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WPLYW CZYNNIKOW ZEWNETRZNYCH APLIKOWANY CH
RAZEM NA KOMPONENT WARSTWY RECEPTOROWEJ
BIOSENSOROW

Streszczenie: Prezentowana praca przedstawia wptyw czynnikéw zewnetrznych aplikowanych
razem na komponent warstwy receptorowej biosensordw. Wybranymi czynnikami byty:
promieniowanie mikrofalowe, promieniowanie UV, metabolit NAA, -18°C, 4°C.
Zaaplikowano: dwa, trzy ,cztery, pig¢ réznych czynnikéw. Wykonano analiz¢ na podstawie
modeli. Wykazano stabilizujacy wptyw NAA na badang proteing.

Stowa kluczowe: BSA, biosensor, warstwa receptorowa, stabilno$¢

INFLUENCE OF EXTERNAL FACTORS APPLIED TOGETHER ON
THE COMPONENT OF THE BIOSENSOR RECEPTOR LAYER

Summary: The paper presents the influence of external factors applied together on the
component of the biosensor receptor layer. Selected factors were: microwave radiation, UV
radiation, metabolite NAA, -18°C, 4°C.

Two, three, four, five different factors were applied. The analysis was based on models. The
stabilizing effect of NAA on the tested protein was demonstrated.
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1. Wstep

Rozwdj technologiczny i cywilizacyjny, zwigkszajace si¢ wymogi dotyczace ochrony
srodowiska, rosnaca §wiadomo$¢ zdrowotna i ekologiczna spoteczenstw, nowe
zagrozenia (w tym terrorystyczne) oraz konieczno$¢ stawiania szybkiej, precyzyjnej
i trafnej diagnozy, przyczynily si¢ do intensyfikacji prac badawczych
i konstruktorskich nad biosensorami.

Urzadzenia te lacza ze sobg czulo$¢ i selektywnos$¢ klasycznych metod analizy
z bogatym spektrum rozwigzan konstrukcyjnych dostosowanych do okreslonego
przeznaczenia. Wedtug definicji przyjetej przez IUPAC (International Union of Pure
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Applied Chemistry), biosensor to samowystarczalne, zintegrowane urzadzenie,
dostarczajace  specyficznych iloSciowych lub  pétiloSciowych  informacji
analitycznych przy uzyciu sktadnikéw umieszczonych w bezposrednim kontakcie
z elementem przetwarzajagcym [1]. Biosensory powszechnie stosowane sg w wielu
dziedzinach, takich jak medycyna, weterynaria, farmacja, przemyst spozywczy,
ochrona $rodowiska, w przemysle obronnym czy biotechnologia. W medycynie
biosensory wykorzystywane sa do monitorowania poziomu glukozy we krwi [2],
nowotwordw ptuc, zapalenia watroby [3], czy tez wirusa HIV [4]. Prowadzone sa
réwniez prace nad zastosowaniami biosensordw do §ledzeniem procesu gojenia si¢
ran [5]. W przemyS$le spozywczym biosensory stosowane s3 do wykrywania
obecnosci komponentéw alergicznych, detekcji patogendéw w produktach
spozywczych, wykrywania pestycydow lub detekcji bakterii [6]. W ochronie
Srodowiska biosensory stosowane sa do oceny czystosci wody [7], detekcji
toksycznych gazéw czy tez wykrywania jonéw metali cigzkich: Hg*?, Cd*?, Pb*?,
Cu*?, Zn*? [8]. W przemysle obronnym biosensory wykorzystywane sg do
wykrywania zagrozen spowodowanych bronig biologiczna [9] lub do detekcji
srodké6w bojowych. Obecne trendy naukowe dotyczace biosensordw mozna podzieli¢
nastepujaco:
- rozw0j biosensoréw, ktére mogltyby jednocze$nie wykonywaé detekcje kilku
analitow,
- miniaturyzacja juz istniejacych czujnikdw,
- zastosowanie w biosensorach nowatorskich materiatéw (np. grafenu),
- poprawa biodetekcji poprzez uzycie osiagni¢¢ nanotechnologii,
- tworzenie nowych analiz teoretycznych, ktére pomagaja $ledzi¢ obecny stan
wiedzy prezentujac problem biosensordw z nowej perspektywy,
- udoskonalanie juz istniejacych czujnikow poprzez poprawg ich czulodci,
selektywnoSci, powtarzalno$ci oraz niezawodno$ci pomiarow.
Wsrdd nich mozna wyrézni¢ réwniez badania nad poprawa stabilno$ci parametréw
biosensoréw, w tym takze nad poprawa stabilno$ci matryc biosensorowych, ktére
decyduja o czasie uzytecznosci catego urzadzenia.
W przeprowadzonych badaniach wykorzystano albuming surowicy wotowej (Bovine
Serum Albumin-BSA), ktéra powszechnie wykorzystywana jest w procesie
sieciowania w warstwie receptorowej biosensora i stanowi komponent tej warstwy.
Badano wplyw czynnikéw zewngtrznych na stabilno$¢ tej substancji.
Celem przeprowadzonych badan byto ocenienie w jaki sposob jednoczesna aplikacja
czynnikw wplywa na stabilno§¢ badanego komponenta warstw receptorowych
biosensorow.
Praca stanowi kontynuacje wcze$niej prowadzonych eksperymentéw i analiz, gdzie
badano wptyw poszczegdlnych czynnikéw aplikowanych na komponent warstwy
receptorowej pojedynczo [10,11,12].

