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POROWNANIE EFEKTYWNOSCI METOD BADAWCZYCH NA
PODSTAWIE STABILNOSCI KOMPLEKSOW BSA -AU
PODDANYCH DZIAELANIU POLA ELEKTROMAGNETYCZNEGO

Streszczenie: W ponizszej pracy przedstawiono poréwnanie efektywnosci metod badawczych
na podstawie badan stabilno$ci BSA-Au poddanych dzialaniu pola elektromagnetycznego.
Zbadano zmiany konformacyjne zachodzace w wybranych substancjach wraz z czasem za
pomoca: spektroskopii UV-Vis, zmian w przewodnosci oraz zmian w skanach dystrybucji pola
elektromagnetycznego. Wyloniono najbardziej odpowiednia metod¢ badawcza.

Stowa kluczowe: BSA-Au, UV-Vis, przewodnos¢, pole elektromagnetyczne

COMPARISON OF THE EFFECTIVENESS OF TEST METHODS
BASED ON STABILITY OF BSA-AU COMPLEXES SUBJECTED
TO ELECTROMAGNETIC FIELDS

Summary: The following paper presents a comparison of the effectiveness of test methods
based on stability studies of BSA-Au subjected to an electromagnetic field. The conformational
changes occurring in the selected substances with time were investigated by means of: UV-Vis
spectroscopy, changes in conductivity and changes in electromagnetic field distribution scans.
The most appropriate research method was selected
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1. Wstep

Badania stabilno$ci komponentéw warstw receptorowych biosensoréw oraz ich
komplekséw na przestrzeni ostatnich lat bardzo intensywnie si¢ rozwijaja z uwagi na
konieczno$¢ wydtuzenia czasu uzyteczno$ci tego typu urzadzen [1-3]. Powszechnie
prowadzone badania rozwijaja si¢ w dwoch niezaleznych nurtach: teoretycznym
wykorzystujagcych modelowanie matematyczne i sztuczng inteligencj¢ [4-5] oraz
do$wiadczalnym, gdzie w sposéb empiryczny prowadzi si¢ badania nad poprawa
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stabilno$ci komponentéw warstw receptorowych i ich komplekséw pod wptywem
czynnikéw zewngetrznych [6-7].

Stosowane jest wiele réznorodnych metod badawczych w celu uzyskania jak
najszerszego obrazu zmian zachodzacych w proteinach warstw receptorowych i ich
kompleksach. W&réd nich mozna wyrézni¢ : spektrofluorymetrie, dychronizm
kotowy, spektrofotometri¢ [8-10].

Dazac do pozyskania jeszcze szerszego spektrum informacji na temat stabilnosSci
poszukuje si¢ coraz to bardziej nowoczesnych metod badawczych lub prébuje si¢
aplikowa¢ metody badawcze pierwotnie przeznaczone do innego typu badan [11].
W prezentowanej pracy na podstawie danych pomiarowych oraz czasu
przeprowadzania pomiaréw zbadano efektywnos$¢ metod pod katem doktadnosci
i jakosci uzyskanych informacji oraz pod katem czasu potrzebnego na wykonywanie
eksperymentow.

Zbadano stabilno§¢ komplekséw biatkowych BSA-Au eksponowanych na pole
elektromagnetyczne. Eksperymenty wykonano za pomocg trzech wybranych metod
badawczych: spektroskopii UV-Vis, zmian w przewodno$ci oraz zmian w dystrybucji
pola elektromagnetycznego.

2. Materialy i Metody

Proces denaturacji komplekséw komponenta warstw receptorowych biosensora zostat
zbadany za pomoca trzech metod: spektroskopii UV-Vis, zmian przewodnosci oraz
zmian dystrybucji pola elektromagnetycznego.

Badania przeprowadzono dla wodnych roztworéw komplekséw BSA-Au biorac pod
uwage doniesienia naukowe [12], Ze roztwdér wodny pozwala lepiej poznaé
wlasciwosci  fizykochemiczne badanych substancji. Przygotowane roztwory
w pierwszym dniu eksperymentu poddano ekspozycji na pole elektromagnetyczne
o zakresie mikrofalowym. Ekspozycji dokonano w czasie 15s w trybie ciggtym.
Krétki czas napromieniania pozwolit na zbadanie zmian nietermicznych
w roztworach.

