiar
réwnania stanu powierzchni w postaci 7/(T) i/lub E(I1).16b:18.1%

Wiasciwosci elektryczne biatkowych warstw miedzyfazowych monitorowano poprzez pomiary potencjatu
powierzchniowego AV.9.11.196.20.21,1v

Chociaz dostepne wyniki eksperymentalne i teoretyczne pozwolity postawi¢ hipoteze dotyczaca struktury

molekularnej warstw miedzyfazowych biatek,®11.13.18.1%¢ jednoznacznych informacji w tym zakresie pod koniec

XX wieku wcigz brakowato.

W ostatnich dziesiecioleciach stale pojawiajg sie badania nad adsorpcjg biatek na migekkich powierzchniach

miedzyfazowych, przyczyniajgc sie do pogtebiania wiedzy na ten temat.??3> Badanie nowych aspektow

adsorpcji biatek wigzato sie z zastosowaniem nowych metod eksperymentalnych i teoretycznych w celu

uzyskania réznych rodzajow informacji uzupetniajgcych.

" Dixon JK i in. Nature 1949,163,845.

il de Feijter JA i in. Biopolym 1978,17,1759.

iii |_ycassen J, van den Tempel M. Chem Eng Sci 1972,27,1283; J Colloid Interface Sci 1972,41,491.

v Dogan MZ, Glazer J. Nature 1952,170,417. * Glazer J, Dogan MZ. Trans Faraday Soc 1953,49,448.
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Elipsometrie wykorzystano do pomiaréw in situ grubosci d warstw miedzyfazowych, co jednak nie pozwolito
na uzyskanie jednoznacznego wyniku ze wzgledu na niepewnos$é co do doktadnego wspoétczynnika zatamania
Swiatta warstwy miedzyfazowej, niezbednego do obliczenia d.?223 Z tego wzgledu, do eksperymentdw in situ na
powierzchniach W/A przystosowana zostata reflektometria neutronowa (NR), ktérg wykorzystano do
precyzyjnych pomiaréw grubosci warstw biatkowych.?4?6 Niektore metody spektroskopowe, na przykfad
spektroskopia odbiciowo-absorpcyjna w podczerwieni, zostaty réwniez przystosowane do sondowania in situ
powierzchni miedzyfazowej W/A.?” Spektroskopia generowania sumarycznych czestotliwosci wibracyjnych
(SFG) okazata sie bardzo przydatng technikg rozwigzywania szczegotéw strukturalnych i orientacji
zaadsorbowanych czgsteczek, jak rowniez ogolnego stanu natadowania powierzchni.?®

Eksperymentalne techniki reometrii powierzchniowej (Scinania i dylatacji) zostaty dobrze przysposobione do
sondowania powierzchni miedzyfazowej W/A,17-19de.22,23,29-33 Zasadniczo, biatka globularne silnie adsorbujg sie
na miekkich powierzchniach miedzyfazowych i przy duzym pokryciu powierzchni tworzg dwuwymiarowg
lepkosprezystg sie¢ zelowg, kiéra w wiekszosci przypadkéw jest raczej bardziej elastyczna niz lepka.
Zaleznosci kinetyczne modutu lepkosprezystosci powierzchni (modut dylatacyjny E(t) i modut scinania G(t))
pozwolity uzyskac wiele pouczajgcych informacji na temat gtéwnych etapéw tworzenia warstwy adsorpcyjne;j
biatka i powigzanych cech mechanicznych i strukturalnych warstw.32:33

Dane eksperymentalne dotyczace podstawowych parametréw powierzchni I1 oraz I' umozliwiajg
termodynamiczng analize zjawiska adsorpcji biatek. Jak zauwazono powyzej, klasyczne formalizmy — takie jak
teorie Gibbsa i Langmuira — wydajg sie nie mie¢ zastosowania do warstw miedzyfazowych biatek, gtéwnie ze
wzgledu na nieodwracalnosc¢ procesu adsorpcji biatek i ztozono$¢ wynikajaca z ich konformacji molekularnych,
reorientacji i agregacji na miekkich powierzchniach miedzyfazowych.7-1%:22. Najwazniejszym postepem w tym
kierunku byto postawienie hipotezy, ze zaadsorbowane czgsteczki biatka moga istnie¢ w réznych stanach
konformacyjnych na powierzchniach miedzyfazowych (nieidealno$¢ entropii).' Z drugiej strony nalezy réwniez
wzig¢ pod uwage ciepto mieszania biatka i wody na powierzchniach miedzyfazowych oraz oddziatywania
miedzyczgsteczkowe, tzn. nieidealnos¢ entalpii. Odpowiednie podejscia, ktére mozna wykorzysta¢ do opisu
adsorpcji biatek, zaproponowali Frumkin (1925)" oraz Singer (1948)."" Postuzyly one nastepnie jako podstawa
do rozwoju nowoczesnych teorii (krotki przeglad znajduje sie we wstepie do artykutu [H9]), ktére uwzgledniajg
nieidealnos$¢ entropii i entalpii.32:34i

Wszystkie powyzsze rozwazania dotyczg osiggnieC¢ eksperymentalnych i teoretycznych dotyczacych
powierzchni stacjonarnych (albo powierzchni ptaskiej, albo powierzchni unieruchomionej kropli/pecherzyka).
Adsorpcje biatka mozna réwniez monitorowa¢ na niestacjonarnej powierzchni, takiej jak np. powierzchnia
pecherzyka wznoszacego sie w roztworze.*> Badania takie mogg byé bezposrednio powigzane z dynamikg
tworzenia sie piany.iV

Przez wiele lat badano miedzyfazowe zachowanie wielu biatek, w tym biatek nieuporzadkowanych i réznych

biatek kulistych pochodzenia zwierzecego lub roslinnego, oraz enzyméw proteolitycznych).”12:13.14-35 W 2011

i Joos P, Serrien G. J Colloid Interface Sci 1991,145,291. * Lucassen-Reynders EH. Colloids Surfaces A 1994,91,79.
i Frumkin A. Z Physik Chem (Leipzig) 1925,116,466.

iii Singer SJ. J Chem Phys 1948,16,872.

v Matysa K, Lunkenheimer K. Curr Opin Colloids Interface Sci 2008,13,150.
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roku z literatury naukowej wynikato, ze efekty wywotane tadunkiem wydajg sie by¢ gtdwnymi czynnikami

determinujgcymi aktywnos¢ miedzyfazowa biatek i wtasciwosci powstatych warstw adsorpcyjnych.

Biatka w cienkich filmach ciektych

Zjawisko powstawania ,cienkiego filmu cieklego” byto intensywnie badane od czasu, gdy przyciagneto
uwage naukowcow w XVII wieku.1-B2! Teoretyczny opis stabilnosci TLF zostat znacznie rozwiniety dzieki pracom
Gibbsa na temat elastycznosci TLF, a badania te nabraty rozpedu wraz z definicjg ci$nienia rozdzielajgcego 11,
zdefiniowanego przez Derjaguina’ w latach 30. XX wieku, co zaowocowato powstaniem stynnej teorii DLVO
(Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) w latach 40. XX wieku. i

Najpopularniejszymi metodami tworzenia i badania tradycyjnie znanych ,filméw mydlanych” byly proste
uktady, takie jak wolna barika mydlana lub film mydlany w ramce. 82" Rézne metody badania TLF byty
opracowywane od drugiej potowy XX wieku do chwili obecnej (wiecej informacji mozna znalez¢ w niedawno
opublikowanym artykule przeglgdowym autorstwa Chatzigiannakis i in.").3# Jednak najbardziej popularng i
stanowigcg potezne narzedzie naukowe jest tak zwana technika ,mikrointerferometryczna” wprowadzona przez
Scheludko (1957).304.36a,37ab

Ponizej podaje krétki przeglad (na podstawie mojego artykutu z 2014 roku [H3] dotyczgcego filméw
piankowych BLG) na temat cienkich filméw piankowych otrzymywanych z roztworéw biatek, z naciskiem na
najciekawszy przypadek najciefszych filmoéw, zwanych ,czarnymi” (poniewaz odbijajg bardzo mato Swiatta i
wygladajg jak czarny obszar pod mikroskopem).31.35:41-50

Musselwhite i Kitchener (1967)*! stwierdzili, ze graniczna grubos¢ czarnego filmu przed peknieciem, ktéry
utworzony zostat w roztworze albuminy surowicy bydlecej (BSA) wynosi okoto 3—4 nm. Autorzy otworzyli pytanie
0 zwigzek miedzy graniczng gruboscig filmu a wymiarami geometrycznymi czasteczek biatka w objetosci
roztworu i na powierzchni filmu. Stabilne czarne filmy biatkowe zostalty po raz pierwszy uzyskane przez
Yampolskaya i in. (1977).#> Pézniej szczegdtowo zbadano cienkie filmy piankowe z roztworéw biatek.3%:35.43-49

Badania cieklych filméw piankowych w celce ,Scheludko™t:#36a.37ab wykazaty, ze gtdéwnymi czynnikami
determinujacymi powstawanie i stabilno$¢ czarnych filméw sg pH, sita jonowa | oraz stezenie biatka ¢ w
roztworze, z ktérego powstaje film. Warunki konieczne do powstania czarnego filmu to: I) pH—pl;31.354243a,44.45
lub 11) dostatecznie wysokie | gdy pH # pl;*3&<45 oraz Ill) stezenie biatka powinno by¢ odpowiednio wysokie,
ale uwaga — niezbyt wysokie.3!

Powyzsze rozwazania dotyczg obserwacji wizualnych TLF oraz pomiaréw grubosci filmu h pod statym
ci$nieniem, ktére jest stosunkowo niskie (rzedu 100 Pa). W stosowanych piankach ci$nienie kapilarne miedzy
pecherzykami moze by¢ o kilka rzedéw wielkosci wyzsze, gtdwnie w zaleznosci od wielkosci pecherzykow.
Badania TLF przy réznych ciSnieniach sg mozliwe dzieki tak zwanej technice “Thin-Film-Pressure-Balance”, w
ktérej wykorzystuje sie celke z porowatg ptytka, i ktdra pozwala zmierzyé izoterme cisnien rozdzielajgcych
I1(h).3b437cd

i Derjaguin BV. Trans Faraday Soc 1940,35,203.

i Derjaguin BV, Landau LD. Acta Physicochim URSS 1941,14,633.

iii \/erwey EJW, Overbeek JThG. Theory of the stability of lyophobic colloids. Elsevier, 1948.
v Mysels KJ, Shinoda C, Frankel S. Soap films: studies on their thinning. Pergamon, 1959.

v Chatzigiannakis E i in. Curr Opin Colloid Interface Sci 2021,53,101441.
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Eksperymentalna izoterma cisnienia rozdzielajgcego I1(h) pozwala zinterpretowac: 1) stabilno$¢ filmu pod
wzgledem krytycznego ci$nienia roztgczajgcego Il oraz odpowiedniej grubosci, przy ktorej film peka; a takze
2) uzyskac bezposrednie informacje o oddziatywaniach powierzchniowych dziatajgcych w filmie. Dalsza analiza
danych eksperymentalnych TI(h) jest mozliwa poprzez poréwnanie wynikéw z odpowiednimi teoriami. Wraz z
obszernymi badaniami TI(h) dla roztworéw surfaktantéw i polimeréw, przeprowadzono kilka badan takze z
biatkami.#4-46.47b,48,49b

Poréwnanie danych eksperymentalnych TI(h) z teoria DLVO wykazato stusznos$¢ teorii dla filmow
biatkowych o silnym Ilei obecnym w uktadzie.*® Jednakze, gdy film byt cienszy niz 25 nm zaobserwowano
wyrazne odchylenia od przewidywan teoretycznych, co sugerowato istnienie w filmach oddziatywan
powierzchniowych o stosunkowo dalekim zasiegu (nie przewidywalnych na podstawie teorii DLVO). Szczegoty
dotyczgce takich specyficznych oddziatywan nie sg w petni wyjadnione, ale uwaza sie, ze pochodzg one z
oddziatywan sterycznych i powstajg w wyniku istnienia agregatéw biatkowych znajdujgcych sie na dwdéch
przeciwleglych powierzchniach filmu.*

Izotermy TI(h) dla czarnych filméw biatkowych ujawnity, ze h maleje wraz ze wzrostem IT i przy pewnej
wartosci granicznej staje sie praktycznie niezalezne od I1.#44>49 Takie zachowanie sugeruje tworzenie sie
czarnego filmu Newtona (NBF) z biatka, analogicznie do typowego NBF z surfaktantow, ktéry jest dwuwarstwg
surfaktantow (h < 6 nm).3p:4370.38-40 Tworzenie biatkowych NBF nawet przy niskim IT, jak w celce ,Scheludko”,
zostato stwierdzone w kilku badaniach nad filmami piankowymi i emulsyjnymi wykonanymi przy pH—pl.46b:49,50
Niezaleznie od warunkéw cisnieniowych wymaganych do ustalenia takiego stanu doniesiono, ze graniczna
grubosé¢ czarnych filméw z biatek oscyluje w zakresie 5-11 nm. Grubos$ci te w poréwnaniu z wymiarami
poszczegolnych kuleczek biatkowych sugerujg osobliwosci w budowie najcienszych czarnych filméw
biatkowych — przypadek czarnych filméw BLG zostanie szczegétowo omdéwiony w rozdziale 4.3.4.4.

Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze zrozumienie mechanizméw stabilizacji TLF przez biatka i, co wazne,
zmiany struktury molekularnej w czarnych filmach biatkowych pod wplywem pH, byto w 2014 roku niepetne,
gtéwnie ze wzgledu na ograniczone informacje na temat szczegdtowej struktury warstw biatkowych oraz jej

wpltyw na wartosc¢ cisnienia roztgczajgcego i strukture TLF.

4.3.2. Motywacija i podejscie badawcze

Badania nad zachowaniem biatek na powierzchniach miedzyfazowych, o ktérych wspomniano we wstepie,
sg jedynie przyktadami z wielu badan dostepnych w literaturze. Niemniej jednak zdobyta wiedza do lat 2011—
2014 wydawata sie wcigz niewystarczajgca do petnego opisu fizykochemicznego (na poziomie molekularnym)
mechanizmoéw stabilizacji pianek biatkowych na podstawie charakterystyki elementéw budulcowych pianki —
warstw adsorpcyjnych oraz TLF. Sytuacja ta wydawata sie by¢ spowodowana tym, ze wiele badan dotyczyto,
cho¢ zwykle szczegétowo, fragmentarycznych probleméw, ktére mozna bylo rozwigzaé przy pomocy
ograniczonej liczby narzedzi eksperymentalnych i teoretycznych. W swoim obszernym artykule przeglagdowym
na temat reologii powierzchni roztworéw biatkowych, Bos i van Vliet (2001)%° podkreslili:

“However, in most studies dealing with proteins and surfactants at fluid-fluid interfaces, one technique is
used and the data are compared with those obtained by other authors using the same technique. There is a lack
of studies in which several techniques are combined to give information on a well-defined system... Besides the
great need for studies in which several techniques are combined, there is an at least equal need for sound
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physical models describing the various processes of importance. Real progress will only be possible if both are
combined in an innovative way.”

Co wiecej, w tamtym czasie (2014) dostepnych byto tylko kilka badan dotyczacych stabilnosci TLF w
roztworach biatek, ktére co prawda dostarczaty cennych informacji, ale pozostawiaty jednoczesnie kilka
waznych otwartych pytan: na przyktad, w jaki sposéb tadunek elektryczny netto biatka oraz heterogeniczna
(wielowarstwowa) struktura miedzyfazowa wplywa na stabilnos¢ TLF.

Moim zdaniem, w obecnym stanie wiedzy na temat pianek biatkowych wcigz brakowato wyraznych powigzan
— z jednej strony miedzy wiasciwosciami biatkowych warstw miedzyfazowych a stabilnoscig odpowiedniej TLF;
a z drugiej strony miedzy stabilnoscig TLF a odpowiednimi piankami; tzn. poprzez hierarchiczny tanhicuch skali
dtugosci: powierzchnia—TLF—pianka makroskopowa.

W 2011 roku, kiedy rozpoczynatem prace naukowg z biatkami, bratem udziat w projekcie tandemowym
.Pianki Biatkowe” wspoiprowadzonym przez dr hab. R. Miller w Instytucie Koloidéw i Powierzchni
Miedzyfazowych im. Maxa Plancka (MPICI) w Poczdamie, w Niemczech oraz prof. W. Peukert i dr (obecnie
prof.) B. Braunschweig w FAU Erlangen-Nirnberg, Erlangen, w Niemczech. Do moich obowigzkéw nalezato
stworzenie strategii naukowej programu badawczego w MPICI, a takze nadzorowanie i wspieranie doktorantow
V. Ulaganathana i J.Y. Wona, oraz magister |. Retzlaff. Innym waznym moim zadaniem byto nawigzanie Scistej
wspotpracy z grupg w Erlangen w celu potgczenia wysitkéw w ramach wspdlnego planu badawczego.

W tym czasie uzyskano juz znaczng wiedze na temat adsorpcji biatek na miekkich powierzchniach
miedzyfazowych, co podsumowano we wstepie. Stalo sie coraz bardziej oczywiste, ze efekty wywotane
tadunkiem elektrycznym sg gtdwnym czynnikiem determinujgcym zachowanie biatek na powierzchniach
miedzyfazowych, jednak kilka gtéwnych punktéw zostato tylko czesciowo zrozumianych, w szczegdélnosci:

0 Zakres rozfatdowania (czesciowego lub catkowitego) globularnych biatek po adsorpcji na powierzchniach
miedzyfazowych byt nadal kwestig dyskusyjng;

o lIstniaty rzeczywiscie pewne dowody na to, ze biatka mogg tworzyé wielowarstwowe struktury
powierzchniowe, ale takich informac;ji byto niewiele, a zrozumienie tego zjawiska byto niepeine;

o Nadal nie byto jasne, w jaki sposob efekty wywotane fadunkiem elektrycznym oraz wielowarstwowe struktury
mogg wplywacé na fundamentalne wiasciwosci powierzchni, a w konsekwencji na wiasciwosci i stabilnos¢
TLF;

Najwyrazniej, w literaturze naukowej brakowato systematycznych badan nad silnym wptywem pH na ogéine
cechy zachowania biatek na powierzchniach miedzyfazowych oraz w TLF. Zdatem sobie sprawe, ze takie
badanie powinno wigzac sie z nastepujgcymi wymaganiami:

I. Dobrze zdefiniowang problematyka, ktérej badania mogg wypetnié¢ luki w obecnym stanie wiedzy na ten
temat, a tym samym wywrze¢ nowy wptyw na nauke;
Il. Potgczeniem rdéznych narzedzi eksperymentalnych do pozyskiwania uzupetniajgcych sie rodzajow
informaciji;
Ill. Odpowiednimi narzedziami eksperymentalnymi;

IV. Odpowiednimi modelami do teoretycznego opisu danych eksperymentalnych.

Z tego wzgledu, badania nad wpltywem pH na zachowanie biatek globularnych w obrebie
hierarchicznego tancuchu powierzchnia W/A — cienki film piankowy — pianka, staly sie wiodagcym

kierunkiem moich badan nad piankami biatkowymi. Opracowane podejscie badawcze schematycznie
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przedstawiono na Rys. 1. Obejmuje ono trzy typy systeméw modelowych: 1) pojedyncza powierzchnia; 2)
pojedynczy film piankowy; oraz 3) pianka makroskopowa.

Dostepne metody eksperymentalne w laboratoriach w Poczdamie i Erlangen, a takze w laboratorium w Sofii
(z ktérym jestem na state zwigzany) stanowity doskonatg podstawe do zaplanowanych badan, takich jak:
dynamika adsorpcji i reologia powierzchni (Poczdam, pozniej takze Miinster); SFG (Erlangen, pdzniej takze
Miinster); elipsometria (Poczdam, Erlangen); cienkie filmy ptynne (Sofia, pdzniej takze Minster); oraz badania
stabilno$ci piany (Erlangen, pézniej takze Munster, oraz we wspétpracy z kolegami z Politechniki Berlinskiej).
Model teoretyczny adsorpcji biatek opracowany w grupie w Poczdamie byt fatwo dostepny. W Poczdamie we
wspotpracy z kolegami z Instytutu Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera w Krakowie
opracowano uktad do eksperymentdéw z wznoszgcym pecherzykiem w roztworze. Ponadto, podczas drugiego
stazu podoktorskiego, kiedy pracowatem z dr (obecnie Prof.) E. Schneckiem, przeprowadzitem eksperymenty
z reflektometrig neutronowg w Instytucie Laue-Langevin (ILL) w Grenoble we Francji, a uzyskane wyniki okazaty
sie kluczowe dla rozwigzania problemu struktury badanych warstw adsorpcyjnych BLG na poziomie

molekularnym.

B

Pecherzyk piankowy Grubosé réwnowagowa
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Rys. 1. Panel A. Zdjecie pianki makroskopowej (zaczerpniete z Ref.>°) oraz schematyczne przedstawienie hierarchicznych
elementdéw budulcowych pianki w skali mezoskopowej i nanoskopowej: cienki film ciekty pomiedzy dwoma pecherzykami
pianki i warstwa adsorpcyjna na powierzchni filmu zbudowana przez rozciggniete kuleczki biatkowe. Parametry y, I oraz E
(odpowiednio napiecie powierzchniowe, pokrycie adsorpcyjne oraz modut lepkosprezystosci dylatacyjnej) charakteryzujq
wtasciwosci mezoskopowe warstwy adsorpcyjnej. Parametry d oraz h charakteryzujq odpowiednio skoriczone nanoskopowe
grubosci warstwy adsorpcyjnej oraz TLF; TI to cisnienie rozdzielajgce dziatajgce przy danej h. Panel B. Schematyczne
przedstawienie powstawania cienkiego filmu ciektego w piance i jego ewolucji w odniesieniu do stabilnosci piany.