2. Materialy i metody

Do badan wykorzystano wodne roztwory albuminy wotowej (Bovin Serum Albumin)
o stezeniu 2mg/ml.

Skrystalizowany 1 liofilizowany proszek czystosci 99%, lot: SLBK3063V
wyprodukowany przez firm¢ Sigma Aldrich rozpuszczono w  wodzie
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demineralizowanej. Uzyto rdwniez metabolitu mézgowego NAA (N-Acetyl-L- aspartic
acid ) o st¢zeniu 3mg/ml

Badania widm absorpcji zostaty przeprowadzone za pomoca dwuwigzkowego
spektrofotometru UV/Vis (Hallo DB-20 R) firmy Dynamica. Przygotowane roztwory
umieszczano w kuwetach kwarcowych o wymiarach 10x10x45mm. Dtugo$¢ drogi
optycznej wynosita 10mm. Btad pojedynczego pomiaru wynosit £0,002.
Eksperyment wykonano w trzech seriach pomiarowych. Analizy statystycznej
dokonano przy uzyciu programu Excel 2010. Widma nagrywano w zakresie
220-350nm.

Badano wptyw czynnikéw zewngtrznych takich jak: NAA, promieniowanie UV,
promieniowanie mikrofalowe, temperatura 4°C oraz -18°C aplikowanych na
komponent warstwy receptorowej razem.

Badaniu poddano 14 probek. Probke bazowa stanowigcg komponent warstwy
receptorowej oznaczono numerem 1. Kolejno aplikowano dwa rézne czynniki razem
dla prébek oznaczonych numerami 2, 3 ,4, 5; a nastepnie dokonano aplikacji trzech
réznych czynnikéw dla prébek: 6, 7, 8, 9, a takze czterech r6znych czynnikéw dla
préobek: 10, 11,12,13. Aplikacje wszystkich 5 czynnikéw wykonano dla prébki 14.
Rodzaj poszczegélnych czynnikéw oraz ich aplikacje szczegétowo prezentuje
tabela 1.

Tabela 1. Aplikowane czynniki zewnetrzne

Czynniki zewnetrzne

NAA | UV mikrofale 4°C | -18°C
1 czynnik
probka bazowa
1
2 czynniki
probka 2 + +
probka 3 + +
probka 4 + + +
prébka 5 + +
3 czynniki
probka 6 + + +
probka 7 + + +
prébka 8 + + +
prébka 9 + + +
4 czynniki
probka 10 + + + +
probka 11 + + + +
probka 12 + + + +
prébka 13 + + + +
5 czynnikow
probka 14 + + + + +
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Badano stabilno$¢ komponenta warstwy receptorowej po aplikacji kilku czynnikéw.
Na podstawie widm absorpcyjnych UV-Vis §ledzono zmiany w probkach postepujace
wraz z uptywem czasu oraz pod wptywem czynnikéw. Eksperyment wykonano
w czasie 15 dni , a widma zostaly zbierane kolejno w 1, 4, 6, 7, 8 ,11 ,12, 13, 14, 15
dniu.