Nastgpnie w kolejnych dniach: 1, 3, 4, 11, 15, 18 §ledzono zmiany denaturacyjne
zachodzace w kompleksach przy uzyciu 3 metod badawczych. Kolejno na podstawie
danych eksperymentalnych poréwnano wyniki. Dokonano réwniez poréwnania
efektywnos$ci metod badawczych pod kontem jako$ci otrzymanych danych, czasu
trwania pomiaru, stopnia trudnosci w przeprowadzaniu analizy.

2.1. Metoda spektroskopii UV -Vis

Spektroskopia UV-VIS jest wykorzystywana w badaniach struktury zwigzkéw
organicznych, jest powszechnie stosowana do ilosciowego oznaczania réznych
zwiazkéw. Jest réwniez wykorzystywana do $ledzenia zmian konformacyjnych
w biatkach [13]. Na podstawie analizy absorpcji promieniowania o okre$lonej
dlugosci fali, przy uzyciu spektrograméw, mozliwe jest §ledzenie zmian aktywnosci
zwigzkéw chemicznych, w tym takze biatek. Dwa parametry widoczne w widmie sg
powszechnie wykorzystywane do celéw analitycznych. Pierwszym z nich jest
absorpcja promieniowania, a drugim dlugos$¢ fali. Znane sa metody analizy oparte na
maksimum absorpcji przy okre§lonej dlugosci fali [14], a takze metoda [15]
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z wykorzystaniem maksimum absorpcji (Amax) wystepujacego przy okreslonej
dlugosci fali (piki w widmie) z minimum absorpcji przy okreslonej dlugosci fali
(Amin). Na podstawie analizy uzyskanego parametru Amax/Amin, poprzez
wyznaczenie funkcji fitujacej (dopasowanej do zmian czasowych), dokonuje si¢
okreslenia parametru ,a”. Na jego podstawie wnioskuje si¢ o zmianach
konformacyjnych zachodzacych w badanych substancjach wraz z uptywem czasu
i pod wptywem czynnika [16].

W  przeprowadzonych badaniach badano kompleksy biatkowe uzywajac
dwuwiazkowego spektrofotometru UV-Vis (Halo DB-20R) Dynamica, Zbadano
widma absorpcyjne wodnych roztworéw BSA-Au w zakresie (250-320nm) dla
prébek kontrolnych oraz prébek promieniowanych. Zakres ten zostal dobrany w taki
spos6b, aby $ledzi¢ zmiany piku absorpcyjnego Amax=277 nm pochodzacego od
wystepujacych w biatku aminokwaséw aromatycznych takich jak tryptofan (Trp),
tyrozyna (Tyr) i fenyloalanina (Phe).

2.2. Metoda zmian przewodnoSci

Badania zmian przewodno$ci pod wplywem czynnikéw wykonano za pomoca
specjalnie skonstruowanego stanowiska pomiarowego zawierajacego: konduktometr
firmy Elmetron, model CC-401 wraz z sonda, stojak, umozliwiajacy pomiar
przewodno$ci roztworu zawsze na tej samej glebokosci zanurzenia sondy oraz
komputer.

W dos$wiadczeniu wykonano pomiar przewodnosci dla roztworéw BSA-Au dla
prébek kontrolnych oraz prébek poddanych ekspozycji na czynnik zewnetrznych.
Temperatura w czasie trwania eksperymentu byta stale monitorowana. Byla stata
i wynosita 22°C. Warto§¢ przewodnosci okreslono si¢ na podstawie 20 pomiaréw.
Sygnal byl prébkowany co 2 sekundy. Przeprowadzona analiz¢ wykonano na
podstawie $redniej przewodnosci wyznaczonej z 20 zebranych pomiaréw.