Nanoska

Poniewaz przedmiotem zainteresowania w/w projektu tandemowego byly pianki biatkowe,
najodpowiedniejszymi uktadami modelowymi do badan byly powierzchnie W/A oraz cienkie filmy piankowe.
Grupa badawcza prof. U. Kulozika z Politechniki Monachijskie, pracujagca w ramach tego samego klastra
projektowego, opracowata nowatorskg metode frakcjonowania biatek w skali pilotazowej, co pozwolita na
produkcje izolowanej i oczyszczonej a-laktoalbuminy oraz BLG z izolatu biatka serwatkowego.' BLG jest jednym
Z najczesciej badanych biatek w nauce o koloidach i powierzchniach miedzyfazowych, stad dobra podstawa
wynikéw literaturowych stanowita punkt wyjscia, a BLG wybrano jako biatko modelowe. Prébki BLG zostaty

przekazane przez grupe z Monachium.

i Toro-Sierra J i in. Food Bioprocess Technol 2013,6,1032.
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Wreszcie, majgc pod rekg wysokiej jakosci biatko, dostep do kilku metod eksperymentalnych i teoretycznych
oraz jasny temat naukowy, miatem doskonatg okazje do przeprowadzenia obiecujgcych badan nad wptywem

pH na rézne wiasciwosci warstw biatkowych, cienkich filméw piankowych oraz pianek.

4.3.3. Metody i materiaty

Metod powierzchnioczutych do badania warstw adsorpcyjnych na miekkich powierzchniach miedzyfazowych
jest niewiele, a najbardziej znane zostaty wymienione we wstepie. W swoich badaniach nad warstwami
adsorpcyjnymi BLG zastosowatem kilka metod eksperymentalnych i teoretycznych:

Tensjometria i reometria dylatacyjna powierzchni. Zastosowano technike analizy profilu
kropla/pecherzyk”8B11 do precyzyjnych pomiaréw zmiennosci dynamicznego napiecia powierzchniowego y(t),
ktére bezposrednio mozna wyrazi¢ cisnieniem powierzchniowym I1(t) = yo — yp(t), gdzie yo jest napieciem
powierzchniowym czystego rozpuszczalnika. Dodatkowo mozna zastosowaé drgania harmoniczne powierzchni
pecherzyka o zadanej czestotliwosci f oraz amplitudzie g, co pozwala na ocene modutu dylatacyjnego
powierzchni E. Modul E(if) = E'(f) + iE"(f) sklada sie z dwdch sktadowych: rzeczywistej E’ (wkfad sprezysty
reprezentujgcy zachowanie energii) oraz urojonej E"' (lepki wktad reprezentujacy rozpraszanie energii).22:30-33

Wyniki badan warstw adsorpcyjnych BLG badanych za pomocg tensjometrii, wykorzystujgcej analize
ksztattu pecherzykéw przedstawiono w artykutach [H1,H2,H5,H6,H9], a za pomocg powierzchniowej reometrii
dylatacyjnej w artykutach [H1,H2,H6,H9]. Eksperymenty przeprowadzono w Instytucie Koloidéw i Powierzchni
Miedzyfazowych im. Maxa Plancka w Poczdamie w Niemczech oraz w WWU Munster w Munster w Niemczech.

Model teoretyczny adsorpcji biatek. Do analizy danych eksperymentalnych wykorzystano wyprowadzony
wczesniej model termodynamiczny adsorpcji biatek na miekkich powierzchniach miedzyfazowych.3
Wykorzystano go w pracy [H1] do analizy izoterm cisnienia powierzchniowego //(c) oraz modutu dylatacyjnego
E(c) dla roztworow BLG o pH 7. Pdzniej po raz pierwszy model poréwnano jednoczesnie z kilkoma
zaleznos$ciami eksperymentalnymi, w tym izoterma adsorpcji /(c), w celu uzyskania najlepszego dopasowania
miedzy teorig a eksperymentem z wysoka niezawodnoscig i doktadno$cig. Podejscie to zastosowano do danych
eksperymentalnych dla warstw adsorpcyjnych BLG przy réznych wartosciach pH (3, 5 oraz 7). Wyniki
przedstawiono w artykule [H9], a model jest szczegdétowo wyjasniony w informacji uzupetniajgcej tej samej
publikacji.

Metoda wznoszacego sie pecherzyka. Adsorpcja substancji powierzchniowo czynnych na powierzchniach
miedzyfazowych moze by¢ rézna w zaleznosci od hydrodynamiki uktadu miedzyfazowego. Nalezy zauwazyc,
ze ma to ogromne znaczenie w niektoérych procesach, jak chocby flotacja.>2A5 W wielu sposobach tworzenia
piany nowopowstajgce pecherzyki unoszg sie w ciektym osrodku pod wptywem sity wyporu.A345 W warunkach
silnie hydrodynamicznych na powierzchni pecherzyka tworzy sie dynamiczna warstwa adsorpcyjna (DAL), a jej
opis fizykochemiczny jest inny niz w przypadku warstwy adsorpcyjnej na nieruchomej powierzchniach
miedzyfazowych.25B18." Metodologia ta jest poteznym narzedziem do badania DAL poprzez pomiary lokalnej

predkosci pecherzyka Uy.35A345818/

 Matysa K, Zawala J, Krzan M, Krasowska M. Bubbles rising in solutions; local and terminal velocities, shape variations
and collisions with free surface. In: Bubble and Drop Interfaces (Miller R & Liggieri L editors), Brill, 2011, Chapter 11.
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Metoda ta zostata wykorzystana w artykule [H4] do zbadania wptywu pH na predkos$ci wznoszacych sie
pecherzykdw w roztworach BLG. Eksperymenty przeprowadzono w Instytucie Koloidoéw i Powierzchni
Miedzyfazowych im. Maxa Plancka (MPICI), Poczdam, Niemcy. Nalezy wspomnieé, ze urzadzenie w tym
instytucie zostato zbudowane przez doktoranta V. Ulaganathana przy pewnym wsparciu z mojej strony.
Wczesniej V. Ulaganathan szkolit sie w tej technice w ramach wizyt badawczych w Instytucie Katalizy i
Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera PAN w Krakowie.

Spektroskopia generowania sumarycznych czestotliwosci wibracyjnych (SFG). SFG to koherentna
nieliniowa metoda optyczna drugiego rzedu, ktéra z natury jest specyficzna dla materialdbw o symetrii
inwersyjnej. W takim eksperymencie dwie wigzki laserowe naktadajg sie w czasie i przestrzeni, generujgc w ten
sposob trzecig wigzke o sumarycznej czestotliwosci dwéch padajgcych fal swietlnych. Szczegdty dotyczace
metody mozna znalez¢ w Refs.?8829 oraz na przyktad w artykutach przeglagdowych Engelhardta i in. (2014)i oraz
Hosseinpouraiin. (2020)"". W celu okreslenia stanu natadowania elektrycznego takich powierzchni analizowany
jest szeroki zakres cech od 3100 cm™ do 3800 cm™. Wystepowania tych pasm jest spowodowane drganiami
rozciggajgcymi OH poczwornie skoordynowanych molekule wody miedzyfazowej i wskazujg na silne zmiany
zaleznego od pH fadunku zaadsorbowanych czasteczek biatka. Miedzyfazowe pole elektryczne prowadzi do
silnych zmian w natezeniu SFG, szczegdlnie w przypadku matych i wysoce polaryzowalnych molekut, takich
jak H20. W rezultacie, zalezne od pH zmiany drgan rozciggajgcych pasm OH mozna zastosowa¢ do okreslenia
wzglednych zmian natezenia miedzyfazowego pola elektrycznego. Z tego powodu lokalne minima catkowitych
natezen SFG (pasma OH) mozna przypisal brakowi silnego pola elektrycznego, a tym samym punktowi
izoelektrycznemu powierzchni.

Technika SFG zostata wykorzystana w artykule [H2] do zbadania wptywu pH roztworu na stan natadowania
elektrycznego warstw adsorpcyjnych BLG. Eksperymenty przeprowadzono w FAU Erlangen—Ndirnberg,
Erlangen, Niemcy.

Elipsometria i reflektometria neutronowa (NR). Obie metody opierajg sie na odbiciu od powierzchni i
dostarczajg informacji o rozktadzie gestosci materii w kierunku z prostopadltym do powierzchni zgodnie ze
schematem: roztwor fazy cieklej — warstwa adsorpcyjna — przeciwna faza ptynna (gazowa lub ciekta) Giéwna
réznica w podstawach tych metod polega na wielkosci mierzonej, ktéra daje dostep profili gestosci: elipsometria
dziata z odbiciem wigzki $wiatta (zwykle lasera) i analizuje profil wspdtczynnika zatamania swiatta n(z), atomiast
NR dziata z odbiciem wigzki neutronéw i analizuje profil gestosci dtugosci rozpraszania neutronéw p(z).'"

Obie metody dobrze nadajg sie do jednoznacznego oszacowania pokrycia adsorpcyjnego I'. W elipsometrii,
I jest zwigzane z iloczynem wspoiczynnika zatamania $wiatta i grubosci warstwy (nd), stad dla danej warto$ci
I, uzyskanie wartosci dla jednej z tych sprzezonych wielko$ci wymaga znajomosci wartosci dla drugiej. Pod
tym wzgledem, reflektometria neutronowa moze by¢ bardziej uzyteczna, poniewaz daje bezposredni dostep do
wartosci pads oraz d badanej warstwy adsorpcyjnej, zwlaszcza gdy eksperymenty NR sg przeprowadzane w
Srodowisku wodnym z odpowiednim kontrastem izotopowym. W artykule [H7] eksperymenty NR

przeprowadzono w dwéch wodnych kontrastach izotopowych:

f_EngeIhardt K i in. Curr Opin Colloid Interface Sci 2014,19,207.
" Hosseinpour i in. Chem Rev 2020,120,3420.
"Hayter JB i in. J Chem Soc, Faraday Trans 1 1981,77,1437.
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0 Woda dopasowana do kontrastu powietrza (z angielskiego air-contrast-matched-water, ACMW 8.1% v/v D20
w H20), ktéra ma takg sama gestos$¢ dtugosci rozpraszania jak powietrze, pacmw = pair = 0. Nastepnie, kazdy
materiat powierzchniowo czynny o pads # 0 ktory adsorbuje sie na powierzchnia, daje sygnat odbicia, ktéry
jest proporcjonalny do /" poprzez zmierzone wartosci pags;

0 D20. W tym przypadku warunek pDzO;é pags 7 0 wyznacza dobrze zdefiniowany profil p(z) ktéry jest bardzo

wrazliwy na grubos¢ warstwy d.

Analiza wspétdoprecyzowania dwoch zestawdw danych reflektometrycznych daje wartosci dla I"oraz d z
duzg doktadnoscig. Ponadto na podstawie tych danych mozna w prosty sposéb obliczy¢ obszar powierzchni na
czgsteczke w.

W artykutach [H2,H7] zastosowano elipsometrie, a w artykule [H7] technike NR do zbadania wptywu pH
roztworu na kinetyke adsorpcji 7(¢) oraz strukture molekularng warstw adsorpcyjnych BLG pod wzgledem d.
Eksperymenty elipsometryczne przeprowadzono w FAU Erlangen—Niirnberg, Erlangen, Niemcy (artykut [H2])
oraz w Instytucie Koloidéw i Powierzchni Miedzyfazowych im. Maxa Plancka, Poczdam, Niemcy (artykut [H7]).

Eksperymenty NR przeprowadzono na reflektometrze neutronowym ,Figaro”™ w Instytucie Laue-Langevin (ILL),
Grenoble, Francja w ramach dwoch wizyt badawczych'' przyznanych na podstawie zatwierdzonych wnioskéw
badawczych, ktérych bytem gtéwnym autorem.

Metodologia cienkiego filmu cieklego. Technika ,mikrointerferometryczna’4.36as7ab pozwala na
rownoczesny pomiar ci$nienia roztgczajgcego I oraz grubosci h pojedynczej TLF.

W celce ,Scheludko” wewnatrz kropli roztworu uwiezionej w szklanym uchwycie tworzy sie mikroskopijny,
wolnostojacy, ptasko-réwnolegly film piankowy. W takim uktadzie film jest potaczony z meniskiem kropli i w
stanie réwnowagi ci$nienie rozdzielajgce filmu jest réwne cisnieniu kapilarnemu w menisku, IT = P = const.

W celce, w ktérej zamiast szklanego uchwytu wykorzystano porowatg plytke (celka ,Exerowa-
Scheludko”,®b.4:36a.37¢d) mozna zastosowa¢ dodatkowe cisnienie Papp = I1 na powierzchni filmu. Pozwala to
zmierzy¢ izoterme ci$nienia rozdzielajacego T1(h), ktora jest wlasciwie rownaniem stanu réwnowagi TLF.

Cisnienie rozdzielajace w réwnowagowym TLF jest sumag co najmniej trzech gtéwnych niezaleznych
sktadnikow:304:36

IT=—TTyw + ITe + 1> 0

uwzgledniajgcych rézne rodzaje oddziatywan powierzchniowych:

o Ilvw (DLVO) - oddziatywania Keesoma, Debye’a oraz Londona (dyspersyjne); w symetrycznym TLF, ITvw
jest zawsze przyciggajace;

o0 Ilg (DLVO) - odpychanie elektrostatyczne miedzy natadowanymi powierzchniami w medium
elektrolitycznym. Dla danego potencjatu podwdjnej warstwy elekirycznej o, na powierzchniach filmu, to
oddziatywanie jest modulowane przez dlugo$é Debye'a x™*. Przy niskiej sile jonowej |, k™! jest ma wieksza
wartos¢, dlatego uzyskuje sie cienki film zwykty o stosunkowo duzej grubosci (z angielskiego Common Thin

Film, CTF, h > 30 nm) ktory wyglada jasno w $wietle odbitym. Kazdy wzrost | powoduje spadek wartosci x~

iCampbell RA i in. Eur Phys J Plus 2011,126,107.
i hitps://doi.ill.fr/10.5291/1LL-DATA.9-13-640 * https://doi.ill.fr/10.5291/ILL-DATA.9-13-728
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! a tym samym zmniejszenie catkowitej grubosci filmu ze wzgledu na zmniejszenie grubosci rdzenia

wodnego filmu heore = 2571, Prowadzi to do powstania czarnego filmu zwyktego (z angielskiego Common
Black Film, CBF, h < 30 nm), ktory jest nadal stabilizowany sitami elektrostatycznymi.

o Il (nie DLVO) — oddziatywania odpychajace pochodzenia sterycznego wynikajace z fizycznego kontaktu
miedzy warstwami adsorpcyjnymi na powierzchni filmu. Brak odpychania elektrostatycznego prowadzi do
powstania najciefiszego czarnego filmu tzw. czarnego filmu Newtona (z angielskiego Newton Black Film,
NBF). Taki film to btona amfifilowa sktadajgca sie z dwéch warstw adsorpcyjnych, podzielonych jedynie
ograniczong iloscig wody hydratacyjnej; taka dwuwarstwa jest stabilizowana przez sity steryczne bliskiego
zasiegu; grubos¢ NBF z surfaktantow o matej masie czgsteczkowej moze wynosic¢ zaledwie h < 6 nm.38-40
Grubo$¢ TLF zmierzona interferometrycznie to tak zwana ,grubo$é ekwiwalentna” (z angielskiego equivalent

thickness, hy), ktéra odpowiada filmom o pewnym jednorodnym wspotczynniku zatamania $wiatta n rownym

wspotczynnikowi zatamania $wiatta roztworu, z ktérego utworzony jest film (zwykle bliskim wspoétczynnikowi
wody nw = 1.33). Jednak, hy, rozni sie od rzeczywistej fizycznej grubosci filmu h ze wzgledu na znacznie wyzszy
wspotczynnik zatamania $wiatta warstw adsorpcyjnych Nags. Zalezno$¢ miedzy hy oraz h zostata wyprowadzona
przez Duyvisai i polega na zastosowaniu modelu struktury filmu.3b-36a Najcze$ciej stosowanym modelem jest

trojwarstwowy model sandwiczowy, ktéry zaklada dwie réwne warstwy adsorpcyjne o grubosci d i

wspodtczynniku zatamania $wiatta Nags, oraz rdzen wodny filmu o grubosci heore i jednorodnym wspdétczynniku

zatamania swiatta Ncore (Ncore = Nw = 1.33), stad:
h = heore + 2d.

2 -
W przypadku cienkiego filmu piankowego (dla powietrza np = 1), stosujgc ,optyczny” wspétczynnik p = nzLSl

core—1

jako poprawke do zmierzonej hy, grubos¢ filmu to:
h=hw-2d(p-1).

Oczywistym jest, ze wlasciwa analiza pomiardw interferometrycznych wymaga wartosci parametrow warstw
adsorpcyjnych d oraz nNags, ktére nie zawsze sg dostepne. W NBF praktycznie brakuje rdzenia wodnego, a
jakakolwiek woda jest prezentowana jedynie jako powtoka hydratacyjna hydrofilowych grup wzajemnie
zaadsorbowanych warstw powierzchniowych filmu.38-40 W takiej sytuacji, NBF mozna bezpiecznie przyblizy¢ za
pomocg pojedynczej ptytki o wspdolnym wspotczynniku zatamania swiatta nner ktéry jest bardzo zblizony do
Nads.>° W zwigzku z tym powszechnie przyjmuje sie nastepujace przyblizenie:

hner = hw
obliczone z odpowiednig warto$cig Nngr.

Technike TLF wykorzystano w artykutach [H3,H8] do zbadania wptywu pH roztworu na ci$nienie
roztgczajgce Il oraz grubosé h, a takze na stabilnos$¢ filméw piankowych otrzymanych z roztworéw BLG.

Eksperymenty przeprowadzono w Instytucie Chemii Fizycznej — Butgarskiej Akademii Nauk w Sofii w Butgarii

oraz w WWU Minster w Miinster w Niemczech.

i Duyvis EM. The Equilibrium Thickness of Free Liquid Films. PhD thesis: Utrecht, 1962.
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Pianki. Stabilno$¢ makroskopowych pianek zostata zbadana w artykule [H8]. Szybko$¢ zanikania piany w
czasie mierzono w szklanej kolumnie za pomocg komercyjnego przyrzgdu DFA-100, Kruss, Niemcy. Dalsze
szczegoty dotyczace procedur eksperymentalnych i analizy danych podano w artykule [H8] a takze w Ref.A5,
Eksperymenty przeprowadzono we wspotpracy z kolegami z Politechniki Berlinskie;.

Materiaty. Do wszystkich eksperymentéw opisanych w artykutach [H1-H9] uzyto prébek biatek o tym samym
pochodzeniu. W trakcie prac eksperymentalnych (2011-2019) wysokiej jakosci bydlecy BLG (w postaci
liofilizowanego proszku) zostat przekazany przez prof. U. Kulozik (Politechnika Monachium, Niemcy) w kilku
dostawach swiezego materiatu. Probki BLG zazwyczaj charakteryzujg sie zawartoscig biatka catkowitego
~98.9% (w tym zawarto$¢ BLG >99%), soli ~0.7%, oraz $ladowymi ilosciami laktozy (<0.05%). Roztwory wodne
BLG oczyszczano weglem drzewnym zgodnie z wczesniej proponowang procedurg.>?2 Ten etap zastosowano
ze wzgledu na fakt, ze wyizolowane biatka moga by¢ zanieczyszczone silnie powierzchniowo czynnymi
czgsteczkami o niskiej masie czasteczkowej (np. kwasy ttuszczowe, glicerydy, lipidy itp.) jak wykazano w
literaturze w badaniach poréwnawczych z natywnymi i oczyszczonymi roztworami handlowych prébek BLG
oraz a-laktoalbuminy.52

BLG jest stosunkowo hydrofobowym biatkiem majgcym dwa mostki dwusiarczkowe.>® Tréjwymiarowe
struktury molekularne sg dostepne w Internecie i sg pokazane na Rys. 2. Zgodnie z danymi dotyczgcymi
promienia bezwtadnos$ci BLG uzyskanymi z eksperymentéw z matym katem rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego (SAXS) i neutronowego (SANS), jednostki BLG w roztworze mozna aproksymowacé jako:
(globuty monomerycznej) kulki o $rednicy D = 3.5 nm; (dimery) wydtuzone elipsoidy o krétkiej i diugiej osi

odpowiednio D =~ 3.5 nm i D’ =~ 6.9 nm, sktadajace sie z dwoch oddziatujacych sfer monomeru.'

pH25-4 pH45-6 pH65-8 pH>9
¢ 0 » N 'R )
Denaturacja

Monomer

D=35A

Calyx

Rys. 2. Schematyczne przedstawienie monomeru oraz dimeru bydlecej p-laktoglobuliny. Struktury krystalograficzne
pochodzq z <Protein Data Bank> #rédto ID: 1BEB." Bl oznacza B-ni¢ |, a oznacza a-helise.

Zidentyfikowano kilka przemian konformacyjnych zaleznych od pH w strukturach trzeciorzedowych i
czwartorzedowych wodnego BLG (Rys. 2):53.1
0 MeQ (odwracalne): przejscie monomer-dimer;

0 QN (odwracalne): przejscie od mniej zwartej, kwasowej formy Q do bardziej zwartej, natywnej formy N;

PWitz J i in. J Am Chem Soc 1964,86,168. * Vogtt K i in. Soft Matter 2011,7,3906.

i hitps://pdbj.org/mine/summary/1BEB

it Timasheff SN i in. J Biol Chem 1966,241,2496. * Taulier N, Chalikian TV. J Mol Biol 2001,314,873. * Sakurai K, Goto
Y. PNAS 2007,104,15346.
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0 NoR (przejscie Tanforda, odwracalne): forma R charakteryzuje sie wystawieniem ukrytej Glu68 na dziatanie
rozpuszczalnika, czemu towarzyszy ogolny wzrost uwodnienia biatka i rozluznienie wewnetrznego
upakowania czgsteczki;

0 R—S (nieodwracalny): denaturacja alkaliczna prowadzaca do niesfaldowanych monomeréw o wysokim
ujemnym fadunku elektrycznym netto.