3. Rezultaty i dyskusja

Rysunek 1 przestawia widmo absorpcyjne komponenta warstw receptorowych
biosensoréw jakim jest albumina surowicy wotowej (BSA). Przykladowe widmo
zostalo zebrane dla probki bazowej w 6-stym dniu. Zauwazalny jest obly pik
absorpcyjny (277nm) pochodzacy od wystgpowania w proteinie aminokwasow
aromatycznych takich jak: tyrozyna (Tyr), fenyloalanina (Phe) oraz tryptofan (Thr).
Wraz uplywem czasu zaobserwowano wzrost absorpcji w piku co moze $wiadczy¢
o zmianach konformacyjnych zachodzgcych w probkach wraz z uptywem czasu.
Odzwierciedlaja one zmiany w strukturze drugorzedowej oraz interakcje ze
srodowiskiem rozpuszczalnika [13].
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Rysunek 1. Widma UV/Vis 6 — dniowego roztworu BSA (bez aplikacji czynnikow
zewnetrznych)

Na rysunku widoczne sg réwniez zaznaczone wielkos$ci Amin dla (251nm) oraz Amax
dla (277nm). Wielkosci te postuzyly do szczegdtowej analizy stabilno$ci badanego
komponent warstwy receptorowe;.

W tym celu wykorzystano model analizy zmian konformacyjnych bialek
zaproponowany przez A. Michnik [12].
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Zgodnie z zalozeniami modelu obliczono parametr (Amax/Amin). Badany zakres widma
dla zmian jest rowniez zgodny z modelem Artyukhowa [13], w ktérym parametr
(Amax/Amin) jest wyznacznikiem zmian zachodzacych w albuminie surowicy wolowe;j
(BSA). Malejacy trend wspdtczynnika zwiazany jest z destrukcyjnymi procesami
zachodzacymi w aminokwasach aromatycznych proteiny a tym samym spadkiem
stabilno$ci komponenta warstw receptorowych biosensora.

Wiyniki analizy przeprowadzonej na postawie wczesniej opisanych modeli widoczne
sa kolejno na rysunkach 2 (Rys.2) , rysunku 3 (Rys.3), rysunku 4 (Rys.4) oraz rysunku
5 (Rys.5).
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Rysunek 2. Zmiana parametru Apa/Amin wraz z czasem dla dwoch czynnikow
aplikowanych na komponent warstwy receptorowej jednoczesnie

Rysunek 2 przedstawia zmian¢ parametru (Amax/Amin) W kolejnych dniach trwania
eksperymentu, otrzymang po aplikacji na komponent warstwy receptorowej
biosensorow dwoch czynnikdw: NAA, 4°C; NAA,-18°C; NAA, UV; NAA,
promieniowania mikrofalowego oraz dla poréwnania czysta BSA jako probke
bazows.

Weczesniejsze badania [10,11] wykazaty, ze aplikowanie pojedyncze czynnikow:
NAA, 4°C wplywa na poprawe stabilnosci badanego komponenta warstwy
receptorowej, podczas gdy promieniowanie mikrofalowe, promieniowanie UV oraz
temperatura obnizona do -18°C zmniejsza stabilno$¢, przy$pieszajac procesy
denaturacyjne.

Na rysunku 2 mozna dostrzec, ze wraz z uptywem czasu nastgpuje spadek wartos$ci
parametru (Apmax/Amin) co moze $wiadczy¢ o denaturacji badanej proteiny wraz
Z czasem.

Wida¢ réwniez, ze zmiany w probce kontrolnej zachodza szybciej niz w pozostatych
prébkach o czym mozna wnioskowac biorac pod uwage parametr ,,a ,, liniowej funkcji
trendu (y =ax+b, gdzie ,,a” §wiadczy o dynamice zmian). Dla czystej BSA wynosi on
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(-0,0383) podczas gdy dla pozostatych czynnikéw aplikacyjnych wynosi
odpowiednio: dla NAA, 4°C (-0,0089), dla NAA, UV (-0,0212), dla NAA,
promieniowanie mikrofalowe (-0,0241).

Mozna zatem domniemywaé, ze czynnik NAA jest czynnikiem dominujacym
i dodanie go do prébki BSA poprawia jej stabilnos¢.