2.3. Zmiany dystrybucji pola elektromagnetycznego poprzez analize skanéw

Badania dystrybucji pola elektromagnetycznego po przejSciu przez roztwory
wykonano za pomoca specjalnie skonstruowanego stanowiska pomiarowego
zawierajgcego: zrodto pola elektromagnetycznego, analizator widma z sondg pola
bliskiego, skaner pola elektromagnetycznego model RSE321 firmy ASTAT,
komputer oraz zestaw probek. Probkami byly wodne roztwory BSA-Au (prébki
kontrolne oraz prébki poddanych ekspozycji na czynnik zewnegtrzny). Zmiany
dystrybucji pola elektromagnetycznego byly badane po przejsciu przez substancje
oraz dla poréwnania przez warstwy wody i powietrza. Na podstawie otrzymanych
skanéw dystrybucji za pomocg specjalistycznego oprogramowania skanera okreslono
warto$¢ maksymalng i minimalng amplitudy pola elektromagnetycznego
w skanowanym obszarze. Na tej postawie dokonano analizy poréwnawczej
dystrybucji pola elektromagnetycznego dla prébek promieniowanych i kontrolnych.
Skany wykonywano 1, 3,4, 11, 15, 18 dniu eksperymentu.
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3. Rezultaty i dyskusja

3.1. Porownanie metod badawczych

Tabela 1 przedstawia poréwnanie wybranych metod badawczych takich jak : metoda
UV -VIS, zmiana przewodno$ci, zmiana dystrybucji pola elektromagnetycznego pod
katem sposobu wykonania eksperymentu. (pozyskanie danych), czasu wykonania
pomiaru sposobu ich analizy. Zasadniczo metody te réznity si¢ rodzajem mierzonych
parametréow fizycznych. W przypadku spektroskopii UV-VIS pozyskiwane dane
(Amin, Amax) to parametry absorpcji przy okre$lonej dlugosci fali (dla
przeprowadzonych badan bylo to A=251nm i A=277nm), dla zmiany przewodnosci
parametrem bgdacym podstawg analiz byla warto§¢ przewodnosci, natomiast dla
zmian dystrybucji pola elektromagnetycznego parametrem byla maksymalna
i minimalna (Amin, Amax) warto$¢ amplitudy pola elektromagnetycznego. Czas
pojedynczego pomiaru w przypadku spektroskopii UV-VIS (w wybranym zakresie)
oraz pomiaru przewodno$ci nie przekraczal 1 min natomiast czas otrzymania
pojedynczego skanu pola elektromagnetycznego o wymiarach 2cmx2cm
(plaszczyzna XY) wynosit 3 min (z krokiem co 2mm).

Przeprowadzona analiza (dla spektroskopii UV i zmian przewodno$ci) bazowata
na bardzo podobnym schemacie. W przypadku spektroskopii UV-Vis bazowata na
wyznaczeniu Amin i Amax a nastgpnie wykonaniu analiz czasowych, wyznaczeniu
parametru “a” za pomocg funkcji fitujagcej oraz poréwnanie wynikéw badan prébek
kontrolnych z prébkami poddanymi dziataniu czynnika. W przypadku zmian
przewodnos$ci, wyznaczenie parametru “a” za pomoca funkcji fitujagcej oraz
poréwnanie wynikow badan prébek kontrolnych z prébkami poddanymi dziataniu
czynnika dokonywano na podstawie pomiaru przewodnosci ($redniej, pozyskanej
z 20 pomiaréw). W przypadku zmian dystrybucji pola elektromagnetycznego
poréwnywano wartoSci Amin oraz Amax prébek napromienianych i prébek
kontrolnych w kolejnych dniach eksperymentu.

Spektroskopia UV-Vis jest metoda eksperymentalng o matym stopniu trudnosci.

Jest metoda doktadng. Dane z eksperymentu pozyskuje si¢ szybko a ich jako$¢ jest
bardzo dobra. Pomiary sa powtarzalne, btad pomiaru nie przekracza 2%. Jest metoda
dobrze opracowang a metody analizy sa powszechnie znane, stosowane i proste.
Trudno$cia jest jedynie bezwzgledne przestrzeganie rezimu pomiarowego, np.
doktadnosci stezen, czystosci kuwet pomiarowych. Nawet najmniejszy odcisk palca
pozostawiony na kuwecie bedzie przyczyna artefaktéw. Podobnie jak czysto$é
rozpuszczalnika.
Dlatego tez zaleca si¢ prowadzenie eksperymentéw w odpowiedniej odziezy (fartuch
zabezpieczajacy oraz rekawiczki gumowe, ktdre zabezpieczaja badacza oraz utatwiaja
utrzymanie czysto§ci np. kuwet kwarcowych), zaleca si¢ réwniez stosowanie
w przypadku rozpuszczalnika wody do iniekcji lub wody zdemineralizowane;.