Punkt izoelektryczny wodnego BLG wyznaczony z pomiaréw miareczkowania jonami wodorowymi,> i z
pomiaréw elektroforetycznych jako odpowiednio pl = 5.2-5.4 oraz pl = 5.1, i przedstawiono w artykule [H2]
(Rys. 3). Stwierdzono, ze fadunek elektryczny netto globulek BLG jest dodatni przy pH < pl i ujemny przy pH >
pl. W roztworach wodnych o pH < 4 lub pH > 5.2 BLG wystepuje w dynamicznej rownowadze monomer-dimer,
ktéra charakteryzuje sie statymi dysocjacji Ka(pH)c,.r zaleznymi od pH, ktére z kolei sg rowniez zalezne od

stezenia biatka c, sity jonowej | oraz temperatury T. W temperaturze pokojowej, w ,wysokich” stezeniach biatka

oraz warunkach pH zblizonych do neutralnego (pH 7), BLG jest gtéwnie dimeryczne, tymczasem przy pH < 3.5

stezenie frakcji monomerdéw staje sie wieksze. W zakresie pH od 4 do 5.2, cztery dimery moga faczy¢ sie w

szescienny oktamer, ktérego stata dysocjacji silnie wzrasta wraz z temperaturg, a w temperaturze pokojowej
udziat oktameru staje sie nieistotny. Stad przy pH 5 BLG istnieje prawie wytgcznie jako dimer w temperaturze
pokojowej.

Jest oczywiste, ze dynamika wodnych roztworéw BLG jest silnie zalezna od pH, co powinno mie¢ wptyw na

wiasciwosci miedzyfazowe takich roztworéow.
4.3.4. Wyniki i dyskusja

Streszczenie. Artykuty [H1,H2] majg charakter wprowadzajgcy. W artykute [H1] wykorzystano literaturowy
model termodynamiczny®* do opisu uzyskanych danych eksperymentalnych dotyczacych wiasciwosci
adsorpcyjnych oraz lepkosprezystych warstw BLG na powierzchni W/A (pH 7), a co najwazniejsze do zbadania
zdolno$ci modelu do odzwierciedlania zjawiska tworzenia wielowarstwowej struktury miedzyfazowej przy
wysokich stezeniach biatka. Artykut [H2] przedstawia zbi6r wynikow eksperymentalnych uzyskanych przez trzy
wspodtpracujgce grupy (Poczdam, Erlangen i Karlsruhe). Opisano w nim wplyw pH na rézne wiasciwosci
miedzyfazowe BLG (dynamika absorpcji, reologia powierzchni, elektrostatyka i struktura). Ten artykut byt wazny
nie tylko ze wzgledu na nowatorskie wyniki, ale takze dlatego, ze otworzyt kilka nowych istotnych pytan
(oméwionych ponizej). Dazenie do znalezienia odpowiedzi na te pytania bylo motywacjg do dalszych prac
badawczych. W kolejnych badaniach [H3—-H9], zastosowano podobny schemat badawczy jak w [H2], ale
zrealizowano go bardziej szczegdtowo i co wazne, pozwolito to wigczy¢ w badania cienkie filmy piankowe
[H3,H8] jako brakujace ogniwo w tancuchu hierarchicznym: powierzchnia W/A — cienki film piankowy —
pianka. Artykut [H3] dotyczy cienkich filméw piankowych i przedstawia wyniki dotyczace warunkow
otrzymywania réznych rodzajow filméw (CTF, CBF oraz NBF). W tym artykule przedstawiono dwa istotne
ustalenia: 1) grubosé otrzymanego NBF jest praktycznie niezalezna od pH; oraz 2) NBF otrzymane z kwasnych
roztworéw BLG (pH 3) sg wyjatkowo niestabilne. Oba te ustalenia byly nieco zaskakujgce, majgc na uwadze
odpowiednie wyniki z pracy [H2]: 1) znacznie wieksza grubos$¢ warstwy adsorpcyjnej BLG w poblizu pl; oraz 2)
prawie ,symetryczne” wiasciwosci warstw adsorpcyjnych po obu stronach pl. Byto oczywiste, Zze do rozwigzania

tych probleméw potrzebne sg bardziej szczegétowe badania. Po opublikowaniu artykutu [H4], ktéry opisuje
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dynamike ruchu pecherzykéw wznoszacych sie w roztworach BLG, zorganizowatem cykl uzupetniajgcych sie
prac eksperymentalnych i teoretycznych, ktére zostaty opublikowane w dedykowanej serii pieciu artykutow [H5—
H9]. Pierwsze dwa artykuly [H5,H6] z tej serii prezentujg duzg ilos¢ danych eksperymentalnych dotyczacych
kinetycznych zaleznosci cisnienia powierzchniowego 71(t) oraz modutu lepkosprezystosci dylatacyjnej E(t) dla
warstw BLG dla szerokiego zakresu stezen biatka i przy réznym pH. Dane te dostarczyty ,dynamicznych”
zaleznosci pomiedzy E(71(t)) oraz pH, ktére okazaty sie bardzo informacyjne. W trzecim artykule z tej serii [H7]
przedstawiono dane eksperymentalne z pomiardw elipsometrycznych i z NR w zakresie kinetyki adsorpcji 7(t)
oraz grubosci warstwy d. Grubo$¢ warstwy podano z rozdzielczoscig sub-nanometrowg. Najwazniejszym
odkryciem w tej pracy jest szczegdtowy opis wielowarstwowej struktury warstw adsorpcyjnych BLG
otrzymanych przy pH 5—pl — takie warstwy sa niejednorodne i posiadajg dyskretng strukture dwuwarstwowa,
na ktérg skfada sie gesta monowarstwa pierwotna i luzna podwarstwa wtérna. Majgc dostep do takiego zestawu
nowych informacji na temat wptywu pH na rézne wiasciwosci warstw miedzyfazowych BLG, kolejnym krokiem
byto zbadanie zaleznej od pH stabilnosci odpowiednich filméw piankowych oraz pianek. Artykut [H8] ujawnit
bardzo dobrg korelacje pomiedzy krytycznym cisnieniem rozdzielajgcym pekania filmu Ile, a okresem
potowicznego zaniku pianki ty. Na podstawie uzyskanych wynikow udato sie stwierdzi¢, ze trwatos¢ pianek BLG
jest w duzym stopniu zdeterminowana stabilno$cig odpowiednich czarnych filméw. Ostatni artykut [H9] z tej serii
dotyczyt teoretycznej analizy duzego zestawu danych eksperymentalnych dla warstw adsorpcyjnych BLG,
dostarczajac ilosciowej informaciji o niektdrych cechach tych warstw, ktore sg niedostgpne eksperymentainie.

4.3.4.1. Elektrostatyka warstw adsorpcyjnych B-laktoglobuliny

Informacje o stanie izoelektrycznym powierzchni miedzyfazowej, tzn. o elektroneutralnej warstwie
adsorpcyjnej biatek, sg dostepne jedynie posrednio tradycyjng metoda pomiaru potencjatu AV i takie informacije
mozna uzyskaé dopiero po zastosowaniu modeli teoretycznych do rozrdézniania wktadu dipolarnego i
jonizacyjnego.2021 Krzywe danych AV(pH) interpretuje sie zwykle przez uwzglednienie znanych wartosci punktu
izoelektrycznego badanego biatka.??2! Rozwdj nieliniowych metod optycznych, takich jak generacja drugiej
harmonicznej', a w szczegdlnosci SFG,2 najwyrazniej daje mozliwosci bezposredniego pomiaru wielkosci pola
elektrycznego na powierzchniach W/A.

We wspotpracy z kolegami z grupy w Erlangen uzylismy SFG do zbadania stanu natadowania powierzchni
WI/A zaadsorbowanymi czasteczkami BLG w funkcji pH. Rys. 3A przedstawia wyniki SFG z artykutu [H2], ktére
sg poréwnywane z wiasciwosciami objetosci roztworéw (czgsteczkowy tadunek netto Z oraz potencijat zeta ¢).
Zmierzony sygnat SFG, modulowany przez pH roztworu, przedstawiono w postaci amplitud symetrycznych
drgan rozciggajgcych OH |A|s200 przy 3200 cm™ oraz |Alssso przy 3450 cm™ uzyskany z petnych widm (patrz
Rys. 3B). Minimum w zaleznosciach |A|(pH) praktycznie pokrywa sie z punktem izoelektrycznym (pI = 5.1).

Nalezy wspomniec¢, ze taki mechanizm zgodnosci stanéw natadowania BLG w fazie objetosciowej i na
granicy roztworow byt juz wcze$niej kwestionowany w literaturze przez Basheve i in. (2006).46 Autorzy ci

twierdzili, ze film piankowy uzyskany z roztworu =11 pM BLG o pH 5.2 ma dobrze natadowane powierzchnie,

i Zhao X i in. Chem Phys Lett 1993,202,513.
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co jest sprzeczne z wynikami Rys. 3a, a takze z wynikami
dotyczacymi filmoéw piankowych z artykutow [H3,H8]. Basheva i in.
zaproponowata, ze tadunek elekiryczny warstwy miedzyfazowej
BLG moze byé =zwigzany ze zmianami konformacyjnymi
zaadsorbowanych czgsteczek BLG, ktére modyfikujg stan
izoelektryczny biatka uzyskany w fazie objetosciowej roztworu.
Rzeczywiscie, jest to rozsgdny argument, ktéry jednak jest nieco
kontrowersyjny przez fakt, Zze punkty izoelektryczne jednostek BLG,
takich jak segmenty peptydowe oraz widkienka amyloidu (ktére w
poréwnaniu z natywnym BLG sg inne pod wzgledem struktury
drugorzedowej i nie majg w ogdle struktury trzeciorzedowej), sa
prawie takie same jak dla natywnego BLG.' Z drugiej strony Clark i
in.>22 wykazali, ze czarne filmy piankowe z oczyszczonych
roztworéw BLG majg mniejszg grubos¢ (=20 nm) niz grubos¢ (=33
nm) filméw piankowych z nieoczyszczonych roztworéw BLG (pH 7,
coutt = 10 mM), co oznacza, ze powierzchnie filmu posiadajg
dodatkowy tadunek ujemny w przypadku nieoczyszczonego BLG,
co najprawdopodobniej wynika z obecnosci wspotadsorbowanych
(np.
zanieczyszczen w komercyjnej prébce BLG. Dlatego mozliwg

surfaktantow  jonowych kwaséw tluszczowych) jako
przyczyng obserwacji Bashevy i in. wydaje sie by¢ obecnosc

zanieczyszczen (surfaktantow jonowych) w probce biatka.

« Fakt, ze stan naladowania elektrycznego warstwy
adsorpcyjnej biatka jest determinowany przez tadunek netto
biatka w roztworze — co zostato a priori przyjete w literaturze
— zostalo bezposrednio potwierdzone eksperymentalnymi
dowodami wynikajacymi z wynikéw SFG w artykule [H2].

Wedtug mojej najlepszej wiedzy, taka Kkorelacja zostata
posrednio udowodniona tylko w jednym badaniu, jednak na
podstawie obliczenn modelowych.” Pozniej ta korelacja zostata
potwierdzona dla kilku innych biatek, ponownie przez pomiary
SFG.

Artykut [H2] przedstawia rowniez dodatkowe wazne informacje.
Dane eksperymentalne dotyczace cisnienia powierzchniowego /7,
dylatacyjnej sprezystosci powierzchniowej E’ oraz grubosci warstwy

adsorpcyjnej d (z pomiaréw elipsometrycznych) wykazaty wyrazne
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Rys. 3. Roztwory B-laktoglobuliny o réznym
pH. (a) Molekularny tfadunek elektryczny
netto Z.°* Potencjat zeta ( z pomiaréw
elektroforetycznych oraz amplitudy drgan
rozciqgajqcych OH |Als20 (0) oraz |Alssso (0) 2
pomiardw SFG na powierzchniach W/A."2 (b)
Dylatacyjny modut sprezystosci E', cisnienie
powierzchniowe IT oraz grubosé warstwy d (z
elipsometrii) w funkcji pH (c = 15 uM)."”
Nalezy zauwazyé, ze przedstawione tu
wartosci d sg przeliczone z oryginalnych
pomiaréw elipsometrycznych™ przy uzyciu
Nas = 1.57 (oszacowany w artykule [H7]
zamiast Nags = 1.40 jak w artykule [H2]).
Wszystkie linie sq drogowskazami do oka.
Obszar zacieniony na szaro wskazuje na
wgski obszar pH wokdt pl, gdzie warstwy
adsorpcyjne sq (blisko)elektroneutralne.

maksimum ze $rodkiem przy pl w odpowiednich zaleznosciach od pH (Rys. 3b).

f_Kroes—Nijboer A'iin. Faraday Discuss. 2012,158,125.
" Birdi KS, Nikolov A. J Phys Chem 1979,83,365.
" Guckeisen T i in. Langmuir 2019,35,5004.
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“ Whniosek jest taki, ze w poblizu punktu izoelektrycznego BLG w roztworze, na powierzchni powstaje
wielowarstwa elektroobojetna, natomiast monowarstwa natadowana przy pH # pl.

Rzeczywiscie, wplyw pH na wiasciwosci i strukture warstw adsorpcyjnych BLG!424¢.260.5557 graz innych
biatek,1114.19.22,24¢.250cd,262,33,57-6L1 hadano do 2013 r. Niemniej jednak czesto rézne rodzaje wynikow byty
przedmiotem réznych niezaleznych badah prowadzonych przez rézne grupy badawcze z wykorzystaniem
réznych prébek BLG. W artykule [H2] po raz pierwszy przedstawiono taki zestaw wynikOw uzyskanych w
pojedynczym badaniu i z tg sama probka biatka.

Podsumowujac, wartym podkreslenia jest fakt, ze artykut [H2] otworzyt kilka intuicyjnych, a moim zdaniem
bardzo waznych, pytanh:

v Czy BLG moze tworzy¢ wielowarstwy miedzyfazowe przy pH # pl?

v' Czy monowarstwy BLG réznig sie wtasciwosciami w zaleznosci od pH?

v' Jakie sg szczegotowe struktury monowarstw i wielowarstw BLG na poziomie molekularnym?

v' Jak monowarstwy i wielowarstwy BLG wptywaijg na rézne wiasciwosci powierzchni W/A?

v' Jak wiw parametry wptywajg na wiasciwosci i stabilno$é TLF oraz pianek?

Kolejne badania po 2013 roku koncentrowaty sie na odpowiedzi na te pytania.

4.3.4.2. Kinetyka, termodynamika i reologia dylatacyjna warstw adsorpcyjnych B-laktoglobuliny

Na pierwsze z powyzszych pytan wiasciwie odpowiadat artykut [H1]. W pracy przedstawiono poréwnanie
danych eksperymentalnych dotyczacych warstw adsorpcyjnych BLG z teoretycznymi symulacjami opartymi na
modelu termodynamicznym uwzgledniajgcym nieidealnos$ci zaréwno entalpii, jak i entropii.3* Dane
eksperymentalne obejmowaty izotermy cisnienia powierzchniowego I1(c) oraz sprezystosci dylatacyjnej E'(C)
zmierzone przy pH 7. Uzyskano dobre dopasowanie miedzy tymi danymi a modelem. Mozliwe byto obliczenie
réznych zaleznosci parametréow podstawowych i reologicznych, w tym réwnania stanu /(1) oraz zaleznosci
nadmiaru powierzchniowego sprezystosci dylatacyjnej E'(I) i elastycznosci granicznej Gibbsa Eo(7); prosze
zauwazy¢, ze ten ostatni parametr jest eksperymentalnie niedostepny. Elastyczno$é Gibbsa Eg jest wielkos$cig
termodynamiczna, ktéra opisuje idealnie sprezyste zachowanie dylatacyjne warstwy miedzyfazowej.c° Z drugiej
strony dobrze wiadomo, ze modut lepkosprezystosci E biatkowych warstw miedzyfazowych jest zdominowany
przez cziton elastycznosci E’, poniewaz sktadnik lepkosci E” jest zwykle o rzad wielko$ci mniejszy, tzn. E' >>
E" i E'—E.22:30-33 Porownanie teoretycznych zaleznosci E'(I") oraz Eo(I") wykazato ze poczgtkowo nachodza
one na siebie przy niskim I', ale poza pewng wartoscig krytyczng /% rozdzielajg sie (patrz Rysunek 7 w artykule
[H2]). Oznacza to, ze zachowanie reologiczne miedzyfazowych warstw BLG jest bliskie idealnie sprezystemu
przy I" < I's przy badanych czestotliwosciach oscylacji (f = 0.01-0.2 Hz), podczas gdy przy I"> I'x elastycznosé
E’ odbiega od Eo. Takie odchylenie od zachowania niemal idealnie sprezystego mozna przypisaé¢ dziataniu
proceséw relaksacji, ktére byly zwigzane z tworzeniem sie struktury wielowarstwowej. Jednak charakter
procesow relaksacji w istniejgcym ukfadzie nie jest jeszcze jasny.

< Artykut [H2] dowodzi, ze wielowarstwowa struktura miedzyfazowa zaadsorbowanego BLG jest
mozliwa w warunkach pH # pl i jest wykrywalna teoretyczng analizg pomiaréw powierzchniowego
modutu dylatacyjnego E.

i Engelhardt K i in. Langmuir 2012,28,7780.
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Nalezy jednak zauwazy¢, ze zastosowanie tego modelu moze byé w pewnym stopniu spekulacyjne ze
wzgledu na liczbe dowolnie regulowanych parametrow. P6zZniej ograniczenie to udato sie omingé w artykule
[H9], dopasowujgc model do wiekszego zestawu danych eksperymentalnych, co zwiekszyto adekwatnosc i
wiarygodnos$¢ uzyskanych wynikéw (oméwionych w dalszej czesci tego rozdziatu).

Kinetyka adsorpcji biatek globularnych na powierzchni W/A zostata dokladnie zbadana pod katem
dynamicznego ci$nienia powierzchniowego 71(t) lub dynamicznego pokrycia adsorpcyjnego 7(t).9:12:15.192.22,33,55-
611 Niemniej jednak tylko niektére z tych badan dotyczyty wptywu pH na kinetyke adsorpcji w przypadku kilku
biatek.?2:33.55-57,60.61 W wiekszosci tych badan monitorowano tylko jeden lub kilka stezen biatka; rowniez
stosowane wartosci pH rzadko obejmujg szeroki zakres, ktory nie zawsze przekracza pl. Jednak gtownym

wnioskiem z odpowiednich badan jest to, ze w warunkach zblizonych do pl kinetyka adsorpcji jest szybsza, a

wartosci /7 oraz I w stanie ustalonym sg maksymalne.
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Rys. 4. Kinetyka adsorpcji w roztworach 6-laktoglobuliny z 10 mM buforem i réznym pH. Szkic pomiedzy wykresami
przedstawia schematycznie trzy rodzaje eksperymentéw: 1. Dynamiczne cisnienie powierzchniowe II(t) dla rosngcego
pecherzyka (technika maksymalnego cisnienia pecherzyka)*>>811 przy ¢ = 10 uM (a);"*° 2. II(t) dane dla stacjonarnego
pecherzyka (technika analizy profilu pecherzyka)*>*>81 przy ¢ =5 nM — 100 uM (a) oraz ¢ = 10 uM (b)."° 3. Lokalne profile
predkosci UL(t) dla wznoszqcego sie pecherzyka przy ¢ = 2 uM (b)."* Linie przechodzqgce przez symbole dodano dla
utatwienia sledzenia trenddw; zétte poziome kropkowane linie w (b) pokazujq warunki graniczne dla UL.

Wyniki opublikowane w artykule [H5] wykazaly, ze aktywno$¢ powierzchniowa BLG jest nizsza przy pH 3
niz przy pH 5 oraz pH 7, co przypisuje sie wyzszej barierze adsorpcyjnej (elektrostatycznej) ze wzgledu na
wyzszy tadunek elektryczny netto biatka.'>¢ Rys. 4a przedstawia dane 71(t) dla szerokiego zakresu stezen BLG
mierzonych przy pH 5 oraz pH 7 (w 10 mM buforze) zaczerpniete z zestawu danych w artykule [H5]. Oczywiste
jest, ze kierunek wptywu pH na dynamiczne ci$nienie powierzchniowe i na koncowe wartosci I/ w stanie
ustalonym odwraca sie przy charakterystycznym stezeniu (okoto 100 nM) oznaczonym jako Ceross. Przy € < Ceross,
BLG jest ,anomalnie” mniej powierzchniowo aktywne przy pH 5 niz przy pH 7, podczas gdy przy ¢ > Ceross | pH
5 staje sie bardziej powierzchniowo aktywne, jak nalezato oczekiwaé. Odkrycie to zostato dodatkowo
potwierdzone pomiarami /(t) za pomocg NR i elipsometrii w artykule [H7]. Taki trend zaleznego od pH
zachowania sie BLG na powierzchni W/A prowadzi do krzyzowania obu typéw izoterm 71(c) oraz 7(c) dla pH 7

oraz pH 5 (patrz Rys. 6 ponizej).

f_Tripp BC i in. J Colloid Interface Sci 1995,173,16.
"Wierenga PE i in. J Phys Chem B 2005,109,16946.
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% Artykut [H5] pokazuje po raz pierwszy, ze wptyw pH na zachowanie adsorpcyjne BLG na powierzchni
WI/A jest zalezny od stezenia BLG, a znana zasada, ze aktywnos$¢ powierzchniowa biatek jest
maksymalna w poblizu pl obowiazuje dla BLG tylko do pewnego stezenie. Na razie nie sa mi znane
inne prace pokazujace, czy inne biatka kuliste zachowuja sie podobnie w dwuwymiarowej przestrzeni
parametréow {pH, c}.

Powszechnie wiadomo, ze aktywnos¢ powierzchniowa biatek wzrasta wraz ze wzrostem sity jonowej
roztworu |. 55" Efekt ten jest zwigzany z postepujgcym ekranowaniem miedzyczgsteczkowego odpychania
elektrostatycznego poprzez wzrost | i dziata, gdy biatko przenosi pewne tadunek elektryczny netto, tzn. przy pH
# pl. Artykut [H5] pokazuje, ze efekt ten jest réwniez stuszny w przypadku BLG (Couif = 1-100 mM). Co wazne,
artykut [H5] dostarcza dowodu, ze taki efekt ekranowania jest nieistotny dla warstw BLG przy pH 5—pl (patrz
Rysunki 7 oraz 8 w artykule [H5]). Dlatego charakterystyczne stezenie Ccross Znalezione w izotermach 77(c) oraz
I7(c) dla pH 7 oraz pH 5 musi zaleze¢ od 1. Izotermy te nie byly badane przy réznych wartosciach I, i kwestia ta
stanowi plan przysztych prac badawczych.