Rysunek 3 obrazuje zmiang parametru Amax/Amin Wraz z czasem dla trzech czynnikéw
aplikowanych na komponent warstwy receptorowej jednoczes$nie. Oprdécz czystej
probki bazowej (BSA) przedstawiono wplyw 3 czynnikéw aplikowanych na
komponent warstwy receptorowej, kolejno: -18°C, 4°C, promieniowania
mikrofalowego; NAA, promieniowania mikrofalowego, 4°C; NAA promieniowania
mikrofalowego, -18°C; NAA, promieniowania mikrofalowego, promieniowania UV.
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Rysunek 3. Zmiana parametru Apa/Amin wraz z czasem dla trzech czynnikow
aplikowanych na komponent warstwy receptorowej jednoczesnie

Widaé, ze wraz z czasem warto$¢ parametru spada, co podobnie jak wczesniej
odzwierciedla zmiany strukturalne w badanym komponencie warstwy receptorowej
polegajace na wzroscie konformacji helisy i spadku struktury B , ktéra prowadzi do
utraty szkieletu proteiny [12]. Przygladajac si¢ dopasowanym trendom liniowym
mozna dostrzec, ze linia trendu dla probki poddanej czynnikom (-18°C, 4°C oraz
promieniowaniu mikrofalowemu lezy nizej niz linia bazowa czystej BSA.

Swiadczy to, ze denaturacja pod wplywem (-18°C, 4°C oraz promieniowaniu
mikrofalowemu) zachodzi szybciej niz dla probki bazowe;.

Natomiast wszystkie pozostale probki (NAA, promieniowanie mikrofalowe,4°C;
NAA, promieniowanie mikrofalowe,-18°C; NAA, promieniowanie mikrofalowe,
promieniowanie UV), w ktérych wystepuje poprawiajacy stabilno$¢ czynnik NAA
starzeja si¢ wolniej niz prébka kontrolna.

Analiza wykonana poprzez parametr ”a” liniowej funkcji trendu, potwierdza ten efekt.
I tak odpowiednio parametr ,,a” dla probki bazowej (BSA) wynosi(-0,0383), dla
probki: -18°C, 4°C, promieniowanie mikrofalowe (-0,0344), podczas gdy dla NAA,
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promieniowanie  mikrofalowe,4°C  (-0,026), dla: NAA, promieniowanie
mikrofalowe,-18°C (-0,0231), NAA, promieniowanie mikrofalowe, promieniowanie
UV (-0,0228).

Na rysunku 4 (Rys.4) widoczny jest wynik analizy wykonanej na podstawie modeli
zaproponowanych w pracach [12,13] dla komponenta warstw receptorowych
biosensoréw pod wplywem czterech zaaplikowanych czynnikow.
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Rysunek 4. Zmiana parametru Ama/Amin wraz z czasem dla czterech czynnikow
aplikowanych na komponent warstwy receptorowej jednoczesnie

Oprécz probki kontrolnej (bez czynnika) widoczne sg zmiany parametru Amax/Amin
kolejno dla: -18°C, 4°C, NAA, promieniowania mikrofalowego; promieniowania UV,
-18°C, 4°C, NAA; promieniowania mikrofalowego, promieniowania UV,

-18°C, 4°C oraz promieniowania mikrofaloweo, NAA, promieniowania UV,

-18°C. Zaobserwowany malejacy trend wraz z uptywem czasu $wiaczy o zmianach
denaturyzacyjnych, ktérymi moga by¢: dentaturyzacja, agregacja oraz zmiany w
lokalnym $rodowisku proteiny na skutek zmiejszonego wraz a czasem dziatania sit
van der Waalsa [15].

Analiza wykonana na podstwie parametru ,,a” lini trendu , podobnie jak dla 2
czynnikéw oraz 3 czynnikéw, potwierdza ten efekt.

I tak warto$¢ parametru ,,a” wynosi kolejno: dla: -18°C, 4°C, NAA, promieniowania
mikrofalowego (-0,0218); promieniowania UV, -18°C, 4°C, NAA (-0,0199);
promieniowania mikrofalowego, promieniowania UV, -18°C, 4°C (-0,0357) oraz
promieniowania mikrofaloweo, NAA, promieniowania UV, -18°C (-0,0293).Warto
zwrdcic uwage, ze dla probki bez czynnika warto$c parametru ,,a”to (-0,0383).
Przygladajac si¢ potozeniom lini trendu dla prébek na ktérym zaaplikowano cztery
czynniki i poréwnujac je z probka kontrolng, mozna spostrzec ,ze probki w ktérych
wystepowatla substancja NAA leza powyzej robki kontrolnej, podczas gdy prébki bez
NAA ponizej prébki kontrolne;j.
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Rysunek 5. Zmiana parametru Apa/Amin Wwraz z czasem dla pieciu czynnikow
aplikowanych na komponent warstwy receptorowej jednoczesnie