Pomiar przewodnosci jest metoda prosta w aplikacji. Podobnie jak w przypadku
spektroskopii UV-Vis jest to metoda umozliwiajaca szybkie pozyskanie danych.
Trudno$cia jest przestrzeganie statej temperatury w pomieszczeniu. Musi ona by¢
ciaggle monitorowana ze wzgledu na jej wptyw na pomiar. Dosy¢ czasochtonne jest
precyzyjne ustawienie sondy pomiarowej (zawsze na tej samej glebokosci,
i precyzyjne odmierzanie badanej objetosci roztworu). Sam pomiar jest tatwy i szybki.
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Analiza danych dzigki mozliwo$ci zapisu widma w postaci numerycznej nie jest
skomplikowana.

Metoda zmian dystrybucji pola elektromagnetycznego. Skaner pola
elektromagnetycznego jest narzgdziem bardzo precyzyjnym dzigki oprogramowaniu
dla niego dedykowanemu. Zebranie pojedynczego skanu w poréwnaniu do wcze$niej
prezentowanych metod badawczych trwa trzy razy duzej, natomiast uzyskane skany
sa kolorowe i spektakularne dzigki poszczegdlnym kolorom wskazujacym na
amplitudy pola elektromagnetycznego. Niestety do badania zmian konformacyjnych
bialek jest to metoda bardzo malo dokladna. Moze by¢ stosowana jako metoda
wspomagajgca natomiast raczej nie nadaje si¢ jako gtéwna metoda poznawcza.
Badania powinny by¢ wykonywane w specjalnych komorach ekranowych izolujacych
pomiar od wptywu otoczenia

Tabela 1. Poréwnanie metod badawczych

Metoda UV -VIS Zmiana Zmiana dystrybucji
przewodnosci pola
elektromagnetycznego |
Zebranie widm Zebranie widm Zebranie skanéw pola
Sposéb absorpcyjnych za przewodnosci za elektromagnetycznego
wykonania pomoca pomoca za pomoca
eksperymentu specjalistycznego specjalistycznego specjalistycznego
oprogramowania oprogramowania oprogramowania
(pozyskanie dedykowanego dedykowanego dedykowanego dla
danych) dla spektrometru dla skanera
Automatyczne konduktometru Automatyczne
wyznaczenie Mozliwo$¢ zapisu wyznaczenie wartosci
wartosci widma réwniez w parametru Amin oraz
parametru  Amin postaci Amax
oraz Amax numerycznej Mozliwos¢ zapisu
Mozliwosé widma réwniez w
zapisu widma postaci numerycznej
réwniez w
postaci
numerycznej
Czas Dla badanego Dla badanego . Czas zebrania
wykonania zakresu widma zakresu widma pojedynczego skanu pola
pomiaru (250-320nm) (czas zebrania elektromagnetycznego o
czas zebrania pojedynczego wymiarach 2cmx2cm
pojedynczego widma nie (ptaszczyzna XY) wynosit
widma nie przekraczat 1min. 3 min (z krokiem co 2mm)
przekraczat
Imin.
Analiza Zestawienie . Na podstawie widna Wyznaczenie Amin oraz
parametréw wyznaczenie Amax.
Amin/Amax $redniej Poréwnanie
Wykonanie analiz przewodnosci dla otrzymanych wielkosci
czasowych pojedynczego skanu dla prébek
Wyznaczenie . Wykonanie analiz promieniowanych i
parametru “a” za czasowych kontrolnych
pomoca funkcji . Wyznaczenie
fitujacej parametru “a” za
Poréwnanie pomoca funkcji
wynikéw badan fitujacej
probek . Por6éwnanie
kontrolnych z wynikéw badan
probkami prébek kontrolnych