Wptyw pH na adsorpcje BLG badano réwniez na powierzchniach niestacjonarnych, takich jak rosnacy
pecherzyk na kapilarze (artykut [H8]) oraz wznoszacy sie pecherzyk w roztworze (artykut [H4]). Tego typu
eksperymenty zapewniajg pomiary w zakresie od milisekund do kilkudziesieciu sekund i mozna je uznac za
Scisle zwigzane ze skalg czasowg procesu powstawania piany. Niektére wyniki przedstawia Rys. 4b. Dane dla
krotkiej skali czasowej 71(t) dla rosnacego pecherzyka ujawniajg znikomy wptyw pH (z wytgczeniem danych
przy pH 3), co jest sprzeczne z danymi obejmujgcymi szerszg skale czasowg [I(?) dla stacjonarnego
pecherzyka. To odkrycie — ktére wedtug mojej najlepszej wiedzy nie zostato opisane w literaturze — sugeruje,
ze niezaleznie od jakichkolwiek zmian aktywnosci powierzchniowej BLG, czgsteczki biatka sg w stanie szybko
adsorbowa¢ na powierzchni rosngcego pecherzyka, co najmniej przy 3 < pH <7, co stanowi typowy zakres pH
w zastosowaniach spozywczych.

Niemniej jednak, gdy rosnacy pecherzyk odrywa sie od kapilary i zaczyna unosi¢ sie w roztworze, jego ruch
staje sie silnie zalezny od pH co ilustrujg profile U.(t) na Rys. 4b. Zdolno$¢ BLG do tworzenia gestej
dynamicznej warstwy adsorpcyjnej (DAL), a tym samym do osiggniecia predkosci koricowej Ur, jest najstabsza
przy pH 3. Fakt ten jest w petni skorelowany z wynikami 77(¢) uzyskanymi zaréwno dla krétkiej jak i dtugiej skali
czasowej oraz potwierdza twierdzenie, ze BLG jest najmniej aktywny powierzchniowo przy pH 3 w poréwnaniu
zpH5ipH 7. Co zaskakujace, dane Uy (t) ujawniajg szybsze tworzenie sie BLG-DAL przy pH 7 niz przy pH 5
— ten sam ,anomalny” trend jak tez obserwowany w dtugookresowych wynikach I1(?) przy € < Ceross (RysS. 4a).
Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku wznoszgcego sie w roztworze pecherzyka trend ten utrzymuje sie dla catego
dostepnego zakresu stezen BLG (ok. ¢ = 0.5-5 uM, patrz Rysunki 2-5 w artykule [H4]). Stad tez mozna
stwierdzi¢, ze trend zaleznego od pH zachowania BLG-DAL nie jest ,anomalny”, tylko ogéiny.

W artykule [H6] przedstawiono wyniki dotyczace reologii dylatacyjnej powierzchni warstw adsorpcyjnych
BLG uzyskane w tym samym zestawie eksperymentow przedstawionych w artykule [H5]. Zmierzono parametry
reologiczne E' oraz E" w funkcji czasu, a nastepnie otrzymano dynamiczne zaleznosci E'(TI(t)) oraz E"(TI(t))

(Rysunki 2-5 w artykule [H6]). Badania urojonej czesci modutu E” sa niezwykle rzadkie i tylko nieliczne dane

iPal Piin. Surface Rev Lett 2011,18,267.
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eksperymentalne zostaty udokumentowane w literaturze.??' Sytuacja ta wynika najprawdopodobniej z faktu, ze

lepki wktad E"" do modutu dylatacyjnego E jest znacznie stabszy niz sprezysty E’, jak wspomniano powyzej,

stgd badacze zwykle pomijajg takie pomiary zaktadajgc £ = E'. Badania warstw adsorpcyjnych biatek
globularnych na powierzchni W/A, uzyskane wczesniej przez innych autoréw, wykazaty monotoniczny przebieg

rosngcego E (lub E’) w czasie i odpowiednio z 71(t).?232:33 Ponadto, badania te ujawnity, ze zaleznosci E(71(t))

dla réznych stezen danego biatka kulistego (przy statym pH oraz 1) naktadajg sie na krzywg ,wzorcowg” E(71(t)).

Artykut [H6] pokazuje, ze ta zasada jest tylko czesciowo wazna w przypadku BLG. W zwigzku z tym

sformutowano nastepujgce wnioski:

o Eksperymentalne dane dotyczgce lepkosprezystosci dylatacyjnej dla BLG sa zalezne od pH i i dla kazdej z
badanych wartosci (pH 3, 5 oraz 7; patrz Rysunek 4 w artykule [H6] oraz Rysunki 5 i 7 w artykule [H9])
znaleziono ,wzorcowe” krzywe E(Z1(t)),H. Wedlug mojej najlepszej wiedzy taki efekt nigdy nie zostat
dostrzezony w literaturze. W swojej pracy doktorskiej Benjamins 2° zatozyt, ze ewentualny wptyw pH na
wiasciwosci lepkosprezyste warstw adsorpcyjnych biatek jest podobny dla wielu biatek globularnych; podat
wyniki dla albuminy jaja kurzego, ktére pokazuja, ze taki efekt jest bardzo staby. Wrecz przeciwnie, dane
eksperymentalne dotyczace BLG w artykule [H6] oraz teoretyczne analizy przedstawione w artykule [H9],
wyraznie wykazaty silny wptyw pH na lepkosprezyste zachowanie warstw adsorpcyjnych BLG.

o Dane eksperymentalne dla BLG przy pH 5 zaczynajg wyraZnie odbiega¢ od krzywej ,wzorcowej” E(Z1(t))pHs
przy wysokich stezeniach BLG (Rys. 5a), sugerujac specyficzne etapy tworzenia warstw adsorpcyjnych.

0 Zgodnie z mojg najlepszg wiedzg po raz pierwszy podano obszerne dane eksperymentalne dotyczace
urojonej czesci modutu dylatacyjnego E"(I1(t))pn. Dla wysokich stezen BLG dane te wykazujg lokalne
maksimum (Rys. 5b). Oznacza to, ze w poczgtkowym okresie w trakcie adsorpcji, warstwy BLG stajg sie
bardziej lepkie, co prowadzi do lokalnego spadku sprezystosci dylatacyjnej, ale z czasem E" silnie maleje,
a E odpowiednio dalej wzrasta, cho¢ tylko nieznacznie. Taki przejsciowy etap tworzenia sie warstw
adsorpcyjnych BLG przy pH 5 oméwiono w artykule [H9] na podstawie struktury warstwy adsorpcyjnej

badanej w artykule [H7]. Wyjasniono to mechanizmem szybkiej adsorpcji dimeréw BLG i tworzeniem

nieuporzadkowanej struktury 140 1 o1 — 15 ]
miedzyfazowej, ktdra charakteryzuje 120 1g-27% L5 3 ]
100 - u, —
si¢ znaczng powierzchniowg lepkoscia & o ] &Q’\p ‘ £ 10 ]
dylatacyjng.  Taka interpretacja £ 60 - o2 £ o .
— 1 & * E,.(c=10puM) s h
sugeruje, ze przy nizszych stezeniach = 40 1 s Eme-upy | &S I8
. o 201 @& Egy, (< 1 M) 1 1'%
biatka, tzn. przy  wolniejszych 0 | A Egpiyctate o] "_-‘}*
szybkosciach adsorpcji, dimery BLG 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
. . . 1T [mN/m] 1T [mN/m]
majg wystarczajgco duzo czasu na
. ) . ) Rys. 5. Warstwy adsorpcyjne 8-laktoglobuliny w buforze 10 mM pH 5 i
relaksacje na powierzchni W/A i 5;n,ch stezeniach (5 nM — 10 uM). Eksperymentalne zaleznosci: (a)

wytworzenie wysokiej elastycznosci  dynamicznego modutu dylatacyjnego E(11(t)), dane z artykutu [H9]; oraz
(b)jego czesci urojonej E"(I1(t)) - dane niepublikowane. Indeksy ‘ayn’ oraz
"staedy-state’ 0ZNaczajq odpowiednio stan dynamiczny (w trakcie adsorpcji) i
zaobserwowano rowniez dla pH 7, ale  stan ustalony (po ~22 godzinach adsorpcji).

dylatacyjnej. Podobne zachowanie

i Ridout MJ i in. J Agric Food Chem 2004,16,3930.
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tylko przy bardzo wysokich stezeniach BLG (ok. 100 uM, patrz Rysunek 4 w artykule [H6]). Dla pH 3, efekt

ten jest staby.

Wplyw pH na wiasciwosci miedzyfazowe BLG byt dalej badany poprzez pomiary NR pokrycia

adsorpcyjnego 7(C)pn W artykule [H7] oraz poprzez teoretyczng analize danych eksperymentalnych w artykule

[H9]. Procedury obliczeniowe w symulacjach modelu termodynamicznego i uzyskane wyniki zostaty

szczegotowo wyjasnione w artykule [H9], dlatego nie bede ich tutaj ponownie omawiat. W poréwnaniu do

artykutu [H1], tym razem procedury obliczeniowe zostaty rozszerzone o kilka dodatkowych warunkow:

0 Model dopasowano do wiekszego zestawu dostepnych
danych eksperymentalnych, w tym do nowych wynikéw 7(C)pH
z artykutu [H7], ktére okazaly sie niezwykle istotne dla
optymalizacji jakosci dopasowania (Rys. 6).

o Nowe dane eksperymentalne dotyczgce  modutu
dylatacyjnego E(C)pn zostaly zmierzone $cisle w liniowym
rezimie lepkosprezystosci (przy g < g, gdzie gu = 4 %" jest
amplitudg przejscia do nieliniowego rezimu
lepkosprezystosci), w  przeciwienstwie do  danych
przedstawionych w artykule [H1], ktére zostaty zmierzone
przy g=7 % > Q.

0 Model zastosowano w dwéch trybach uwzgledniajgcych
strukture  miedzyfazowg jednowarstwowg (m1) lub
dwuwarstwowg (m2). To nowe podejscie pozwolito
przewidzie¢ poczatek tworzenia sie warstwy wtérnej, co
odpowiada podziatowi obliczonych krzywych danych m1 oraz
m2 dla izoterm [I1(C)pn oraz I(C)pn, ktdre wystepujg przy
charakterystycznym stezeniu BLG ¢y dla danego pH (c£™ <

pH7 pH3
Cy < Cy

). W ten sposéb mozna bylo zidentyfikowaé
pewne zalezne od pH wartosci charakterystyczne kilku
podstawowych parametréw, takich jak 77, I" oraz w (obszar
powierzchni na molekute).

Rys. 7 przedstawia obliczone charakterystyczne warto$ci

wn=01 Obszaru powierzchni na molekule BLG w

nieskompresowanej monowarstwie na poczatku mierzalnego

ci$nienia powierzchniowego (warto$¢ te przyjeto jako /7 = 0.1
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Rys. 6. Eksperymentalne i teoretyczne izotermy
H(C)pn (@) oraz I(Cpn (b) dla warstw
adsorpcyjnych 6-laktoglobuliny na powierzchni
W/A (Coutt = 10 mM).H® Symbole sq danymi
eksperymentalnymi (exp), linie to najlepsze
dopasowania do modelu jednowarstwowego
(m1) lub dwuwarstwowego (m2); #’ wskazuje
wartosci charakterystyczne IIx oraz I przy
charakterystycznych stezeniach Cs# poczqtku
tworzenia warstwy wtornej.

mN/m) w funkcji tadunku elektrycznego netto BLG |Z|. Nalezy zauwazy¢, Ze chociaz ci$nienie powierzchniowe
jest niezwykle niskie, na powierzchnia juz zaadsorbowana jest znaczna ilo$¢ czgsteczek biatka. Jest to dobrze

znane zjawisko,'®21% ktére odpowiada przesunieciu poczatkowych czesci izoterm I(c)pn do nizszych stezen

i Fainerman VB i in. Langmuir 2018,34,6678.
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Rys. 7. Charakterystyczny obszar powierzchni na
molekute wn=01 przy minimalnym Scisnieciu
monowarstwy (IT= 0.1 mN/m) w funkcji tadunku
elektrycznego netto B-laktoglobuliny | Z]. H°

Rys. 8. Zaleznosci eksperymentalne i teoretyczne E(I1)pn (a) oraz
E(Den (b) dla warstw adsorpcyjnych  B-laktoglobuliny  na
powierzchni W/A.H9 Symbole sq danymi eksperymentalnymi; linie sq
najlepsze dopasowania do modelu (m2), Eo (—) oraz E (- - -).

biatka w poréwnaniu z odpowiadajgcymi im izotermami //(c)pn (RYyS. 6). Zrédtem takiego zachowania jest
dwuwymiarowe przejscie fazowe pierwszego rzedu z fazy ,gazowej” do fazy ,ciekto-rozprezonej”, ktére zachodzi
przy ekstremalnie niskim I7.' Stad, wyniki w Rys. 7 wskazujg, ze sktonnos¢ czgsteczek BLG do rozwijania sie w
,gazowych” monowarstwach na powierzchnia W/A wzrasta wraz ze wzrostem |Z|, czyli w kolejnosci pH 5 < pH
7 < pH 3 (patrz rowniez Rysunek 2b w artykule [H9]), co jest doskonale skorelowane z trendem spadku zwartosci
trzeciorzedowej struktury molekularnej BLG: najbardziej zwarta forma natywna N (pH 4.5-6), mniej zwarta forma
R (pH 6.5-8) i luzniejsza forma Q (pH 2.5-4).

Rys. 8 przedstawia wyniki z obliczen modelowych zaleznosci E(17)p1 oraz E(I)pH reprezentujgcych réwnanie
stanu warstwy adsorpcyjnej biatek. Poczatkowe czesci zaleznosci E(/7)p1 odpowiadajg krzywym ,wzorcowym”
w danych dynamicznych E(Z1(t))on (omdwionych powyzej). Odchylenia E od obliczonych danych dla Eo
wskazujg na tworzenie dwuwarstwowej struktury miedzyfazowej, ktora jest szczegdétowo omédwiona w

nastepnym rozdziale.

% Artykuly [H1,H4-H6] dostarczyly nowych ustalen na temat wptywu pH na dynamike adsorpcji i
reologie dylatacyjng warstw adsorpcyjnych BLG na powierzchni W/A, wsréd ktérych: 1) rownanie
stanu w zakresie II(I') lub E(II) jest zalezne od pH — ten nowy wynik mozna uznaé za osiggnigcie o
fundamentalnym znaczeniu; 2) stopien rozwiniecia czasteczek BLG po adsorpcji jest okreslony przez
tadunek elektryczny netto biatka i koreluje ze zwartoscig struktury trzeciorzedowego biatka
utrzymywanej w fazie objetosciowej roztworu; 3) eksperymentalna i teoretyczna analiza
powierzchniowego modutu dylatacyjnego moze by¢ wykorzystana do wykrywania tworzenia sie
wielowarstwowej struktury biatkowej na powierzchni W/A; 4) tworzenie wielowarstwowej struktury
miedzyfazowej nastepuje poprzez etap przejsciowy charakteryzujacy sie lokalnym spadkiem
dylatacyjnej sprezystosci na skutek chwilowego wzrostu lepkosci dylatacyjne;j.

4.3.4.3. Struktura warstw adsorpcyjnych B-laktoglobuliny

W 2016

zaadsorbowanych warstw na poziomie molekularnym, takie dane dla warstw BLG

roku, kiedy odkrytem, Zze reflektometria neutronowa jest w stanie wyjasni¢ strukture
istniaty juz w
literaturze.24cd.26.63-66 Byto jednak oczywiste, ze podane wyniki nie zawieraty wystarczajgcych informacji, aby

wywnioskowaé z nich ogélny trend wptywu pH na strukture molekularng warstw adsorpcyjnych BLG. Moim

i Sundaram S'i in. Langmuir 1998,14,1208. * Erickson J i in. Langmuir 2000,16,5072.

26/42


https://doi.org/10.1021/la970670r
https://doi.org/10.1021/la991179y

Gochev GG IKiFP-PAN, Krakow, 2021

zdaniem byly trzy gtéwne przyczyny takiej sytuacji: 1) badano rézne skfady roztworéw BLG (w odniesieniu do
¢, pH oraz 1); 2) dyskusyjna byta kwestia, czy warstwy miedzyfazowe BLG sg jednorodne czy niejednorodne; a

co najwazniejsze 3) brakowato odpowiednich danych przy pH—pl. We wspotpracy z trzema ekspertami w tej

dziedzinie (R. Campbell, E. Schneck i E. Scoppola) zainicjowatem eksperymenty NR z warstwami
adsorpcyjnymi BLG o stalej sile jonowej (Courr = 10 mM) i réznym pH (3, 5 oraz 7) dla ré6znych stezen BLG.
Oczekiwano, ze takie zmiany w sktadzie roztworu spowodujg tworzenie monowarstw lub wielowarstw, jak mogty
wynikac z analizy przedstawionej powyzej. Wyniki przedstawiono schematycznie w Rys. 9 i zostang omoéwione

ponizej.
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Rys. 9. Struktura warstw adsorpcyjnych B-laktoglobuliny na powierzchni W/A przy réznych monowarstwach o réznym pH."”
(a) natadowanych (pH 3 oraz pH 7) oraz elektroneutralnych (pH 5). (b) Dwuwarstwy elektroneutralne (pH 5). Wykresy po
prawej stronie przedstawiajq profile frakcji wolumenowych @(z) ocenione na podstawie danych eksperymentalnych NR
(wyjasnione szczegdtowo w artykule [H7]); FWHM to szerokos¢ potdwkowa rozktaddw Gaussa dostarczajgcych wartosci
grubosci monowarstwy d’, a d to rzeczywista grubosc fizyczna uwzgledniajgca rozktad materii niejednorodnej; da to grubosé¢
warstwy wtornej.

Z podsumowania powyzszych danych literaturowych?4cd.260,63-66 \ynika, ze podane warto$ci grubosci
badanych warstw adsorpcyjnych BLG roznig sie w zakresie od 1.7 nm do 4.0 nm w zaleznosci od ¢, | oraz pH
(pH # pl). Wspding cechg wszystkich tych wynikéw jest to, ze ich interpretacja sugeruje jednowarstwowag
strukture na powierzchni W/A (Rys. 9a). Niestety obserwowanych zmiennosci wartosci d nie mozna
uporzadkowac w scisle okreslone trendy zgodnie z zmienno$cig danych czynnikéw determinujgcych, poniewaz
w roznych badaniach (lub nawet w jednym i tym samym doniesieniu literaturowym) stwierdzano istnienie
stosunkowo duzych réznic w grubosci monowarstwy dla bardzo podobnych (lub nawet takich samych) skladow
roztworéw BLG. Na przyktad w roztworach bez soli o pH 2, 2.6 oraz 7 i dowolnym stezeniu w zakresie 27-270
uM, wartosci d oscylowaty miedzy 1.7 nm oraz 3.3 nm bez korelacji ze zmianami ¢ lub/i pH.20:56 Ten zakres d
jest znacznie szerszy niz zwykte odchylenie standardowe (< 1 nm) w eksperymentach NR i faktycznie utrudnia
interpretacje wynikéw w odniesieniu do rozwijania globulek BLG po adsorpcji na powierzchni W/A. Pragne tutaj
przypomnie¢, ze w srodowisku roztworu $rednica kulki BLG i krotka o$ dimeru to D = 3.5 nm. Stad, d = 3.3 nm
oznaczatoby znaczgce zachowanie natywnej globularnej struktury BLG po adsorpcji (jako monomer lub dimer
adsorbowany swojg krotkg osig prostopadle do powierzchni), podczas gdy d = 1.7 nm oznaczatoby (czesciowe)

indukowane powierzchnig rozwijanie i rozcigganie globulek na powierzchni W/A.
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Ten drugi scenariusz, sugerowany we wczesniejszej literaturze,®11.13-19 zostat potwierdzony wynikami w
artykule [H7], gdzie stwierdzono, ze warto$¢ d = 1.6 £0.2 nm dla monowarstw BLG przy pH 3 lub pH 7 i stezeniu
BLG do ¢ = 10 uM (Rys. 9a). Grubos¢ tej warstwy jest doskonale zgodna z uzyskanymi niezaleznie przez grupe
Fischera i wspdtpracownikow d = 1.4-2.0 nm (przy pH 3.2, 3.6, 6.6 oraz 7) zgtoszonymi we wczesniejszych,5°
rownolegtych' oraz pdzniejszych’ badaniach w odniesieniu do artykutu [H7]. Nalezy podkreslic, ze te
eksperymenty NR, jak i nasze badania, zostaly wykonane w D20 jako fazie wodnej, co gwarantuje wyzsza
dokftadnos$¢ pomiaréw w poréwnaniu z tradycyjnymi pomiarami w wodzie z kontrastem powietrza jak wykonano
w wyzej oméwionych pracach.?4cd.26b,63,64,66

Pragne zwrdci¢ uwage na nowatorski charakter wynikow uzyskanych w artykule [H7], ktory dotyczy w
szczegdlnosci danych przy pH 5. Co ciekawe, jednowarstwowg lub wielowarstwowg strukture warstw
adsorpcyjnych BLG mozna uzyskac przy pH 5 w zaleznosci od stezenia BLG. Przy ¢ = 100 nM stwierdzono
wystepowanie monowarstwy (d = 1.4 nm), podczas gdy przy ¢ = 10 uM obecnos$¢ bardziej skomplikowanej
struktury dwuwarstwowej, odpowiadajgcej bimodalnemu rozktadowi utamka objeto$ciowego &(z) (patrz Rys.
9b). Wyniki te zostaly uwzglednione w rozwazaniach teoretycznych w artykule [H9] (patrz Rys. 6 oraz
odpowiednie omowienie). W artykule [H7] znajduja sie dwa gtéwne punkty, o istotnym, nowatorskim wptywie na
nauke i istniejgcy stan wiedzy, ktérym jest:

o Odkrycie, ze cienka monowarstwa elektroneutralna moze by¢ wytwarzana przy pH 5—pl jest nowoscig w
literaturze. Jednak taka monowarstwa jest obserwowana tylko przy ,niskich” stezeniach BLG (C < Cx). Moim
zdaniem jest to wazne dla ogélnego zrozumienia procesu adsorpcji biatek na powierzchnie W/A. Taka cienka
monowarstwa powstaje z dimeréw BLG adsorbujacych sie z fazy objetosciowej roztworu. Oznacza to, ze
taki dimer odksztatca sie podczas adsorpcji i najprawdopodobniej dysocjuje na monomery w trakcie lub
przed procesem czesciowego rozwijania globulek BLG na granicy faz. State szybkosci takich ,reakcji
powierzchniowych” sg obecnie nieznane. Hipoteza dysocjacji dimeru BLG na powierzchnie W/A jest
uzasadniona, jak sugerowat wczesniej Mackie i in.%” Sitg napedowa dimeryzacji BLG w roztworze jest efekt
hydrofobowy, ' co oznacza, ze wewnetrzny obszar kontaktu pomiedzy monomerami w dimerze jest silnie
hydrofobowy i podatny na kontakt z hydrofobowg powierzchnig rozdziatu.

o Przy ¢ > ¢z (pH 5—pl), na powierzchnie W/A tworzy sie dwuwarstwa elektroneutralna. Jak stwierdzono
powyzej, takg dwuwarstwowg strukture uzyskuje sie poprzez przejsciowy etap adsorpcji dimerow, ktére sg
poczgtkowo nieuporzadkowane na powierzchni. Jednak z artykulu [H7] wynika, ze po pewnym czasie
struktura rozluznionej warstwy miedzyfazowej BLG zawiera monowarstwe pierwotng o grubosci
porownywalnej z jakgkolwiek inng monowarstwg BLG prezentowang na Rys. 9b. Oznacza to, ze rozwijanie
i rozcigganie globul BLG na powierzchni W/A jest korzystne, co z termodynamicznego punktu widzenia
powinno odpowiadaé¢ stanowi minimalnej swobodnej energii miedzyfazowej. Ten fakt z kolei dodatkowo
wspiera hipoteze, ze dimery BLG dysocjujg po adsorpcji. W konsekwencji wysokie stezenie BLG powoduje
dalszg akumulacje dimeréw BLG pod podstawowg monowarstwg. Dimery te nie doswiadczajg

bezposredniego wptywu powierzchni W/A i zachowujg swojg strukture typowg dla objetosci roztworu. Sity

f_Bertsch P iin. Soft Matter 2019,15,6362.
" Bergfreund J i in. Soft Matter 2021,17,1692.
MSakurai K et al. Prot Sci 2001,10,2325.
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napedowej ,adsorpcji” dimeréw na monowarstwie pierwotnej nie mozna jednoznacznie okre$li¢ na

podstawie istniejacych wynikbw — najprawdopodobniej adsorpcja zwigzana jest z oddziatywaniami

hydrofobowymi. Grubosé warstwy wtornej (dz2 = 5.5 nm) jest posrednia pomiedzy dtugosciami krotkiej i diugie;
osi (odpowiednio 3.5 nm i 6.9 nm) dimeru, co sugeruje, ze struktura molekularna tak luznej podwarstwy
sktada sie nieuporzgdkowanych dimerow.