Mozna zatem wnioskowac,ze dla probek z NAA: (-18°C, 4°C, NAA, promieniowanie
mikrofalowe: promieniowania UV, -18°C, 4°C, NAA ; promieniowania
mikrofaloweo, NAA, promieniowania UV, -18°C) zmiany konformacyjne zachodza
wolniej niz w prébce kontrolnej, natomiast dla probeki bez NAA (promieniowanie
mikrofalowe, promieniowanie UV, -18°C, 4°C) zachodzg szybciej.

Rysunek 5 obrazuje wptyw wszystkich rozwazanych pigciu czynnikéw na komponent
sieciujgcy warstwy receptorowej biosensoréw. Podobnie jak wczedniej zauwazalny
jest spadek wartosci parametru Amax/Amin Wraz a czasem. Spadek ten jest tagodniejszy
dla probki z aplikowanymi czynnikami niz dla prébki kontrolnej, co mozna rowniez
dostrzec biorgc pod uwagg parametr ,,a”, ktéry dla probki kontrolnej wynosi -0,0383
podczas gdy dla prébki z zaaplikowanymi czynnikami to :-0,0237.

Swiadczy¢ to moze o wigkszej stabilnoéci probki po zaaplikowaniu czynnikéw
zewngtrznych niz probki kontrolne;j.

Przypuszcza sig, ze efekt ten jest spowodowany zastosowaniem czynnika NAA, ktdry
podobnie jak w przypadku wczedniejszych badan ( z dwoma czynnikami, z trzema
czynnikami, czterema czynnikami) wptywa w sposdb stabilizujagcy na komponent
warstw receptorowych biosensor0w oraz spowalnia zmiany denaturacyjne
postepujace wraz z czasem.

4. Wnioski

Przeprowadzone badania wykazaly wptyw czynnikéw zewnetrznych aplikowanych
razem na komponent warstwy receptorowej. Wykonane analizy na podstawie modeli
[12,13] wykazaty wplyw czynnikéw zewnetrznych na badang proteing. W zaleznosci
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od zaaplikowanych czynnikdéw, zaobserwowano destabilizacj¢ proteiny lub poprawe
stabilnoSci.

Wykonane badania dwoéch zaaplikowanych czynnikéw wykazaty, Zze zmiany w
prébee kontrolnej (bez czynnika) zachodza szybciej niz w pozostalych probkach
(NAA, 4°C; NAA, -18°C: NAA promieniowanie UV, NAA promieniowanie
mikrofalowe).

Badania trzech zaaplikowanych czynnikéw wykazaty, ze denaturacja pod wptywem
(-18°C, 4°C oraz promieniowaniu mikrofalowemu) zachodzi szybciej niz dla prébki
bazowe;.

Natomiast wszystkie pozostate probki, w ktdrych wystepowat czynnik NAA starzeja
si¢ wolniej niz prébka kontrolna.

(NAA, promieniowanie mikrofalowe,4°C; NAA, promieniowanie mikrofalowe,-
18°C; NAA, promieniowanie mikrofalowe, promieniowanie UV),

Badania czterech zaaplikowanych czynnikéw wykazatly, ze wigksza stabilno$¢ wraz
z czasem wykazujg probki: (-18 °C, 4°C, NAA, promieniowanie mikrofalowe;
promieniowanie UV, -18°C, 4°C, NAA; promieniowanie mikrofalowe, NAA,
promieniowanie UV, -18°C) niz prébka (promieniowanie mikrofalowe,
promieniowanie UV, -18°C, 4°C). Mozna, zatem wnioskowa¢, ze dodanie czynnika
NAA poprawia stabilno$¢ komponenta warstw receptorowych biosensora.

Badania wplywu na proteing pigciu czynnikéw (NAA, promieniowania UV,
promieniowania mikrofalowego, 4°C, -18°C) wykazaty wicksza stabilno$¢ dla prébek
poddanych dziataniu czynnika niz prébek kontrolnych.