38 Aleksandra K£OS-WITKOWSKA, Vasyl MARTSENYUK

podd[Tymi [probk ‘'mi
di o Ty ik podd(Tymi dli(} Tiu
5. Wliolkow! [ TilI[T] [Ty LTik(]
tim(t (il 1] 5. Wliolkow! [ TilI[T]
kol form/1yjlyh tim(t [(mill]
kol[form[1yjly[h

3.2. Rezultaty badan i dyskusja

3.2.1. Metoda spektrofotometrii UV-Vis

Rysunek 1 przedstawia widmo dla BSA-Au ze spektrofotometru UV-Vis w zakresie
250-320 nm. Na diagramie widoczne sa trzy krzywe (a-c) odpowiadajace prébkom
bez promieniowania. Krzywa (a) odpowiada BSA-Au w pierwszym dniu trwania
eksperymentu, (b) BSA-Au dla jedenastego dnia oraz (c) BSA-Au w osiemnastym
dniu. Pik widoczny na spektrogramie pochodzi od wystepowania w prébce
aminokwaséw aromatycznych takich jak tyrozyna (Tyr) tryptofan (Thr) oraz
phenyloalanina (Phe). Wida¢, ze wraz z czasem na skutek denaturacji biatka czyli
jego rozfatdowywaniu, zmianie oddziatywan elektrostatycznych van der Waalsa oraz
wzrostem udzialu rozpuszczalnika, obserwuje si¢ wzrost absorpcji. Mozna zatem
powiedzie¢, ze wraz ze starzeniem si¢ prébki absorpcja wzrasta.
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Rysunek 1. Widmo promieniowania UV-Vis dla BSA-Au (kontroli) w pierwszym dniu
(a), jedenastym dniu (b), osiemnastym dniu (c) trwania eksperymentu

Aby okre§li¢ dynamike¢ zmian zachodzacych w prébce wraz z uplywem czasu
dokonuje si¢ zestawienia paramentéw Amax/Amin w kolejnych dniach eksperymentu
oraz dopasowuje si¢ funkcje y=e™, gdzie wyznaczony parametr ,,a” S$wiadczy
o dynamice zmian. Parametry Amin oraz Amax jako parametry minimalnej
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i maksymalnej warto$ci amplitudy zostaly wyznaczone automatycznie przez
oprogramowanie spektrometru UV-Vis. Przeprowadzone analizy bazowaly na
»dolinie widma” A=251nm oraz maksymalnej wartos$ci absorpcji dla A=277nm
Rysunek 2 (Rys. 2) przestawia wyznaczenie parametru ,,a” dla prébek kontrolnych.
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Rysunek 2. Wyznaczanie dynamiki zmian na podstawie parametru ,,a” dla BSA-Au
(kontroli) (a)

Poréwnujac parametr ,,a” dla komplekséw BSA-Au (kontroli) oraz BSA-Au
(napromieniowanej) wida¢, ze warto$¢ parametru ,,a” (a=0,0331+0,0002) dla prébek
napromienianych jest wigksza niz dla prébek kontrolnych (a=0,0296+0,0003) mozna
zatem wnioskowa¢, ze zmiany konformacyjne zachodzace w proteinie pod wpltywem
pola  elektromagnetycznego z  zakresu  mikrofal zachodzg  szybcie;j.
Najprawdopodobniej zwigzane sg one z : przegrupowaniem w lokalnym $rodowisku
uporzadkowanego tancucha polipeptydowego, zmianami w strukturze drugorzgdowej
biatka, wzrostem iloéci konformacji helisy i zmniejszenie struktury arkusza beta (co
prowadzi do rozluznienia szkieletu bialka), tworzeniem agregatéw biatkowych
prowadzacych do denaturacji biatka, procesami destrukcyjnymi w aminokwasach
aromatycznych, zmianami odleglosci w lancuchu polipeptydowym, ostabieniem
stabilno$ci kompleksu biatkowego pod wplywem rozpuszczalnika, reorganizacja
wody w makroczgsteczce kompleksow albuminy. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze zmiany pod wptywem promieniowania elektromagnetycznego zachodza
szybciej.