W artykutach [H2,H9] opisano wyniki badan nad powstawaniem warstwy wtérnej przy pH # pl, ale niestety
nie udato sie zweryfikowac tego zjawiska eksperymentami NR. Pomiary przy stosunkowo wysokich stezeniach
BLG (¢ =100 uM > CEH7 i cPH3 =200 uM > CEH3) rzeczywiscie przeprowadzono i uzyskano wartosci I” (ktére
byly niezwykle wazne dla analizy teoretycznej w artykule [H9]). Niestety, ze wzgledu na problemy techniczne
na linii neutronowej zmierzone dane dotyczgce rozpraszania neutronéw dla roztwordéw D20 byty niedostatecznej
jakosci i nie pozwolity na uzyskanie wiarygodnych profili utamka objetosciowego @(z) potrzebnych do
rozwigzania struktury miedzyfazowej.

®,

< Artykut [H7] dostarczyt nowych i szczegétowych informacji na temat struktury molekularnej warstw
adsorpcyjnych BLG na powierzchni W/A w zaleznosci od pH. Jest oczywiste, Zze tworzenie gestej
monowarstwy na powierzchni W/A jest ogéing cechg zachowania adsorpcyjnego BLG. Powstawanie
warstwy wtornej najwyrazniej wplywa tylko w niewielkim stopniu na wtasciwosci monowarstwy.

Te odkrycia byty kluczowe dla interpretacji wynikéw eksperymentdéw z filmami piankowymi i piankami, ktére

omowiono ponizej.
4.3.4.4. Cienkie filmy piankowe i pianki stabilizowane B-laktoglobuling

TLF w roztworze biatka jest stabilizowany przez odpychajgce elektrostatyczne ci$nienie rozdzielajgce Ile,
gdy powierzchnie filmu sg natadowane elektrycznie (pH # pl), a wielko$¢ Il moze byé modulowana przez
zmiane warunkow rozpuszczalnika pH i/lub I, jak pokazano w badaniach fragmentarycznych, gdzie uzyskano
CTF lub CBF.4%2¢454648 Ten mechanizm stabilizacji zostat zademonstrowany w artykule [H3] dla filméw
piankowych w roztworach BLG, poprzez szczegotowe pomiary zaleznosci grubosci hy od pH oraz Coust przy

stalym stezeniu biatka i ci$nieniu kapilarnym (odpowiednio hy,(pH) oraz hy(Coutf) . p pH) dla szerokiego
e

C.Pe.Coytt
zakresu pH (patrz Rysunek 4 w artykule [H3]). Wyniki wskazujg na stopniowy spadek hy wraz ze zblizaniem
sie pH do pl (Cuusr = CONSt), co jest zgodne ze zmniejszaniem sie [l na skutek zmniejszenia tadunku powierzchni
filmu wraz ze spadkiem |Z|(pH) adsorbujacych czgsteczek BLG (patrz Rys. 3a). Uzyskane dane pozwolity na
okreslenie doktadnych warunkéw rozpuszczalnikowych wymaganych do tworzenia réznych typéw filméw w

zaleznosci od ich grubosci. Rys. 10 przedstawia diagram stanéw w przestrzeni parametrow {Z(pH),Cbuﬁ’}CP
e

skonstruowany zgodnie z gruboscig rownowagowa hw(pH) badanych filméw piankowych. Wartosci Z(pH)

oszacowano na podstawie danych z Rys. 3a.5

o,

s Wyniki w artykule [H3] dostarczajg bezposredniego eksperymentalnego dowodu, ze Il w filmach
piankowych w roztworach BLG jest determinowany przez zalezne od pH wielkosé tadunku
elektrycznego netto biatka |Z| w roztworze i jest modulowane przez efekt ekranowania stezenia
elektrolitu.

Oczywistym jest, ze najcienszy NBF mozna uzyskac nie tylko scisle przy pl, ale w waskim zakresie pH wokot

pl, a zakres ten poszerza sie w pewnym stopniu wraz ze wzrostem mocy ekranowania elektrolitu, co jest
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jakosciowo zgodne z teorig DLVO. NBF sg niestabilne, najwyrazniej dlatego, ze zastosowane stezenie BLG
jest ponizej krytycznego stezenia Csr wymaganego do uzyskania stabilnego NBF z BLG przy zastosowanym
eksperymentalnym [T (p6zniej w artykule [H8], stwierdzitem, ze 10 uM < cgr < 30 uM). Nalezy zauwazyé¢, ze
uzyty tutaj termin ,stabilno$¢” jest zdefiniowany przez czas zycia filmu przy danym IT = const.

3
A

10 Rys. 10. Diagram stanéw w przestrzeni parametréw {Z(pH), Couft}c p,
dla filméw piankowych z roztwordw p-lactoglobulinu (¢ = 10 uM),
uzyskany w celce ,Scheludko” przy Pc = 100 Pa. Na wykresie

— przedstawiono takze mikrofotografie rdznych rodzajow filmow
= piankowych. Legenda:
% CTF — cienki film zwykfy (hw > 30 nm),
- CBF — czarny film zwykty (hy < 30 nm),
NBF — czarny film Newtona (hy = 6.5 £0.5 nm);
Grubos¢ ekwiwalentna hy obliczono ze wspdtczynnikiem zatamania
swiatta filmu rownym wspdtczynnikowi roztworu wodnego (n~= 1.33).
1 ! Niestabilne filmy o krétkim czasie zycia (1-2 min).

-15 -io 5 0 5 1I0 1I5 2I0 zls 3'0 35
I Z [e]

Pianki w praktyce sg zwykle polidyspersyjne, a pecherzyki o réznej wielkosci determinujg rézne lokalne
ci$nienia kapilarne w piance. W takiej sytuacji indywidualne cienkie filmy w piance wystepujg w réznych
warunkach ci$nienia. Pod tym wzgledem izoterma cisnienia roztgczajgcego I(hw) dla danej TLF dostarcza
najwazniejszych informacji, ujawniajgc zmiennos$¢ grubosci filmu z TT oraz ogdlng stabilno$¢ cienkiego filmu
pod wzgledem krytycznego cisnienia rozdzielajgcego Il pekniecia filmu. W dalszej czesci termin ,stabilnos¢
filmu” bedzie uzywany zgodnie z definicjg I1g.

Jesli chodzi o stabilno$¢ pianki, to stabilnosé TLF — a nie jego grubos¢ — wydaje sie by¢ wazniejszym
czynnikiem. Na przyktad, Wierenga i in. (2009)*® wykazali, ze izotermy IT(hw) dla filméw piankowych z réznych
pochodnych lizozymu praktycznie sie pokrywajg, ale zmierzone wartosci Il¢ byly zupetnie inne! Ponadto w
innym moim badaniuB2° wykazano, ze stabilno$¢ filmy BLG modulowana obecnoscig jonéw Ca?*, determinuje
stabilno$¢ odpowiednich pianek. Dlatego, aby wyjasni¢ wptyw pH na stabilno$¢ pianek BLG, w artykule [H8]
wykonatem pomiary I dla CBF oraz NBF otrzymanych z roztworéw BLG o réznym pH (Coute = const = 10 mM),
dla dwoch stezen biatka 10 uM (jak na Rys. 10) i 100 uM. Jesli chodzi o wyzsze stezenie BLG, ktére jest
bardziej istotne w zastosowaniach pianek, w artykutach [H3,H8] nalezy podkresli¢ kilka gtéwnych obserwaciji:
o lIzotermy cis$nienia roztgczajgcego IM(hw) wykazaty, ze: 1) CTF (przy ,hiskim” Couir) Wycieka do CBF, ktory

peka bez tworzenia NBF; 2) CBF (przy ,wysokim” Cpuf) wycieka do NBF, ktorego stabilnos¢ jest silnie zalezna

od pH.
0 Stabilno$¢ NBF jest wyjgtkowo niska przy pH 3, posrednia przy pH 4 oraz pH 5, a najwyzsza przy pH 6 oraz

pH 7.

% Najwyrazniej zalezny od pH trend stabilnosci czarnych filméw piankowych w roztworach BLG jest
koncepcyjnie rézny od odpowiednich trendéw dla wielu parametréow miedzyfazowych warstw
adsorpcyjnych BLG, ktore wykazuja ekstremalne wartosci w warunkach zblizonych do pl!

% Artykut [H8] ujawnil, ze trend stabilnosci pianek z BLG zalezny od pH koreluje bardzo dobrze z
trendem dla filméw piankowych, tzn. stabilno$é piany wzrasta wraz ze wzrostem pH w taki sam
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sposob jak stabilnosé filmu — taka korelacja w przypadku filméw piankowych i pianek z biatek zostata

po raz pierwszy bezposrednio udokumentowana w literaturze.

Niezalezne badania nad wptywem pH na wiasciwosci i stabilno$¢ filméw piankowych oraz pianek z
roztworow BLG przeprowadzit Lech i in. (2016).® Badanie to wykazato bardzo zblizone wyniki dotyczace
stabilnosci pianek BLG do przedstawionego w artykule [H8]. Co wazne, autorzy podkreslili, ze stabilnos¢ pianek
przy pH 3 jest nadal bardzo niska, nawet dla stezenia BLG tak wysokiego jak ¢ =~ 1100 uM (=2 % w/w). Dla
poréwnania, stabilnos¢ tych pianek jest znacznie nizsza niz stabilno$¢ pianki przy prawie dwoch rzedach
wielkosci nizszym stezeniu BLG, ale przy pH 7. Stad, staba zdolno$¢ BLG do stabilizacji pianek i filméw
piankowych przy pH 3 okazuje sie cechg ogolng. Jednak, chociaz Lech i in. bardzo szczegdtowo badali pianki
BLG i mierzyli grubo$¢ odpowiadajgcych im filméw piankowych (przy niskich cisnieniach kapilarnych w celce
»Scheludko”), nie monitorowali Il i stad nie potrafili wyjasni¢ przyczyn obserwowanych znaczacych réznic w
stabilnosci piany w zaleznosci od pH.

Majac na uwadze zakres cisnien kapilarnych w piankach BLG, okreslony typowymi $srednimi rozmiarami
pecherzykéw piany,®®' w piance otrzymanej z roztworu BLG o dowolnym pH w zakresie 3-7 i sile jonowej co
najmniej 10 mM, oczekuje sie, ze wiekszos¢ filméw piankowych pomiedzy pecherzykami bedzie miata
charakter NBF (jak pokazano w artykule [H8]). Dlatego tez przyczyny obserwowanych duzych réznic stabilnosci
pianek wywotanych przez pH powinny by¢ zwigzane ze stabilno$cig NBF. Analiza stabilno$ci NBF z biatek nie
jest trywialnym zadaniem. Na przykfad stabilno$¢ dwuwarstw amfifilowych (NBF oraz dwuwarstwowych bton
lipidowych) tworzonych przez ,mate” molekuty amfifilowe zostata opisana przez teorie zarodkowania dziur, ktéra
wigze stabilnos¢ NBF ze stezeniem czgsteczek.*® Zgodnie z moja najlepszg wiedza, teoria ta nie zostata
zastosowana do NBF z makroczgsteczek, co jest zrozumiate, biorgc pod uwage bardziej ztozong dynamike
miedzyfazowg makroczgsteczek.

Wglad w przyczyny niezwyktego wptywu pH na stabilnos¢ BLG-NBF mozna uzyska¢, rozpatrujgc jego
strukture na poziomie molekularnym. Najbardziej informacyjnym parametrem do tego celu jest grubos¢ filmu.

Benattar i wspotpracownicy (2003, 2006)%° wykorzystali pomiary odbicia promieniowania rentgenowskiego
na powierzchni pionowego makroskopowego filmu piankowego umieszczonego w ramie i zmierzyli grubos¢
takiego filmu otrzymanego z roztworéw BLG o pH 5.3. Autorzy twierdzili, ze otrzymany film czarny jest NBF, a
jego catkowita grubo$¢ wynosi h =~ 11.3 nm (¢ = 14 uM)®% lub h = 15.2 nm (¢ = 55 uM)5% jak zmierzono w
dwdéch oddzielnych badaniach. Wyniki te wykazaty, ze badane czarne filmy sktadajg sie z dwdch réwnowaznych
cienkich ptytek (h1 = 1.3 nm) wysrodkowanych na powierzchniach filmu oraz ptytki rdzenia o znacznie wigkszej
grubosci hy (Rys. 11a): h, = 8.7 nm®% Jub h, = 12.6 nm®°. Réznica miedzy tymi dwoma ostatnimi warto$ciami
jest poréwnywalna z wielkoscig kulki BLG w roztworze, dlatego interpretacja tych wynikéw grubosci filmu pod
katem struktury molekularnej czarnego filmu nie moze by¢ jednoznaczna.

Delahaije i in. (2013)°° podali zakres grubosci wynoszacy 5-9 nm dla NBF otrzymanego z roztworéw BLG
o pH 7 i przy 100 mM NaCl zmierzony technikg ,Mikrointerferometrii”. Niestety autorzy nie podali wartosci
wspotczynnika zatamania $wiatta uzytego do oceny grubosci filmu. Jednak niezaleznie od skali bezwzglednej,

wzgledna réznica w tych warto$ciach grubosci jest szersza niz typowe odchylenie standardowe (<1 nm) tej

i Lexis M, Willenbacher N. Colloids Surfaces A 2014,459,177.
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techniki, ale autorzy nie skomentowali tej kwestii. Ponownie, taka zmienno$¢ grubosci filmu jest porownywalna

z wielko$cig kulki BLG w roztworze, co utrudnia interpretacje wynikow.
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Rys. 11. Czarne filmy piankowe z roztworow B-laktoglobuliny w warunkach zblizonych do pl. (a) pomiary odbicia
promieniowania rentgenowskiego w celu wyznaczenia catkowitej grubosci h pionowego makroskopowego filmu
piankowego w ramie (pH 5.3),%° hy = 1.3 nm, hy = 8.7 nm% Jub h, = 12.6 nm®®. (b1) Zmiennos¢ grubosci hner
mikroskopijnego poziomego NBF (pH 5) obliczona jako funkcja wspdtczynnika zatamania swiatta Nner na podstawie
pomiaréw interferometrycznych ekwiwalentnej grubosci filmu hw = hngr; linia pozioma wskazuje dtugosc krotkiej osi
dimeru D; d = 1.6 £0.2 nm to grubos¢ warstwy adsorpcyjnej (artykut [H7]); stupki bteddw (£0.8 nm) w danych dla h;
awierajq odchylenia standardowe zardwno dla hy jak i d. (b2) Najbardziej prawdopodobna struktura BLG-NBF zgodnie z
danymiw (b1).

Ponizej szczegétowo omowie dotychczasowe wyniki dotyczgce struktury czarnych filméw piankowych z
BLG. Nalezy zauwazy¢, ze ponizsza analiza nie byta dotychczas publikowana i opiera sie na grubosciach
warstw adsorpcyjnych podanych w artykule [H7] (2019). Nowe wnioski z tej analizy sg zawarte w nadchodzgcym
artykule przeglagdowym autorstwa Gocheva i in. (2022)" poswieconym zachowaniu BLG na granicy faz.

Zmierzona interferometrycznie grubo$¢ BLG-NBF opisana w artykule [H3] (2014) wynosi hysr = 6.0 0.4 nm
jak obliczono przy uzyciu wspétczynnika zatamania $wiatta nner = 1.40. W artykule [H7] komentowano, ze
wspotczynnik zatamania swiatta warstw adsorpcyjnych BLG jest najwyrazniej wyzszy przy wartosci granicznej
n~=1.57 (wH20). Zaktada sie, ze NBF ma zwartg strukture, ktdra jest $cisle ograniczona miedzy powierzchniami
filmu.38-40 Dlatego mozna zatozy¢, ze NBF ma jednorodny wspétczynnik zatamania $wiatta,>° ktory w przypadku
BLG-NBF jest wyraznie ograniczony w zakres 1.40 < nngr < 1.57, a zatem odpowiednia zmiana grubosci filmu
wynosi 6.0 > hner > 5.2 (Rys. 11b1).

Basheva i in. (2011ab)*° stwierdzili, ze NBF z globularnego biatka hydrofobiny ma grubo$é¢ ~6 nm, co
zinterpretowano jako warto$¢ odpowiadajgcg dwuwarstwie czgsteczek hydrofobiny. W artykule [H3] réwniez
zatozytem, ze BLG-NBF jest dwuwarstwg biatkowa. Jednak po stwierdzeniu, ze grubo$¢ heterogeniczne;j
warstwy adsorpcyjnej BLG przy pH 5 wynosi d = 7 nm (artykut H7), staje sie oczywiste, Ze struktura BLG-NBF
jest inna niz hipotetyczna struktura sktadajgca sie po prostu z dwdch takich warstw adsorpcyjnych sklejonych
ze soba.

i Gochev, G.= (...), Miller, R., Braunschweig, B. p-Lactoglobulin adsorption layers at liquid interfaces. Zostanie
przestany do Adv Colloid Interface Sci 2022.
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s Z tego wzgledu postawitem hipoteze, ze tworzenie BLG-NBF odbywa sie poprzez wypychanie
dimeréw z luznych warstw wtérnych z wnetrza filmu i pézniejszg wzajemna kohezje gestych
pierwotnych monowarstw, ktére sg nieodwracalnie adsorbowane na powierzchniach filmu.

W artykule [H3] wykazatem, ze powstawanie BLG-NBF charakteryzuje sie dziataniem silnych kohezyjnych
oddziatywarn miedzy powierzchniami filmu — gdy czarne plamy NBF pojawiajg sie w catym filmie o
niejednorodnej grubo$ci, progresywnie rozszerzajg sie, usuwajgc wszelkie grubsze czesci filmu.' Takie sity
kohezyjne zostaty réwniez udowodnione w przypadku NBF z hydrofobiny.*® Pochodzenie tych kohezyjnych
oddziatywan jest dziataniem silnego przyciggajgcego cisnienia roztgczajgcego van der Waalsa ITyw przy matych
grubosciach filmu odpowiadajgcych minimum pierwotnemu w izotermie ciSnienia rozigczajgcego
DLVO.%04.36:3840a D|atego powyzsza hipoteza wydaje sie uzasadniona. Ponadto, jesli ta hipoteza jest prawdziwa,
wowczas BLG-NBF powinien mie¢ strukture sktadajacg sie z dwoch monowarstw, a zatem grubos¢ takiej
dwuwarstwy nie powinna przekracza¢ 4 nm. Oczywiscie tak nie jest. W takim razie, odejmujgc grubos$¢ dwdch
monowarstw (2d = 3.2 £0.4 nm) od grubosci NBF otrzymujemy grubos$¢ rdzenia filmu h, = 2.9-2.0 £0.8 nm w
zaleznosci od niepewnosci zwigzanej ze wspoétczynnikiem zatamania swiatta nner = 1.4-1.57 (Rys. 11bl).
Oczywiscie grubosc rdzenia filmu jest prawdopodobnie mniejsza niz srednica monomeru (lub krétsza o$ dimeru)
D=35nm.