Warto réwniez zwréci¢ uwage , ze wsrdd czynnikéw znajdowat si¢ rowniez metabolit
NAA.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazaty wptyw czynnikéw zewn¢trznych
na komponent warstwy receptorowej oraz poprawe stabilno$ci komponenta
sieciujgcego warstwy receptorowej pod wptywem metabolitu mézgowego NAA.

LITERATURA

1. THEVENOT D., THOD K., DURST R., WILSON G.: Electrochemical
biosensors: recommended definitions and classification, Technical Report,
Biosensors and Bioelectronics, 16(2001), 121-131.

2. PICKUP J., HUSSAIN F, EVANS N., ROLINSKI O., BIRCH D.: Fluorescence-
based glucose biosensors, Biosensors and Bioelectronics, 20(2005)12,
2555-2565.

3. MERIC B., KERMAN K, OZGAN d., KARA P., ERENSOY S., ACARCA
U.,MASCINI M., OZSOZ., Electrochemical DNA biosensor for the detection of
TT and Hepatitis B virus from PCR amplified real samples by using methylene
blue, Talanta, 56(2002)1,837-846.

4. TOMBELLIS. MINUNNI M., LUZI E., MASCINI M.: Aptamer- based
biosensors for the detection of HIV-1 Tat protein, Bioelectrochemistry, 67(2005),
135- 141.

5. DARGAVILLE T., FERRUGIA B., BROADBENTJ., PACE S., UPTON Z.,
VOELCKER N.: Sensors and imaging for wound healing: A review, Biosensors
and Bioelectronics, 41(2013), 30-42.



164

Aleksandra KLOS-WITKOWSKA, Vasyl MARTSENYUK

10.

11.

12.

13.

14.

15.

LEONARD P., HEARTY S., BRENNANJ, DUNNE L. QUINN
J.,CHAKRABORTY T., O'KENNEDY R.: Advances in biosensors for detection
of pathogens in food and water, Enzyme and Microbial Technology, 32(2003),
3-13.

KOLWZAN B.: Zastosowanie czujnikow biologicznych (biosensoréw) do oceny
jakosci wody, Ochrona Srodowiska, 31(2009), 3-14.

BONTIDEAN J., AHLQVISIT J., MULCHANDANI A., CHEN W., BAE W,
MEHRA R., MONTARI A., CSOREGI K.: Novel synthetic phytochelatin- based
capacitive biosensor for heavy metal ion detection, Biosensors and Bioelectonics,
18(2003), 547-553.

BARTOSZCZE M.: Methods of biological weapon threats detection, Przeglad
Epidemiologiczny 57(2003), 369-376.

KLOS-WITKOWSKA A., AKHMETOV B., ZHUMANGALIEVA N,
KARPINSYI V., GANCARCZYK T.: Bovine Serum Albumin stability in the
context of biosensors ICCAS 2016 : 16th International Conference on Control,
Automation and Systems (2016), 976-980

KEOS-WITKOWSKA A, MARTSENYUK V., RAJBA S., SZKLARCZYK R,
WIECLAW L.: Study of biosensor receptor layer component stability under the
influence of variable environment acidity. 18 th International Multidisciplinary
Scientific Geo Conference SGEM, (2018), 637-644

MICHNIK A., MICHALIK K., DRZAZGA Z.: Stability of Bovine Serum
Albumin at different pH, Journal of Thermal Analysis and Calorimetry,
80(2005), 399-4066.

ARTYUKHOV V., PANTYAVIN G., VASHANOV J.: Vacum UV radiation
induced structural functional changes in Serum albumin molecules, Appl.
Spectrosc 68(2001)291-298.

SERVAGENT-NOINVILLE S., REVAULT M., QUIQUAMPOIX H., BARON
M.: Conformational Changes of Bovine Serum Albumin Induced by Adsorption
on Different Clay Surfaces: FTIR Analysis, J Colloid Interface Sci 221(2000),
273-283.

SOCHACKA J, PACHOLCZYK M, WOJCIK P.: Sposoby graficznej prezentacji
wynikéw dokowania molekularnego uzyskanych za pomoca dedykowanych
programéw komputerowych. Trendy i rozwigzania technologiczne- odpowiedz

na potrzeby wspolczesnego spoleczenstwa. Tom 1 red M. Maciag, M. Maciag,
2017. 81-101.