3.2.2. Metoda zmian przewodnoSci

Rysunek 3 pokazuje przyktadowe widmo pochodzace z pomiaru przewodnosci.
Zmierzono przewodno$¢ kompleksow biatkkowych BSA-Au w czasie 39s.
probkowanie sygnatu nastgpowato co 2s. Wykres pokazuje przyktadowe zmiany
przewodnosci dla prébek BSA-Au (kontroli) w trzecim i pigtnastym dniu trwania
eksperymentu. Jak wykazaly przeprowadzone badania w okreSlonym dniu
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przewodnos¢ roztworu byta stala. Poréwnujac wyniki badan przewodno$ci w trzecim
i pietnastym dniu wida¢, ze wraz z czasem przewodno$¢ badanych roztworéw rosnie.
Za pomocg tej metody mozemy wnioskowac o przewodnictwie jonowym w badanych
kompleksach. Jak podaje literatura [17] ruch jonéw jest wypadkowa dziatania trzech
czynnikéw: ruchéw cieplnych o charakterze losowym, przeptywu osrodka jako
cato$ci oraz sit dzialajacych na te jony. Te ostatnie sity moga pochodzi¢ zaréwno
wewnatrz jak i z zewnatrz. Sily wewnetrzne to wynik wystgpowania réznych
gradientéw: st¢zenia, temperatury, predkosci oraz oddziatywan elektrostatycznych
mig¢dzy jonami. Sity zewnetrzne moga by¢ powodowane zmianami ci$nienia, polem
grawitacyjnym czy polem elektrycznym

W prezentowanej pracy pokazano wplyw promieniowania na sily wewnegtrzne
i zewnetrzne. Wywolane zmiany przewodnictwa jonowego badanej substancji
okreslano na podstawie zmierzonej przewodnosci.
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Rysunek 3. Przyktadowe numeryczne przedstawienie pomiaru przewodnosé w czasie
dla BSA-Au w trzecim (znaczniki bez wypetnienia) i pietnastym dniu (znaczniki z
wypetnieniem) trwania eksperymentu

Zamiany przewodnictwa wraz z czasem i pod wplywem pola $wiadcza o zmianie
odzialywan elektrostatycznych w kompleksach proteinowych. Na podstawie
prezentowanych pomiaréw przewodno$ci obliczono parametr A (bgdacy Srednig
w danym dniu z prébkowanego w czasie 39s sygnatu). Nastepnie dokonano analizy
zmian parametru A wraz z czasem (podobnie jak bylo to w przypadku analizy
pomiaréw UV-VIS, fitowanie funkcja y=e™ umozliwilo otrzymanie wartos$ci
parametru ,,a” dla probek promieniowanych parametr ten wynosit a=0,055+0,0003,
dla prébek kontrolnych a=0,0489+0,0004 wida¢ zatem, ze pod wplywem pola
elektromagnetycznego zmiany oddziatywan elektrostatycznych zachodza szybciej, co
przeklada si¢ na przyspieszong denaturacj¢ badanych komplekséw pod wplywem
pola. Otrzymany rezultat potwierdzit wyniki otrzymane za pomocg spektroskopii
UV-Vis. Stosunek wspéiczynnika prébek promieniowanych do wspoétczynnika
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préobek promieniowanych wynosit 1,12+0,004 (dla zmian przewodnosci),
a w przypadku spektroskopii UV-Vis byto to 1,11+0,005.

3.2.3. Metoda zmian dystrybucji pola elektromagnetycznego

Rysunek 4 prezentuje przyktadowy skan dystrybucji pola elektromagnetycznego po
przejSciu przez badang substancje.

Przedstawione  kolory na  widmie  odpowiadaja  amplitudzie  pola
elektromagnetycznego.

Kolorem biatym zaznaczono amplitude¢ 45,02 dBuV, kolorem z6ttym amplitude
w zakresie 44,93-44,56 dBuV, kolejno dla koloru pomarahczowego (44,55-44,29
dBuV), czerwonego (44,28-44,02 dBuV), ré6zowego (44,01-43,83 dBuV) i w koncu
dla niebieskiego (43,37-42,83 dBuV ).