Badania NBF z ,matych” surfaktantow wykazaty, ze rdzen takiej dwuwarstwy sktada sie z bardzo cienkiej
warstwy czgsteczek wody i jondw pierwotnie obecnych w roztworze filmotwdérczym. Jednak stan takiego
Scidnietego ,roztworu elektrolitu” rézni sie od stanu makroskopowej fazy objetoSciowej tego samego roztworu.
Zaktada sie, ze taki Scisniety ,roztwér elektrolitu” ma strukture ciektokrystaliczng sktadajgcg sie z uwodnionych
jondéw. Silne odpychajgce Il bliskiego zasiegu — ktdre faktycznie stabilizuje NBF w stosunku do sit kohezji —
przypisuje sie wysokiej energii swobodnej potrzebnej do usuniecia wody hydratacyjnej z NBF .3 Oszacowano,
ze grubos$¢ rdzenia NBF miesci sie w zakres h, = 0.4-2 nm dla filmootwdrczych roztworéw surfaktantow
zawierajgcych jednowartosciowe sole alkaliczne (NaCl, LiCl, NaBr).%83° Badany tutaj uktad BLG zawiera
wieksze jony buforowe, dlatego mozna zatozy¢, ze rdzern BLG-NBF ma grubosé rzedu gornej czesci z wyzej
wymienionego zakresu grubosci, a nawet wiekszg. Rzeczywiscie, szacowang grubos¢ rdzenia mozna
rozsadnie przyjac jako grubosé ciektokrystalicznego ,roztworu buforowego” wolnego od czgsteczek biatka..

O ile wyniki Delahaije i in.%° lepiej zgadzajg sie z mojg analiza, o tyle wyniki Benattara i wspotpracownikows®
pokazujg uderzajgcg roznice. Grubosci czarnego filmu — ktéry ostatni autorzy okreslajg jako NBF — sg dosc¢
duze, 3-4 razy wieksze niz wymiary kulki BLG. Pierwsza warto$¢ (=11.3 nm)®°a mogtaby by¢ w jaki$ sposéb
zaakceptowana jako odpowiadajgca strukturze trzech listkow czasteczek BLG, ktére sg w natywnym stanie
kulistym (co jest mato prawdopodobne dla czgsteczek zaadsorbowanych na powierzchni filmu) i posiadajg
ciektokrystaliczny roztwér elektrolitu pomiedzy nimi. Druga warto$¢ (=15.2 nm)%%® wydaje sie po prostu
niewystarczajgca do opisania NBF z kuleczek biatkowych o takich wymiarach. Poniewaz autorzy twierdzg, ze
zgodnie ze zmierzonymi profilami gestosci elektronowej w rdzeniu filmu nie ma wolnej wody, te czarne filmy nie
sg CBF (jak oczekiwano ze wzgledu na brak Ile). Z drugiej strony jest oczywiste, ze te czarne filmy nie sg
typowymi NBF (dwuwarstwy). Jest bardzo prawdopodobne, Ze rdzeh takich filméw ma strukture stratyfikowang

sktadajgca sie z oddzielnych listkow natywnych dimeréw BLG, ktére z jakiego$ powodu nie zostaty usuniete z

i Wideo “B-lactoglobulin NBF (pH 5, 10 uM)”
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filmu podczas jego wyciekania. Rzeczywidcie, taka struktura stratyfikowana zostata znaleziona dla czarnych
filméw z hydrofobiny, poniewaz grubosc¢ listkéw stratyfikacji jest poréwnywalna z wymiarami molekularnymi
hydrofobiny.*® W tym samym $wietle, czarne filmy BLG badane przez Benattara i wspétpracownikéw mogag by¢
filmami stratyfikowanymi zawierajgcymi dwa (hy = 8.7 nm)® |ub trzy (h; = 12.6 nm)®® listki stratyfikacyjne
natywnych czgsteczek BLG. Konczac dyskusje na tym stanie wiedzy nalezy stwierdzi¢, ze kwestie ta pozostaje
otwarta, poniewaz jej wyjasnienie wymaga dalszych szczegétowych badan eksperymentalnych. W moich

badaniach czarne filmy BLG najwyrazniej osiggajg najcienszy stan, ktéry mozna okresli¢ jako NBF.

» BLG-NBF ma catkowitg grubosé 5-6 nm, a jego strukture opisuja trzy plytki skltadajace sie z dwéch
warstw adsorpcyjnych rozwinietych kuleczek na powierzchni filmu i centralnego rdzenia z ciekio-
krystalicznego roztworu buforowego (Rys. 11b2).

Izotermy ci$nienia roztgczajgcego Il(hy) dla filméw piankowych z BLG przy dowolnym pH ujawniajg
powstawanie NBF (artykut [H3]); przy pH # pl tworzenie NBF nastepuje po pokonaniu bariery cisnienia

elektrostatycznego (okreslonego przez I1q). Stabilnosé BLG-NBF determinuje stabilnosé odpowiednich pianek,

poniewaz oba te uktady sg w duzym stopniu zalezne od pH (artykut [H8]).

4.3.5. Podsumowanie

Historyczny rozwdj tematu biatek na granicy faz ciecz/gaz do 2011 roku pokazuje, ze obserwowany wptyw
pH na wilasciwosci miedzyfazowe biatek jest stabo rozumiany, zwlaszcza na poziomie molekularnym. W
literaturze powszechnie przyjmowano, ze dane biatko osigga najwyzszg aktywnos¢ powierzchniowg w poblizu
pl, co skutkuje maksymalnym pokryciem powierzchni i grubymi warstwami miedzyfazowymi, ktére miaty by¢
wystarczajgcym warunkiem do wytworzenia najbardziej stabilnej piany dla danego biatka, w odniesieniu do
zmian pH. Przedstawiona rozprawa habilitacyjna koncentruje sie na wyjasnieniu, w jaki sposéb pH wptywa na
mechanizmy stabilizacji pianek z modelowego biatka BLG oraz na potwierdzeniu lub uzasadnieniu tej zasady.
Badania eksperymentalne i teoretyczne wyjasnione w powigzanych artykutach sktadajgcych sie na osiggniecie
naukowe [H1-H9] dostarczyly nastepujacych informaciji o charakterze nowatorskim:

» Za pomocg rozlegtych eksperymentdéw wykazatem, ze czgsteczkowy fadunek elektryczny netto |Z|(pH)
kuleczek BLG w roztworze jest gtéwnym czynnikiem, ktéry determinuje wiasciwosci odpowiednich warstw
adsorpcyjnych na granicy faz W/A roztworu [H2,H4-H7,H9] oraz grubos¢ cienkich filméw piankowych.

> Wykazatem, ze przyjeta a priori korelacja miedzy stanem natadowania warstwy adsorpcyjnej biatka a Z(pH)
zostata bezposrednio udowodniona w przypadku BLG za pomocg czutych pomiaréw spektroskopowych
[H2].

> Wykazatem, ze réwnanie stanu warstw adsorpcyjnych BLG jest silnie zalezne od |Z|(pH) [H9], a fakt ten
mozna uznaé¢ za majgcy fundamentalne znaczenie.

> Wykazatem, ze rozwijanie sie globulek BLG po adsorpcji jest silnie zalezne od |Z|(pH) i koreluje z zwartoscig
globulek w $rodowisku objetosciowym roztworu [H9].

» Strukture molekularna warstw adsorpcyjnych BLG rozwigzatem z rozdzielczoscig subnanometryczna,
ujawniajgc ze heterogeniczne warstwy miedzyfazowe BLG majg dyskretng strukture wieloczgsteczkowg
[H7].
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> Wykazatem, ze tworzenie podwarstwy wtérnej moze zachodzi¢ nie tylko przy pH—pl, ale réwniez przy pH
# pl, a modut dylatacyjny E moze by¢ dogodnie wykorzystany do detekcji tego zjawiska [H1,H9].

» Udowodnitem, ze podstawowa monowarstwa ma grubos¢ ~1.6 nm, ktora jest praktycznie niezalezna
od pH [H7]!

» Udowodnitem, ze wtérna podwarstwa nie odgrywa roli w tworzeniu i strukturze BLG-NBF [H3]!

> Wykazalem, ze BLG-NBF ma grubosé¢ 5-6 nm i sklada sie z dwoch przylegajac monowarstw BLG
oddzielonych roztworem elektrolitu cieklokrystalicznego [analiza niepublikowana].

» Wykazalem, ze stabilnos¢ BLG-NBF okresla stabilnos¢ pianki BLG [H8].

Nalezy podkresli¢, ze ustalenie wspoétzaleznosci dobrze skorelowanych stabilnosci filméw piankowych i
pianek z wtasciwosciami warstw adsorpcyjnych okazuje sie skomplikowane. Wahania molekularnego tadunku
netto BLG |Z|(pH) prowadzg do réznych trendéw monitorowanych zaleznosci pH wielu badanych parametréw.
Niektdre z tych zaleznosci zostaty schematycznie zilustrowane na Rys. 11 (rysunek zawiera réwniez informacje
o niektérych wiasciwosciach BLG w srodowisku objetosciowym roztworu). Ustalono trzy gtdéwne typy trendow
zaleznych od pH:

v Trendy niemonotoniczne. Takie zaleznosci pH sg typowe dla wiekszosci wiasciwosci warstw
adsorpcyjnych i wykazujg ekstremum przy pl (elektrononeutralne warstwy adsorpcyjne BLG) [H2,H5-
H7,H9].

v' Trendy monotoniczne. Takimi zalezno$ciami od pH sg te charakteryzujace tworzenie sie DAL na
powierzchni wznoszgcego sie pecherzyka w roztworze BLG [H4], a takze te dotyczace stabilnosci cienkich
filméw i pianek [H3,H8].

v Co zaskakujace, kilka kluczowych parametréw zachowuje sie praktycznie niezaleznie od pH. Do tych
parametrow nalezg Emax, @« i Omonolayer (Charakteryzujgce nasycong monowarstwe adsorpcyjng), jak rowniez

grubosé hner fillmu BLG-NBF.

Tygr

Stabilnos¢ fimy

Stabilno$¢ piany Rys. 12. Schematyczny wykres trenddéw zmiennosci
roznych parametrow charakteryzujgcych wtasciwosci
..-——""'"I;:L_ 7 objetosciowe i miedzyfazowe BLG oraz stabilnosci pianek
i filméw piankowych w funkcji pH. Wykres jest zgodny z
zachowaniem BLG przy stezeniach ¢ > 100 nM (poza
skrzyzowaniem izoterm II(C)pn i I(C)pH przy pH 5 oraz pH
7) ktore sq istotne dla tworzenia pianek i filmow
piankowych. Emax oraz w« odnoszq sie odpowiednio do
maksymalnego modutu dylatacyjnego i minimalnego
obszaru na czgsteczke, przy czym oba odpowiadajq
nasyconej monowarstwie o grubosci dmonowarstwa.
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Ten rozstrzygajacy przeglad pokazuje, ze wyjasnienie wzajemnych zaleznosci pomiedzy badanymi
wiadciwosciami fizykochemicznymi uktadéw w hierarchicznym tahcuchu powierzchnia W/A — cienki film
piankowy — pianka nie jest proste. Okazuje sig, ze badania dotyczgce tylko powierzchni miedzyfazowych
W/A z zaadsorbowanymi biatkami mogg by¢ niewystarczajgce do petnego opisu (i mozliwosci
przewidywania) stabilnosci odpowiednich pianek biatkowych. W tym zakresie kluczowa jest wiedza na temat
wiasciwosci i stabilnosci odpowiednich cienkich filméw piankowych, o czym $wiadczy bardzo dobra korelacja
stabilnosci filméw piankowych i pianek [H8].
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6. Krotki opis pozostatych osiggnie¢ naukowych *

W trakcie studiow doktoranckich oraz w trakcie kolejnych badan po obronie doktoratu (2004-2010) w IPC-
BAS w Sofii moja praca zwigzana byta gtéwnie z badaniami mechanizmoéw stabilizacji emulsji olej-w-wodzie
(O/W) z polimeréw amfifilowych, w odniesieniu do wiasciwosci kosmetykéw i produktéw higieny osobiste;.
Gtéwnym wyzwaniem bylo wyjasnienie obserwowanej niezwykle wysokiej stabilnosci takich emulsji
wytworzonych przy uzyciu nowej klasy biopolimeréw, a mianowicie hydrofobowo modyfikowanych kopolimeréw
szczepionych INUTEC® opartych na naturalnie wystepujacej inulinie (polifruktozie).”® Co ciekawe, tak wysoka
stabilnos¢ emulsji zaobserwowano przy wysokich zawartosciach elektrolitéw,’”® co w pewien sposéb jest
sprzeczne z klasycznym podejsciem DLVO. Aby rozwigza¢ ten problem, szczegétowo zbadatem odpychajgce
sity oddziatywania, ktoére stabilizujg odpowiednie filmy emulsyjne O/W z biopolimeréw INUTEC®.B1.B2,B6,B9,A
Stwierdzitem, ze przy braku Il otrzymane czarne filméw emulsyjne sg stabilizowane silnymi oddziatywaniami
non-DLVO, ktére majg charakter oddziatywan sterycznych (Ils). Réwnolegle badatem filmy emulsyjne O/W z
syntetycznych kopolimeréw triblokowych PEO-PPO-PEO z serii Pluronic®.B7.88 Dwa badania byly poswiecone
poréwnaniu tych dwoéch typow makroczgsteczek pod wzgledem stabilnosci filméw emulsyjnych.B3.B5
Podsumowuijgc, stwierdzitem, ze stabilno$¢ badanych emulsji jest determinowana przez stabilno$¢
odpowiednich czarnych filmoéw emulsyjnych. Wykazatem, na podstawie teoretycznej analizy
eksperymentalnych izoterm I(h), Ze czarne filmy emulsyjne Pluronic® sg stabilizowane przez oddziatywania
steryczne typu ,brush-do-brush” de Gennesa,?” 88 W przypadku biopolimeréw INUTEC® czarne filmy emulsyjne
(a takze filmy piankowe)®® sg stabilizowane podobnym rodzajem sit sterycznych, ktére nazwalismy sitami typu
»loop-to-loop”. Taki rodzaj oddziatywan sterycznych zostat po raz pierwszy opisany w literaturze. Wykazatem,
ze sita oddziatywan “loop-to-loop” Ilst moze by¢ kontrolowana przez stopien modyfikacji hydrofobowej, to jest
przez rozmiar petli (z angielskiego loop) inuliny utworzonych miedzy sgsiednimi szczepionymi tancuchami
alkilowymi (zilustrowane na przykfad na Rysunku 1 w Ref.B?)B4B% podobnie jak w przypadku polimeréw
Pluronic®, gdzie Il jest skalowany z gruboscig ,pedzla” (z angielskiego brush)B8. Wreszcie moje badania
wykazaty, ze biopolimery INUTEC® sg lepszymi emulgatorami niz syntetyczne polimery Pluronic®.B385Te nowe
odkrycia pozwalajg lepiej zrozumie¢ stabilizacje emulsji przez polimery i majg znaczenie dla rozwoju

zastosowan ekologicznych. Pdzniej badatem réwniez pianki z biopolimeréw INUTEC®.B10

* Odniesienia w tym rozdziale sq zgodne z zasadami wyjasnionymi w przypisie na stronie 5.
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W latach 2011-2017 pracowatem jako adiunkt w Instytucie Koloidow i Powierzchni Miedzyfazowych im.
Maxa Plancka (MPICI) w Poczdamie w Niemczech. Moja dziatalno$¢ naukowa zaowocowata 17 artykutami w
czasopismach®B11-B27 (w tym 5 artykutami przeglgdowymi na tematy warstw miedzyfazowychB11.B12.818 j cienkich
filméw ciektychB16.821) graz 5 rozdziatami w ksigzkach”2-A6,

W grupie dr hab. R. Millera zdobytem solidne doswiadczenie w zakresie dynamiki i reologii warstw
adsorpcyjnych na granicy faz ciecz/ptyn. Bylem zaangazowany w badania nad biatkami,B15.820,823-825
surfaktantamiB®® i czgstkami statymi,B2” oraz mieszaninami biatko/surfaktant®'” lub biatko/polimer826. Bylem
rowniez zaangazowany w opracowanie instrumentu do badania zdarzeh i koalescencji miedzy dwoma
pecherzykami lub dwiema kroplami; za pomocg tego instrumentu badaliSmy koalescencje pecherzykdéw w
roztworach BLG.B13.B14

W grupie dr E. Schnecka zdobytem doswiadczenie w metodach powierzchniowo czutych opartych na
rozpraszaniu neutronéw i promieniowania rentgenowskiego. Oprécz badan warstw adsorpcyjnych BLG metodg
NR,"” zastosowaliSmy rowniez wspoiczynnik odbicia promieniowania rentgenowskiego i fluorescencije
rentgenowska fali stojgcej (SWXF) do badania monowarstw i dwuwarstw biomolekularnych (ztozonych z lipidéw
i lipopolimerow) na nosnikach stalych jako modeli powierzchni bton biologicznych.B??2 Badania te
przeprowadzono na probkach wystawionych na dziatanie powietrza atmosferycznego lub pary wodnej, czyli
badaliSmy granice faz ciato state/gaz. Celem badania byto zastosowanie po raz pierwszy techniki SWXF do
biologicznie istotnych dwuwarstw oraz iloSciowe wyjasnienie ich pecznienia i natury oddziatywan
miedzyczgsteczkowych w funkcji wilgotnosci otoczenia, w celu przetestowania eksperymentalnego podejscia
SWXF. Oczywiscie jest to tylko uproszczony system modelowy, ktéry zostat wykorzystany jako pierwszy krok
badawczy. W tej publikacji przedstawiliSmy pierwsze okreslenie rozktadu punktu koncowego ograniczonych,
oddziatujgcych szczotek polimerowych (z zastosowanego lipopolimeru). W naszych wynikach pojawity sie
pewne niejasnosci i omowilismy perspektywy poprawy metodologii, ktére jednak stanowig dowdd koncepciji i
jasno pokazujg potencjat SWXF w przypadku optymalizacji kluczowych parametréw. Bardziej realistycznym
podejsciem jest badanie takich architektur biomolekularnych w srodowisku wodnym. Wia$ciwie mojg gtéwna
rolg w tym projekcie (patrz rozdziat 3) byto zaprojektowanie eksperymentalnej celki do tego celu. Cel ten udato
mi sie osiggnaé. Nastepnie przetestowalismy nowg celke SWXF w cyklu kilku wizyt pomiarowych ,beamtime”
w obiektach synchrotronowych w BESSY (Berlin), DESY (Hamburg) oraz SOLEIL (Paryz). Wreszcie
uzyskalismy solidne wyniki, ktére zostaty przedstawione w mojej najnowszej publikacji.B3* W tym miejscu
chciatbym podkreslic zalety techniki SWXF w poréwnaniu z innymi wysokorozdzielczymi metodami
rozwigzywania struktur miedzyfazowych na powierzchniach statych, na przyktad mikroskopig sit atomowych i
technikami reflektometrii z wykorzystaniem $wiatta (elipsometrii), neutronéw lub promieni rentgenowskich. Te
techniki pomiarowe ujawniajg grubosci warstw oraz zewnetrzne ksztalty zaadsorbowanych czgsteczek bez
zadnego wgladu w ich orientacje lub konfiguracje przestrzenng. Analiza widm fluorescencyjnych uzyskanych w
eksperymentach SWXF z kazeing B zaadsorbowang na powierzchniach statych pozwolita na zlokalizowanie
biologicznie istotnych elementéw lekkich, takich jak S oraz P, a tym samym ustalenie orientacji czgsteczek
biatka.B3* W ten sposéb wykazaliSmy potencjat tej techniki do uzyskiwania wyzszego poziomu informacji o
strukturach miedzyfazowych bez konieczno$ci dodatku dodatkowych wskaznikéw i z rozdzielczo$cig sub-

nanometrows.
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W latach 2017-2019 pracowatem jako adiunkt w grupie prof. B. Braunschweiga na WWU Munster w
Niemczech. We wspotpracy z kolegg N. Garcia Rey opracowali$my procedure szacowania potencjatu
podwojnej warstwy (fadunku powierzchniowego) na powierzchni W/A, wykorzystujgc kombinacje pomiaréw
SFG i TLF.B2® W innej publikaciji 80 twierdzilismy, ze na stan natadowania warstw adsorpcyjnych BLG na
powierzchni W/A moze dramatycznie wplynaé obecnosé tréjwartosciowych jonéw metali i po raz pierwszy
wykazano, ze takie jony indukujg odwrécenie fadunku elektrycznego na granicy faz ze wzgledu na sprzezenie
biatko/jon.

Od 2017 roku wspdipracuje z prof. B. A. Noskovem z Petersburskiego Uniwersytetu Parnstwowego,
Petersburg, Rosja. Nasze wspéine badania koncentrujg sie zaréwno na zachowaniu pojedynczych biatek
(artykuty [H5,H7]) jak i mieszaninach biatek z innymi rodzajami substanciji (wspomniane WyZej prace)B26-828 ng
granicy faz. W naszej ostatniej publikac;i,3* zbadalismy oddziatywania lizozymu z nanoagregatami fulerenéw
powstajgcymi na powierzchni W/A w odniesieniu do bioaktywnosci nanoczastek fulerenéw, ktére w ostatnim
Czasie cieszg si¢ duzym zainteresowaniem naukowym.

Przedstawiona rozprawa habilitacyjna podkresla, ze moje ostatnie zainteresowania naukowe skierowane sg
gtownie na poznanie zachowania biatek na granicy faz na poziomie molekularnym. Zastosowanie podejscia
wielowymiarowego dato owocne wyniki w trakcie badan z biatkiem mleka BLG. Perspektywy przysztych badan
obejmujg na przykiad: rozszerzenie tego podejscia na badania z innymi biatkami; systematyczne badania na
granicach faz ciecz/ciecz; rozwiniecie tematu niezwyktego wplywu jonéw metali trojwartosciowych na
wiasciwosci powierzchni biatek, 30 jip.

Jednak moim konkretnym planem na najblizszg przyszios¢ jest skierowanie badar nad biatkami w kierunku
badar nad zachowaniem miedzyfazowym zagregowanych biatek, takich jak miekkie nanoczasteczki biatek i
wtokienka amyloidu. Obecna wiedza na ten temat zostala podsumowana w moim ostatnim artykule
przegladowym (we wspdipracy z prof. Noskovem),B3! ktory pokazuje, ze ten temat jest weigz bardzo miody i
jest wiele otwartych pytan, ktére czekajg na odpowiedz. W tym celu ztozytem wniosek w konkursie NCN
SONATA BIS 11 (2021, Id: 526361) na projekt dotyczacy widkienek amyloidu w miekkich koloidach. Whiosek
zostat zakwalifikowany do drugiego etapu oceny merytorycznej (rozmowa kwalifikacyjna odbedzie sie w lutym

2022 1),
D
GEORGI
GOCHEV
21.12.2021 06:57:49 [GMT+1] =
# Dokument podpisany elektronicznie (podpl WnlOSkOdawcy)
podpisem zaufanym

4242


Filek
Podświetlony


Zalacznik 3

Wykaz osiagni¢¢ naukowych albo artystycznych, stanowiacych znaczny wklad w rozwaj

okreslonej dyscypliny

I. I. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH NAUKOWYCH ALBO ARTYSTYCZNYCH,
O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1. PKT 2 USTAWY

1. Monografia naukowa, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2a Ustawy; lub

2. 2. Cykl powigzanych tematycznie artykuléw naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1.
pkt 2b Ustawy; lub

3. Wykaz zrealizowanych oryginalnych osiggnig¢ projektowych, konstrukcyjnych,

technologicznych lub artystycznych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2c Ustawy.

Publikacje naukowe bedace podstawa wniosku o0 wszczecie postepowania

habilitacyjnego:

[H1] Gochev G.= Retzlaff 1., Aksenenko E.V., Fainerman V.B., Miller, R. Adsorption
isotherm and equation of state for -Lactoglobulin layers at the air/water surface. Colloids
Surfaces A 2013, 422, 33-38.

IF2013: 2.354 MNIiSW2013: 25 Cit: 24"

Konceptualizacja: Gochev i Miller; badanie: Retzlaff i Gochev; analiza danych: Gocheyv,
Aksenenko i Fainerman; oryginalny manuskrypt: Gochev; historia publikacji: drobna korekta
przez Gochev.

Sformutowatem koncepcje badan, ktora byta rozwijana wspolnie z kierownikiem mojej grupy,
Millerem. Moim zamystem byto sprawdzenie zdolnosci modelu teoretycznego do wykrywania
tworzenia si¢ wtornej warstwy biatkowej na podstawie wynikow eksperymentalnych,
dotyczqcych powierzchniowego modutu dylatacyjnego. W pracach doswiadczalnych
nadzorowatem eksperymenty prowadzone przez magistrantke Retzlaff. Przeprowadzitem
wszystkie symulacje modelowe. Zaproponowalem interpretacje wynikow, ktora zostata
przedyskutowana z Fainermanem i Millerem. Przygotowalem manuskrypt, ztozylem go w
czasopismie i dokonatem drobnej korekty ustalonej przez redaktora.

[H2] Engelhardt K., Lexis M., Gochev G., Konnerth C., Miller, R., Willenbacher N., Peukert
W., Braunschweig B.= pH effects on the molecular structure of B-lactoglobulin modified
air-water interfaces and its impact on foam rheology. Langmuir 2013, 29, 11646-11655.

IF2013: 4.384 MNiSW2o13: 35 Cit: 93"

* Bez autocytowan
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Konceptualizacja: Braunschweig; badanie: Engelhardt, Lexis, Gochev, Konnerth; analiza
danych: Engelhardt, Lexis i Gochev; oryginalny manuskrypt: Engelhardt, Lexis i
Braunschweig. historia publikacji: drobna korekta przez Braunschweig.

R. Miller i ja pracowalismy jako zespdt nad wspolnymi badaniami z dwoma innymi grupami
(Erlangen i Karlsruhe). Rolg naszego zespotu byto dostarczenie wynikow eksperymentalnych
dotyczqcych kinetyki adsorpcji i reologii dylatacyjnej powierzchni badanych warstw
miedzyfazowych, ktore zostaly przeze mnie uzyskane i przedstawione w postaci wykresow.
Ponadto bratem udzial w interpretacji catego zestawu wynikéow uzyskanych przez trzy grupy
badawcze, ktore przedstawione zostaly w czesci dyskusyjnej artykutu.

[H3] Gochev G.= Retzlaff 1., Exerowa D., Miller R. Electrostatic stabilization of foam films
from B-lactoglobulin solutions. Colloids Surfaces A 2014, 460, 272-279.

1F2014: 2.752 MNiSW2014: 25 Cit: 23"

Konceptualizacja: Gochev; badanie: Gochev i Retzlaff; analiza danych: Gochev; oryginalny
manuskrypt: Gochev; historia publikacji: drobna korekta przez Gochev.

Koncepcje badan sformutowatem z myslg o znalezieniu warunkow powstawania czarnych
filmow Newtona z fp-laktoglobuliny. Eksperymenty z filmami piankowymi przeprowadzitem w
laboratorium w Sofii i zaproponowatem interpretacje wynikow, ktorqg omowitem z Millerem i
Exerowq. Przygotowatem manuskrypt, przestatem go do czasopisma i dokonatem drobnej
korekty ustalonej przez redaktora.

[H4] Ulaganathan, V.,= Gochev, G., Gehin-Delval, C., Leser, M.E., Gunes, D.Z., Miller, R.
Effect of pH and electrolyte concentration on rising air bubbles in B-lactoglobulin
solutions. Colloids Surfaces A 2016,505,165-170.

1F2016: 2.752 MNiSW2p16: 30 Cit: 9"

Konceptualizacja: Ulaganathan i Gochev; badanie: Ulaganathan; analiza danych:
Ulaganathan i Gochev; oryginalny manuskrypt: Ulaganathan i Gochev; historia publikacji:
drobna korekta przez Ulaganathan i Gochev.

Bratem udzial w formutowaniu koncepcji badan. Opiekowatem sie doktorantem Ulaganathan,
nadzorujgc jego prace eksperymentalne. Uczestniczytem w interpretacji uzyskanych wynikow
oraz w drobnej korekcie manuskryptu ustalonej przez redaktora.

Ponizsza seria publikacji [H5-H9] wyvlonita sie z cyklu badan =zainicjowanych i
koordynowanych przeze mnie, a wypracowanych we wspOlpracy z naukowcami z réoznych

grup.
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[H5] Ulaganathan V., Retzlaff I., Won J.Y., Gochev G.,= Gehin-Delval C., Leser M., Noskov
B.A., Miller R. B-Lactoglobulin adsorption layers at the water/air surface: 1. Adsorption
kinetics and surface pressure isotherm: Effect of pH and ionic strength. Colloids Surfaces
A 2017, 519, 153-156.

IF2017: 2.829 MNiSW2017: 70 Cit: 19"

Konceptualizacja: Gochev; badanie: Ulaganathan, Retzlaff i Won; analiza danych:
Ulaganathan, Gochev i Noskov; oryginalny manuskrypt: Ulaganathan i Gochev; historia
publikacji: drobna korekta przez Gochev.

Sformutowatem koncepcje badan. Opiekowatem si¢ doktorantami Ulaganathan i Won oraz
magistrantkg Retzlaff, nadzorujgc ich w prace eksperymentalne. Zaproponowatem
interpretacje wynikow, ktora zostala przedyskutowana z wszystkimi wspolautorami.
Przygotowatem wigkszq czes¢ manuskryptu, ztozylem go do czasopisma i dokonatem drobnej
korekty ustalonej przez redaktora.

[H6] Ulaganathan V., Retzlaff I., Won J.Y., Gochev G.,= Gunes D.Z., Gehin-Delval C., Leser
M., Noskov B.A., Miller R. B-Lactoglobulin adsorption layers at the water/air surface: 2.
Dilational rheology: Effect of pH and ionic strength. Colloids Surfaces A 2017, 521, 167-
176.

IF2017: 2.829 MNiSWa017: 70 Cit; 15"
Konceptualizacja: Gochev; badanie: Ulaganathan, Retzlaff i Won; analiza danych:

Ulaganathan, Gochev i Noskov; oryginalny manuskrypt: Ulaganathan i Gochev; historia
publikacji: drobna korekta przez Gochev.

Sformutowatem koncepcje badan. W pracach doswiadczalnych nadzorowatem eksperymenty
prowadzone przez doktorantdw Ulaganathana i Wona oraz magistrantke Retzlaff.
Zaproponowatem interpretacje wynikow, ktora zostala przedyskutowana z wszystkimi
wspotautorami. Przygotowatem wigkszq czes¢ manuskryptu, ztozytem go do czasopisma i
dokonalem drobnej korekty ustalonej przez redaktora.

[H7] Gochev G.;= Scoppola E., Campbell R.A., Noskov B.A., Miller R., Schneck E. B-
lactoglobulin adsorption layers at the water/air surface: 3. Neutron Reflectivity Study on
the Effect of pH. J. Phys. Chem. B 2019, 123, 10877-10889.

IF2019: 2.857 MNiSWa019: 140 Cit: 6
Konceptualizacja: Gochev, Campbell i Schneck; badanie: Gochev i Campbell; analiza danych:

Gochev, Scoppola, Campbell i Schneck; oryginalny manuskrypt: Gochev; historia publikacji:
powazna korekta przez wszystkich wspolautorow.

Sformutowatem koncepcje badan, ktora byta dalej rozwijana w aspekcie technicznym wspolnie
z Campbellem i Schneck'iem. Prace doswiadczalne wykonywatem pod kierunkiem Campbella
na reflektometrze "Figaro" w ILL, Grenoble, Francja. Bralem udzial w interpretacji wynikow
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uzyskanych z analizy danych reflektometrycznych. Przygotowatem manuskrypt i ztoZytem go do
czasopisma. Redaktor zdecydowal o koniecznosci wprowadzeniu istotnej korekty artykufu,
ktorej bylem glownym autorem (w tym autorem szczegofowych odpowiedzi na uwagi
recenzentow).

[H8] Gochev G.,= Ulaganathan V., Retzlaff I., Gehin-Delval C., Gunes D.Z., Leser M.,
Kulozik U., Miller R., Braunschweig B. B-lactoglobulin adsorption layers at the water/air
surface: 4. Impact on the Stability of Foam Films and Foams. Minerals 2020, 10, 636.

1F2020: 2.644 MNiSWa019: 100 Cit: 3"
Konceptualizacja: Gochev, Ulaganathan i Miller; badanie: Gochev, Ulaganathan i Retzlaff;

analiza danych: Gochev i Ulaganathan; oryginalny manuskrypt: Gochev i Ulaganathan;
historia publikacji: drobna korekta przez Gochev.

Sformutowatem koncepcje badan. Nadzorowalem prace doktoranta Ulaganathana i
magistranta Retzlaffa podczas prowadzonych przez nich eksperymentow. Zaproponowatem
interpretacje wynikow, ktora zostala przedyskutowana z wszystkimi wspolautorami.
Przygotowatem manuskrypt, zloZytem go w czasopismie i dokonatem drobnej korekty ustalonej
przez redaktora.

[H9] Gochev G.m= Kovalchuk V.I., Aksenenko E.V., Fainerman V.B., Miller, R. B-
Lactoglobulin adsorption layers at the water/air surface: 5. Adsorption isotherm and
equation of state revisited, impact of pH. Colloids Interfaces 2021, 5, 14.

IF: jeszcze nie przydzielony MNiSWop21: 20 Cit: 0

Konceptualizacja: Gochev i Miller; badanie: Gochev; analiza danych: Gochev, Kovalchuk,
Aksenenko i Fainerman; oryginalny manuskrypt: Gochev; historia publikacji: drobna korekta
przez Gochev.

Przeprowadzitem prace eksperymentalne i symulacje modelowe. Zaproponowatem
interpretacje wynikow, ktora zostala przedyskutowana z wszystkimi wspolautorami.
Przygotowatem manuskrypt, zloZytem go w czasopismie i dokonatem drobnej korekty ustalonej
przez redaktora.

Publikacje [H1-H9] posiadaja:

e sumaryczny IFu: 23.40

(wg JCR za rok publikacji);

e sumaryczny wskaznik MNiSW: 495
(115 przed 2017 i 380 po 2017);

e Cytowania: 194

(bez autocytowan, Scopus 19.12.2021).

el el

OHMNWEAO=000 oM

Cytowan rocznie

Na rysunku przedstawiono ewolucje w czasie

ilosci cytowar publikacji [H1-H9] bez m T n e~ ® 3'§'g ~
autocytowan (Scopus 19.12.2021) R RRR]RR kﬁ R R R]R
Ro
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Skany oryginalnych publikacji oraz o$wiadczenia wspotautorow o ich wktadzie zostaly zebrane
W Zalaczniku 4.

1.
1.

2.

INFORMACJA O AKTYWNOSCI NAUKOWEJ ALBO ARTYSTYCZNEJ

Wykaz opublikowanych  monografii  naukowych (z  zaznaczeniem  pozycji
niewymienionych w pkt 1.1).

Nie dotyczy

Wykaz opublikowanych rozdziatow w monografiach naukowych.

[Al] Tadros, T., Exerowa, D., Gotchev, G., Kolarov, T., Levecke, B., Booten, K. Interaction

Forces in Emulsion Films Stabilized with Hydrophobically Modified Inulin
(Polyfructose) and Correlation with Emulsion Stability. In: Emulsion Science and
Technology, Tadros T. (ed.), Wiley, 2009, 67-73.

[A2] Dan, A., Gochev, G., Kotsmar, Cs., Ferri, J.K., Javadi, A., Karbaschi, M., Krégel, J.,

Waustneck, R., Miller, R. Simultaneous versus sequential adsorption of B-casein/SDS
mixtures. Comparison of water/air and water/hexane interfaces. Proteins at Interfaces I11
State of the Art, T. Horbett, J.L. Brash, W. Norde (eds.), ACS Symposium Series
2012,1120,153-178.

[A3] Javadi, A., Krégel, J., Karbaschi, M., Won, J.-Y., Dan, A., Gochev, G Makievski, A.V.,

[A4]

[AS]

[A6]

[A7]

[A8]

Loglio, G., Liggieri, L., Ravera, F., Kovalchuk, N.M., Lotfi, M., Ulaganathan, V.,
Kovalchuk, V.I., Miller, R. Capillary Pressure Experiments with Single Drops and
Bubbles. In: Colloid and interface chemistry for nanotechnology, Kralchevsky P., Miller,
R., Ravera, F. (eds.), CRC Press, 2014, Chapter 13.

Peukert, W., Braunschweig, B., Engelhardt, K., Miller, R., Gochev, G. Teilprojekt 1.
Einfluss von Proteinen auf die Schaumbildung und Schaumstabilitat (eng. Influence of
proteins on foam formation and foam stability). In: Proteinschdaume in der
Lebensmittelproduktion: Mechanismenaufklarung, Modellierung und Simulation (eng.
Protein foams in food production: mechanisms elucidation, modeling and simulation),
Héusser V., Kinkel D. (eds.), Forschungskreis der Ern&hrungsindustrie e.VV. (FEI),
Bonner Universitats-Buchdruckerei, Bonn, 2014, ISBN 978-3-925032-53-0; pp. 11-30.
Gochev, G., Ulaganathan, V., Miller, R. Foams. In: Ullmann's Encyclopedia of Industrial
Chemistry, Wiley, 2016, 1-31.

Won, J-Y., Ulaganathan, V., Tleuova, A., Kairaliyeva, T., Sharipova, A.A., Hu, XW.,
Karbaschi, M., Gochev, G., Javadi, A., Taeibi Rahni, M., Makievski, A.V., Kragel, J.,
Aidarova, S.B., Miller, R. Profile Analysis Tensiometry for Studies of Liquid Interfacial
Dynamics. In: Laser Optofluidics in Fighting Multiple Drug Resistance, Pascu, M.-L.
(ed.), Bentham Sci Publ, 2017, 41-74.

Gochev, G., Platikanov, D., Miller, R. Historical Perspectives on Foam Films. In: Foam
Films and Foams: Fundamentals and Applications, Exerowa D., Gochev G., Platikanov
D., Liggieri L., Miller R. (eds.), CRC Press, 2018, Chapter 2.

Gochev, G., Kristen-Hochrein, N. Foam Films Stabilized by Polymers and Proteins. In:
Foam Films and Foams: Fundamentals and Applications, Exerowa D., Gochev G.,
Platikanov D., Liggieri L., Miller R. (eds.), CRC Press, 2018, Chapter 5.
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http://dx.doi.org/10.1021/bk-2012-1120.ch007
https://www.researchgate.net/publication/259643355_Capillary_Pressure_Experiments_with_Single_Drops_and_Bubbles
http://dx.doi.org/10.1002/9783527626564.ch3
https://doi.org/10.1002/14356007.a11_465.pub2
https://doi.org/10.2174/9781681084985117010006
http://dx.doi.org/10.1021/bk-2012-1120.ch007
https://www.academia.edu/23231661/Proteinsch%C3%A4ume_in_der_Lebensmittelproduktion_Mechanismen_aufkl%C3%A4rung_Modellierung_und_Simulation_Zentrale_Ergebnisse_des_gleichnamigen_DFG_AiF_Clusterprojektes
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[A9] Ulaganathan, V., Gochev, G. Foam Fractionation. In: Foam Films and Foams:
Fundamentals and Applications, Exerowa D., Gochev G., Platikanov D., Liggieri L.,
Miller R. (eds.), CRC Press, 2018, Chapter 19.

3. Informacje o czlonkostwie w kolegiach redakcyjnych przygotowujacych monografie
naukowe do publikacji.

e Foam Films and Foams: Fundamentals and Application. Exerowa D., Gochev G.,
Platikanov D., Liggieri L. and Miller R. (Red.), CRC Press, Taylor & Francis Group, 2018,
ISBN 9781466587724.

4. Wykaz artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych (z wytgczeniem publikacji
wymienionych w wykazie w 1.2)
4.1. Artykuly w czasopismach opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora:

[B1] Exerowa, D.= Gotchev, G., Kolarov, T., Khristov, Khr., Levecke, B., Tadros, Th.
Interaction forces in thin liquid films stabilized by hydrophobically modified inulin
polymeric surfactant. 2. Emulsion films. Langmuir 2007,23,1711-1715.

[B2] Gotchev, G., Kolarov, T., Levecke, B., Tadros, Th., Khristov, Khr., Exerowa, D.=
Interaction forces in thin liquid films stabilized by hydrophobically modified inulin
polymeric surfactant. 3. Influence of electrolyte type on emulsion films. Langmuir
2007,23,6091-6094.

[B3] Exerowa, D.= Gotchev, G., Levecke, B., Tadros, T. Emulsion newton black films
stabilized by polymeric surfactants. Compt Rend Acad Bulg Sci 2008,61,455-468.

[B4] Exerowa, D.,= Gotchev, G., Kolarov, T., Khristov, Khr., Levecke, B., Tadros, Th. Oil-
in-water emulsion films stabilized by polymeric surfactants based on inulin with
different degree of hydrophobic modification. Colloids Surfaces A 2009,334,87-91.

[B5] Exerowa, D.= Gotchev, G., Kolarov, T., Khristov, Khr., Levecke, B., Tadros, Th.
Comparison of oil-in-water emulsion films produced using ABA or ABn copolymers.
Colloids Surfaces A 2009,335,50-54.

[B6] Gotchev, G., Exerowa, D.,= Khristov, K., Levecke, B., Tadros, T. Stability of O/W
emulsion films from mixed aqueous solutions of inulin-based polymeric and
polyethylene glycol surfactants. J Dispersion Sci Technol 2010,31,31-37.

[B7] Gotchev, G., Kolarov, T., Khristov, Khr., Exerowa, D.= On the origin of electrostatic
and steric repulsion in oil-in-water emulsion films from PEO-PPO-PEO triblock
copolymers. Colloids Surfaces A 2010,354,56-60.

4.2. Artykuty w czasopismach opublikowane po uzyskaniem stopnia doktora:

[B8] Gotchev, G., Kolarov, T., Khristov, K., Exerowa, D.= Electrostatic and steric
interactions in oil-in-water emulsion films from Pluronic surfactants. Adv_Colloid
Interface Sci 2011,168,79-84.

[B9] Gochev, G. = Petkova, H., Kolarov, T., Khristov, K., Levecke, B., Tadros, T., Exerowa,
D. Effect of the degree of grafting in hydrophobically modified inulin polymeric
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https://www.researchgate.net/publication/287901255_Emulsion_newton_black_films_stabilized_by_polymeric_surfactants
http://dx.doi.org/10.1016%2Fj.cis.2011.05.001
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2008.10.003
https://www.routledge.com/Foam-Films-and-Foams-Fundamentals-and-Applications/Exerowa-Gochev-Platikanov-Liggieri-Miller/p/book/9781466587724
https://doi.org/10.1021/la7002673
https://www.taylorfrancis.com/chapters/edit/10.1201/9781351117746-19/foam-fractionation-vamseekrishna-ulaganathan-georgi-gochev?context=ubx&refId=fcd2b5b7-7299-4a5c-8e96-821d03539f31
https://doi.org/10.1080/01932690903119633
https://doi.org/10.1021/la062820g
https://doi.org/10.1021/la7002673
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2009.07.045
http://dx.doi.org/10.1016%2Fj.cis.2011.05.001
http://dx.doi.org/10.1016%2Fj.colsurfa.2008.10.025
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[B10]

[B11]

[B12]

[B13]

[B14]

[B15]

[B16]

[B17]

[B18]

[B19]

[B20]

[B21]

surfactants on the steric forces in foam and oil-in-water emulsion films. Colloids
Surfaces A 2011,391,101-104.

Khristov, K.,=2 Gotchew, G., Petkova, H., Levecke, B., Tadros, T., Exerowa, D. Foams
stabilized by hydrophobically-modified inulin polymeric surfactant. Compt Rend Acad
Bulg Sci 2013,66,369-376.

Javadi, A.,= Mucic, N., Karbaschi, M., Won, J.Y., Lotfi, M., Dan, A., Ulaganathan, V.,
Gochev, G., Makievski, A.V., Kovalchuk, V.I., Kovalchuk, N.M., Kragel, J., Miller, R.
Characterization methods for liquid interfacial layers. Eur Phys J: Spec Topics,
2013,222,7-29.

Dan, A., Gochev, G., Krdgel, J., Aksenenko, E.V., Fainerman, V.B., Miller, R.=
Interfacial rheology of mixed layers of food proteins and surfactants. Curr Opin Colloid
Interface Sci 2013,18,302-310.