Ponadto na spektrogramie zaznaczono réwniez warto$ci maksymalne (Amax)
i minimalne (Amin) amplitudy pola elektromagnetycznego. Ich warto$¢ jest
automatycznie okreslana za pomocg dedykowanego dla skanera oprogramowania.

Amin

Amax

Rysunek 4. Przyktadowy skan dystrybucji pola elektromagnetycznego po przejsciu
przez badana substancje

Przeprowadzong analiz¢ oparto na rdéznicy amplitud po przej$ciu przez badany
roztwér (Asub) oraz przez warstwe¢ wody (Aref) i powietrza, poréwnujac skany
dystrybucji dla prébek kontrolnych i promieniowanych w zaplanowanych
w eksperymencie dniach. Zaobserwowano wzrost amplitudy sygnatu po przejéciu
przez roztwor oraz wode¢ w stosunku do amplitudy impulsu po przejéciu przez
poréwnywalng warstwe¢ powietrza. Efekt ten mozna wytlumaczy¢ jako efekt
Maxwella Wagnera, efektem radioech oraz efektem Grossa. Sprowadza si¢ on do
wyjasnienia przenikalnosci elektrycznej (¢) oraz przewodnosci (o) roztworu w
oparciu o asymetryczne rozmieszczenie ladunku w poblizu czasteczek i na ich
powierzchni. Ruch pojedynczego jonu w medium w poblizu czasteczki zalezy od
znaku jonu na powierzchni czasteczki. Jezeli jony s3g tego samego znaku, wtedy
fadunek z medium swobodnie dyfunduje do czasteczki. Jezeli natomiast tadunki
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jonéw sa przeciwne, wtedy jony medium musza ,,podrézowac” dookota czasteczki,
tworza si¢ wtedy chmury tadunku elektrycznego, ktére kumuluja si¢ blisko siebie
dajac wzrost do indukowanych momentéw dipolowych, stad duza przenikalno$é¢
dielektryczna zawiesin i zmiany amplitudy dystrybucji pola elektromagnetycznego.
W badanych roztworach (podobnie jak w przypadku biatek) powierzchnia czasteczki
jest wysoko-fadunkowa, dlatego tez efekt przedklada si¢ na zmiang¢ parametréw
dielektrycznych, co w konsekwencji prowadzi do obserwowanych zmian
w dystrybucji pola elektromagnetycznego [18]. WartoSci amplitudy minimalne;j
i maksymalnej dla skanéw pola prébek promieniowanych i prébek kontrolnych
nieznacznie réznity si¢. Zaobserwowano takze niewielkie zmiany dystrybucji pola
badajac zmiany czasowe. Wida¢ zatem, ze metoda ta moze by¢ stosowana jako
metoda wspomagajaca wnioskowanie na temat zmian konformacyjnych natomiast nie
nadaje si¢ jako narzedzie gtéwne do analizy zmian konformacyjnych.

4. Podsumowanie

W prezentowanej pracy przedstawiono poréwnanie metod badawczych: spektroskopii
UV-Vis, zmian przewodno$ci oraz zmian dystrybucji pola elektromagnetycznego.
Dokonano poréwnania metod badawczych biorgc pod uwage sposéb wykonania
eksperymentu, czas wykonania pomiaru oraz spos6b wykonywania analiz.
Wskazano zalety i wady prezentowanych metod badawczych. Zastosowano
zaprezentowane metody do badan zmian konformacyjnych komplekséw biatkowych
BSA-Au w czasie i pod wptywem promieniowania elektromagnetycznego.
Zastosowane metody pomimo tego iz bazowaly na pomiarach réznych wielkos$ci
fizycznych potwierdzily przyspieszone procesy denaturacyjne w proteinie pod
wplywem pola elektromagnetycznego. Sposréd prezentowanych metod badawczych
metodg najbardziej odpowiednig do badan zmian konformacyjnych okazata si¢
metoda spektroskopii UV-Vis ze wzgledu na jej doktadno$¢ i prostote wykonywania
pomiaréw oraz dobrze opisane w literaturze analizy, ktére umozliwiaja szybkie
precyzyjne wyciagnigcie wnioskéw na podstawie przeprowadzonych badan.
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