Won, J.Y., Krégel, J.,= Makievski, A.V., Javadi, A., Gochev, G., Loglio, G.,
Pandolfini, P., Leser, M.E., Gehin-Delval, C., Miller, R. Drop and bubble micro
manipulator (DBMM)-A unique tool for mimicking processes in foams and emulsions.
Colloids Surfaces A 2014,441,807-814.

Won, J.Y. = Krégel, J., Gochev, G., Ulaganathan, V., Javadi, A., Makievski, A.V.,
Miller, R. Bubble-bubble interaction in aqueous p-Lactoglobulin solutions. Food
Hydrocolloids 2014,34,15-21.

Ulaganathan, V.= Fainerman, V.B., Gochev, G., Aksenenko, E.V., Gunes, D.Z.,
Gehin-Delval, C., Miller, R. Evidence of negative surface pressure induced by pB-
lactoglobulin and B-casein at water/air interface. Food Hydrocolloids 2014,34,10-14.
Gochev, G.= Thin liquid films stabilized by polymers and polymer/surfactant mixtures.
Curr Opin Colloid Interface Sci 2015,20,115-123.

Dan, A., Gochev, G.,= Miller, R. Tensiometry and dilational rheology of mixed -
lactoglobulin/ionic surfactant adsorption layers at water/air and water/hexane interfaces.
J Colloid Interface Sci 2015,449,383-391.

Dukhin, S.S., Kovalchuk, V.I., Gochev, G.G.,= Lotfi, M., Krzan, M., Malysa, K.,
Miller, R. Dynamics of Rear Stagnant Cap formation at the surface of spherical bubbles
rising in surfactant solutions at large Reynolds numbers under conditions of small
Marangoni number and slow sorption kinetics. Adv Colloid Interface Sci 2015,222,260—
274.

Mucic, N.,= Gochev, G., Won, J., Ulaganathan, V., Fauser, H., Javadi, A., Aksenenko,
E.V., Kragel, J., Miller, R. Adsorption of equimolar aqueous sodium dodecyl
sulphate/dodecyl trimethylammonium bromide mixtures at solution/air and solution/oil
interfaces. Colloid Polym Sci 2015,293,3099-3106.

Braunschweig, B.,= Schulze-Zachau, F., Nagel, E., Engelhardt, K., Stoyanov, S.,
Gochev, G., Khristov, K., Mileva, E., Exerowa, D., Miller, R., Peukert, W. Specific
effects of Ca?* ions and molecular structure of B-lactoglobulin interfacial layers that
drive macroscopic foam stability. Soft Matter 2016,12,5995-6004.

Gochev, G.= Platikanov, D., Miller, R. Chronicles of foam films. Adv Colloid
Interface Sci 2016,233,115-125.
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http://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfa.2011.08.010
https://doi.org/10.1140/epjst/e2013-01822-3
https://doi.org/10.1039/C6SM00636A
https://www.researchgate.net/publication/286862726_Foams_stabilized_by_hydrophobically-modified_inulin_polymeric_surfactant
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2013.03.019
http://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfa.2011.08.010
http://dx.doi.org/10.1016%2Fj.cocis.2013.04.002
http://dx.doi.org/10.1016%2Fj.foodhyd.2013.07.027
http://dx.doi.org/10.1016%2Fj.cocis.2015.03.003
https://doi.org/10.1016/j.cis.2014.10.002
http://dx.doi.org/10.1016%2Fj.cocis.2013.04.002
https://doi.org/10.1016/j.cis.2014.10.002
https://doi.org/10.1016/j.cis.2015.08.009
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2015.01.035
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2013.04.027
https://doi.org/10.1016/j.cis.2015.08.009
https://doi.org/10.1140/epjst/e2013-01822-3
http://dx.doi.org/10.1016%2Fj.foodhyd.2013.07.027
http://dx.doi.org/10.1007%2Fs00396-015-3735-0
https://www.researchgate.net/publication/286862726_Foams_stabilized_by_hydrophobically-modified_inulin_polymeric_surfactant
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[B22]

[B23]

[B24]

[B25]

[B26]

[B27]

[B28]

[B29]

[B30]

[B31]

[B32]

[B33]

[B34]

Schneck, E..= Rodriguez-Loureiro, I., Bertinetti, L., Marin, E., Novikov, D.,
Konovalov, O., Gochev, G. Element-specific density profiles in interacting
biomembrane models. J Phys D: Appl Phys 2017,50,104001.

Won, J.Y.,= Gochev, G.G., Ulaganathan, V., Kragel, J., Aksenenko, E.V., Fainerman,
V.B., Miller, R. Effect of solution pH on the adsorption of BLG at the
solution/tetradecane interface. Colloids Surfaces A 2017,519,161-167.

Won, J.Y.,= Gochev, G., Ulaganathan, V., Krégel, J., Aksenenko, E.V., Fainerman,
V.B., Miller, R. Mixed adsorption mechanism for the kinetics of BLG interfacial layer
formation at the solution/tetradecane interface. Colloids Surfaces A 2017,519,146-152,
Won, J.Y.= Gochev, G., Ulaganathan, V., Krégel, J., Aksenenko, E.V., Fainerman,
V.B., Miller, R. Dilational visco-elasticity of BLG adsorption layers at the
solution/tetradecane interface — Effect of pH and ionic strength. Colloids Surfaces A
2017,521,204-210.

Milyaeva, O.Y., Gochev, G., Loglio, G., Miller, R., Noskov, B.A.= Influence of
polyelectrolytes on dynamic surface properties of fibrinogen solutions. Colloids
Surfaces A 2017,532,108-115.

Bykov, A.G., Gochev, G., Loglio, G., Miller, R., Panda, A.K., Noskov, B.A.= Dynamic
surface properties of mixed monolayers of polystyrene micro- and nanoparticles with
DPPC. Colloids Surfaces A 2017,521,239-246.

Milyaeva, O.Y., Campbell, R.A., Gochev, G., Loglio, G., Lin, S.-Y., Miller, R,
Noskov, B.A.= Dynamic Surface Properties of Mixed Dispersions of Silica
Nanoparticles and Lysozyme. J Phys Chem B 2019,123,4803-4812.

Garcia Rey, N., Weilienborn, E., Schulze-Zachau, F., Gochev, G., Braunschweig, B.x=
Quantifying Double-Layer Potentials at Liquid-Gas Interfaces from Vibrational Sum-
Frequency Generation. J Phys Chem C 2019,123,1279-1286.

Richert, M.E., Gochev, G.G., Braunschweig, B.= Specific lon Effects of Trivalent
Cations on the Structure and Charging State of p-Lactoglobulin Adsorption Layers.
Langmuir 2019,35,11299-11307.

Noskov, B.A.,= Bykov, A.G., Gochev, G., Lin, S.-Y., Loglio, G., Miller, R., Milyaeva,
O.Y. Adsorption layer formation in dispersions of protein aggregates. Adv Colloid
Interface Sci 2020,276,102086.

Fainerman, V.B., Aksenenko, E.V., Makievski, A.V., Trukhin, D.V., Yeganehzad, S.,
Gochev, G., Miller, R.= Surface tension and dilational rheology of mixed B-casein — 3-
lactoglobulin aqueous solutions at the water/air interface. Food Hydrocolloids
2020,106,105883.

Noskov, B.A., Isakov, N.A., Gochev, G., Loglio, G., Miller, R. Interaction of Fullerene
Ceo with Bovine Serum Albumin at the Water — Air Interface. Colloids Surfaces A
2021,631,127702.

Scoppola, E., Gochev, G., Drnec, J., Pithan, L., Novikov, D., Schneck, E.=
Investigating the Conformation of Surface-Adsorbed Proteins with Standing-Wave X-
Ray Fluorescence. Biomacromolecules 2021,22,5195-5203.
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https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.9b01803
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2016.08.054
https://doi.org/10.1016/j.cis.2019.102086
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2021.127702
http://dx.doi.org/10.1088/1361-6463/aa59d3
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2021.127702
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2016.08.054
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2020.105883
https://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfa.2017.06.002
https://doi.org/10.1021/acs.jpcb.9b03352
https://doi.org/10.1016/j.cis.2019.102086
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2016.05.042
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2016.08.024
https://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfa.2017.06.002
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2016.11.006
https://doi.org/10.1021/acs.biomac.1c01136
https://doi.org/10.1021/acs.jpcc.8b10097
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2020.105883
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5. Wykaz osiggnie¢ projektowych, konstrukcyjnych, technologicznych (z zaznaczeniem
pozycji niewymienionych w pkt 1.3).
Nie dotyczy

6. Wykaz publicznych realizacji dziel artystycznych (z zaznaczeniem pozycji
niewymienionych w pkt 1.3).
Nie dotyczy

7. Informacja o wystgpieniach na krajowych lub mig¢dzynarodowych konferencjach
naukowych lub artystycznych, z wyszczegdlnieniem przedstawionych wyktadow
na zaproszenie 1 wyktadow plenarnych.
7.1. Wyklady na zaproszenie i wyktady plenarne:

7.1.1. B-Lactoglobulin at Liquid-Gas Interfaces.
G. Gochev, R. Miller, D. Exerowa, E. Scoppola, E. Schneck, R.A. Campbell,
B.A. Noskov, B. Braunschweig.
8" Bubble & Drop Conference, Sofia, Bulgaria, 2019 (Keynote lecture).

7.1.2. B-Lactoglobulin at Liquid-Gas Interfaces.
G. Gochev.
Scientific seminar of the Jerzy Haber Institute of Catalysis and Surface
Chemistry of the Polish Academy of Sciences, 2019 (Invited lecture).

7.1.3. B-Lactoglobulin Adsorption Layers at Water/Air Surface.
G. Gochev, L. Sagis, E.V. Aksenenko, V.B. Fainerman and R. Miller.
Workshop Dynamics of complex fluid-fluid interfaces, Monte Verita, Ascona,
Switzerland, 2014 (Keynote lecture);

7.1.4. Colloid systems: interactions between surfaces.
G. Gochev.
14" European Student Colloid Conference, Golm/Potsdam, Germany, 2013
(Plenary lecture);

7.1.5. Oil-in-water Emulsion Films Stabilized by Polymeric Surfactants.
G. Gochev, D. Exerowa, T. Kolarov, Khr. Khristov, B. Levecke, Th. Tadros,
Scientific seminar of Max-Planck-Institute of Colloids and Interfaces, Potsdam,
Germany, 2010 (Invited lecture).

7.2. Wystapienia ustne:

7.2.1. Effect of pH on the Stability of Protein Foams.
G. Gochev, B. Braunschweig, R. Campbell, E. Schneck, R. Miller
63" Meeting PTChem, £6dz (on-line meeting), 2021.
7.2.2. Chronicles of Foam Films.
G. Gochev, D. Platikanov, R. Miller, D. Exerowa
International conference “Smart and Green Interfaces” Sofia, Bulgaria, 2015.
7.2.3. B-Lactoglobulin Adsorption Layers at Water/Air Surface: Adsorption, Surface
Rheology and Foam Films
G. Gocheyv, I. Retzlaff, E.VV. Aksenenko, V.B. Fainerman, D. Exerowa, R. Miller
Conference EUFOAM, Thessaloniki, Greece, 2014.
7.2.4. Adsorption Layers and Foam Films from p-Lactoglobulin.
G. Gochev, D. Exerowa, R. Miller
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Annual conference of the European Colloid and Interface Society, Sofia,
Bulgaria, 2013.

7.2.5. Role of Adsorption Layers and Foam Films on the Stability of Protein Foams.
G. Gochev, K. Engelhardt, B. Braunschweig, W. Peukert, R. Miller
Workshop ProcessNet, Quakenbriick, Germany, 2013.

7.2.6. Adsorption Isotherm and Equation of State for p-Lactoglobulin Layers at the
Air/Water Surface.
G. Gochev, I. Retzlaff, E.V. Aksenenko, V.B. Fainerman, R. Miller
Workshop COST CM 1101, Potsdam, Germany, 2013.

7.2.7. Impact of Adsorption Layers and Thin Films on Stability of Protein Foams.
G. Gochev, A. Dan, K. Engelhardt, B. Braunschweig, W. Peukert, E. Mileva, D.
Exerowa, R. Miller
Conference EUFOAM, Lisbon, Portugal, 2012.

7.2.8. Emulsion Stability as Studied by Thin Liquid Films
G. Gochev, A.V. Makievski, D. Exerowa, Khr. Khristov, E. Mileva, L. Liggieri,
G. Loglio, A. Javadi, J. Kragel, R. Miller
Workshop Trends in Colloid & Interface Science, Potsdam, Germany, 2011.

8. Informacja o udziale w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji krajowych lub

mi¢dzynarodowych, z podaniem petnionej funkc;ji.

Nie dotyczy

9. Informacja o uczestnictwie w pracach zespotow badawczych realizujacych projekty
finansowane w drodze konkursow krajowych lub =zagranicznych, z podziatem
na projekty zrealizowane i bedace w toku realizacji, oraz z uwzglednieniem informacji
o pelnionej funkcji w ramach prac zespolow.

9.1

9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

9.7.

9.8.

2020: Wykonawca w projekcie “W poszukiwaniu efektywnych i przyjaznych
srodowisku spieniaczy i emulgatorow - ilosciowy opis stabilnosci cienkich filmow
ciektych w roztworach ‘zielonych’ surfaktantow” (NCN OPUS 2017/25/B/ST8/01247)
2019: Wykonawca w projekcie Miedzynarodowe] Wymiany Akademickiej: “Smart
liquid/gas interfaces with photo-switchable surfactants” (NAWA-DAAD grant
PPN/BIL/2018/1/00093)

2017-2019: Wykonawca w projekcie “Structure-Property Relations in Aqueous Foam
and Their Control on a Molecular Level” (ERC-638278)

2015-2017: Wykonawca w projekcie “The Physics of Non-Specific Interactions
between Biomembranes” (DFG-256222543)

2011-2014: Wykonawca w projekcie tandemowym “Influence of proteins on the
formation and stability of foams” (DFG-199448917 within DFG/AIF-Cluster 5)
2010-2011: Wykonawca w projekcie “Stability of emulsion films” (PSKOLL
3835/ESA/FASES)

2008-2010: Wykonawca w projekcie europejskim FP6 NANOPHEN (INCO-CT-2005-
106696)

2004-2006: Wykonawca w projekcie “Foam, emulsion and wetting films from
polymeric surfactants” (Orafti (obecnie BENEO-Orafti), Belgium)

10. Cztonkostwo w migdzynarodowych lub krajowych organizacjach i1 towarzystwach
naukowych wraz z informacjg o pelnionych funkcjach.
Nie dotyczy

10/13


https://cordis.europa.eu/project/id/638278
https://gepris.dfg.de/gepris/projekt/199448917?context=projekt&task=showDetail&id=199448917&
https://gepris.dfg.de/gepris/projekt/256222543?language=en
https://www.fei-bonn.de/gefoerderte-projekte/projektdatenbank/dfg-aif-cluster-5.projekt
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

Informacja o odbytych stazach w instytucjach naukowych lub artystycznych, w tym
zagranicznych, z podaniem miejsca, terminu, czasu trwania stazu i jego charakteru.

e June.2010: Krotkoterminowy staz naukowy “Interfacial properties of protein-surfactant
mixed layers at the water/hexane interface and corresponding emulsion films” under
COST-STSM-ECOST-D43-230210-000000, Max-Planck-Instytut ~ Koloidow i
Interfejsow (Wydziat Interfejsow), Poczdam, Niemcy

Cztonkostwo w komitetach redakcyjnych i1 radach naukowych czasopism wraz
z informacja o pelnionych funkcjach (np. redaktora naczelnego, przewodniczacego rady
naukowej, itp.).
12.1. Od lutego 2020 r.: cztonek rady redakcyjnej czasopisma “Colloids and Interfaces”
(MDPI).
Redaktor goscinny wydania specjalnego “Heterogeneous Interfacial Layers —
Implications in Thin Liquid Films and Soft Colloids” 2020/2021.

12.2. Od stycznia 2021 r.: cztonek rady redakcyjnej czasopisma “Advances in Colloid and
Interface Science” (Elsevier).

Informacja o recenzowanych pracach naukowych lub artystycznych, w szczegolnosci
publikowanych w czasopismach mig¢dzynarodowych.

e Recenzent czasopism naukowych wydawanych przez Elsevier, ACS, RSC, Wiley,
Springer, MDPI, etc.; 27 recenzji zweryfikowanych w bazie Publons (19.12.2021).

Informacja o0 uczestnictwie w programach europejskich lub innych programach
migdzynarodowych.
Nie dotyczy

Informacja o udziale w zespotach badawczych, realizujacych projekty inne niz okreslone
w pkt. 11.9.
Nie dotyczy

Informacja o uczestnictwie w zespotach oceniajacych wnioski o finansowanie badan,
wnioski o przyznanie nagréd naukowych, wnioski w innych konkursach majacych
charakter naukowy lub dydaktyczny.

Nie dotyczy

INFORMACJA O  WSPOLPRACY Z OTOCZENIEM  SPOLECZNYM
| GOSPODARCZYM

Wykaz dorobku technologicznego.
Nie dotyczy

Informacja o wspotpracy z sektorem gospodarczym.
Nie dotyczy

Uzyskane prawa wlasnosci przemystowej, w tym uzyskane patenty, krajowe Iub
migdzynarodowe.
Nie dotyczy

11/13


https://www.mdpi.com/journal/colloids/special_issues/Elena_Mileva
https://www.mdpi.com/journal/colloids
https://www.sciencedirect.com/journal/advances-in-colloid-and-interface-science
https://www.sciencedirect.com/journal/advances-in-colloid-and-interface-science
https://www.mdpi.com/journal/colloids/special_issues/Elena_Mileva
https://publons.com/researcher/3272592/georgi-gochev/
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4. Informacja o wdrozonych technologiach.
Nie dotyczy

5. Informacja o wykonanych ekspertyzach lub innych opracowaniach wykonanych
na zamowienie instytucji publicznych lub przedsigbiorcow.

e Recenzent pracy doktorskiej Luis Maria Pérez-Mosqueda, Uniwersytet w Sewilli,
Sewilla, Hiszpania, 2013 r.

6. Informacja o udziale w zespotach eksperckich lub konkursowych.

e (Czlonek miedzynarodowego komitetu ekspertow przy obronie pracy doktorskiej Luisa
Marii Péreza-Mosquedy, Uniwersytet w Sewilli, Sewilla, Hiszpania, 2014 r.

7. Informacja o projektach  artystycznych  realizowanych ze  $rodowiskami
pozaartystycznymi.
Nie dotyczy

IV. INFORMACJE NAUKOMETRYCZNE
Profile autorskie w popularnych naukowych platformach internetowych:

e ORCID ID: 0000-0001-5033-3194

e Scopus Autor ID: 56536754200

e Web of Science/Publons Researcher ID: N-6434-2019

e  https://www.researchgate.net/profile/Georgi_Gochev (> 7,600 odczytow)

1. Informacja o punktacji Impact Factor (w dziedzinach i dyscyplinach, w ktérych parametr ten
jest powszechnie uzywany jako wskaznik naukometryczny).

Moj dorobek publikacyjny obejmuje:

o 43 artykuty naukowe [H1-H9, B1-B34] opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢

w bazie Journal Citation Reports (JCR).
Sumaryczny impact factor IF jako suma wartosci IF dla danego czasopisma (w roku
wydania).

IF = IF. + IF2 + IF3 = 159.57, gdzie:

v IF1 = 14.95 dla 7 artykuléw oryginalnych przed uzyskaniem stopnia naukowego

doktora
v IF2 =94.09 dla 29 artykutéw oryginalnych po uzyskaniu stopnia doktora
v' IF3 =50.53 dla 7 artykutow przegladowych po uzyskaniu stopnia doktora

e 9rozdzialow w 6 ksigzkach i 1 encyklopedii

2. Informacja o liczbie cytowan publikacji wnioskodawcy, z oddzielnym uwzglednieniem
autocytowan (Scopus 19.12.2021):

e Calkowita liczba cytowan: 733
e Liczba cytowan bez autocytowan: 632
e Autocytowania 101
e Liczba cytowan bez autocytowan wszystkich autorow (71 wspotautorow): 509
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https://publons.com/researcher/3272592/georgi-gochev/
https://www.researchgate.net/profile/Georgi_Gochev
https://orcid.org/0000-0001-5033-3194
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=56536754200&zone=&featureToggles=FEATURE_AUTHOR_DETAILS_BOTOX:1&at_feature_toggle=1
https://jcr.clarivate.com/JCRLandingPageAction.action?Init=Yes&SrcApp=IC2LS&locale=en_US&SID=H1-YkXSdLRC2M68aEx2FxxK1WAF3hsx2Brx2B00KWT-18x2dMN7IeFfmw9qix2BC4bxxs5fRAx3Dx3DZbiPE681Q1wPe3Zx2Fhw81iQx3Dx3D-qBgNuLRjcgZrPm66fhjx2Fmwx3Dx3D-h9tQNJ9Nv4eh45yLvkdX3gx3Dx3D
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=56536754200&zone=&featureToggles=FEATURE_AUTHOR_DETAILS_BOTOX:1&at_feature_toggle=1

Gochev GG

IKiFP-PAN, Krakow, 2021

3.

4.

Na rysunku przedstawiono ewolucje w czasie ilosci
cytowan publikacji [H1-HS9, B1-B34,]
(Scopus 19.12.2021).

Informacja o posiadanym indeksie Hirscha.

Cytowan rocznie

150

| -m publikacje

| —a— catkowity

{ -0~ bez autocytowan

1 —o— bez autocytowan
100 wszystkich autoréw

2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019 2021
Rok

e h-index: 15, bez autocytowan (Scopus 19.12.2021)

Informacja o liczbie punktow MNiSW,

e Liczba punktéw przed 2017 r. (skala do 50 punktow): 715

Zrodla:

2010-2017: www.punktacjaczasopism.pl

Publikacje rocznie

przed 2010: https://ekulczycki.pl/warsztat badacza/jak-liczyc-punkty-za-publikacje-z-

lat-1999-2012/

e Liczba punktow po 2017 (skala do 200 punktéw): 1730
Zr6dlo: www.listymnisw.pl
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