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WPŁYW CZYNNIKÓW ZEWNĘTRZNYCH APLIKOWANYCH 

RAZEM NA KOMPONENT WARSTWY RECEPTOROWEJ 

BIOSENSORÓW  

Streszczenie: Prezentowana praca przedstawia wpływ czynników zewnętrznych aplikowanych 
razem na komponent warstwy receptorowej biosensorów. Wybranymi czynnikami były: 
promieniowanie mikrofalowe, promieniowanie UV, metabolit NAA, -18°C, 4°C. 
Zaaplikowano: dwa, trzy ,cztery, pięć różnych czynników. Wykonano analizę na podstawie 
modeli. Wykazano stabilizujący wpływ NAA na badaną proteinę. 
 
Słowa kluczowe: BSA, biosensor, warstwa receptorowa, stabilność 

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. Wstęp 

Rozwój technologiczny i cywilizacyjny, zwiększające się wymogi dotyczące ochrony 
środowiska, rosnąca świadomość zdrowotna i ekologiczna społeczeństw, nowe 
zagrożenia (w tym terrorystyczne) oraz konieczność stawiania szybkiej, precyzyjnej 
i trafnej diagnozy, przyczyniły się do intensyfikacji prac badawczych  
i konstruktorskich nad biosensorami. 
Urządzenia te łączą ze sobą czułość i selektywność klasycznych metod analizy  
z bogatym spektrum rozwiązań konstrukcyjnych dostosowanych do określonego 
przeznaczenia. Według definicji przyjętej przez IUPAC (International Union of Pure 
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Applied Chemistry), biosensor to samowystarczalne, zintegrowane urządzenie, 
dostarczające specyficznych ilościowych lub półilościowych informacji 
analitycznych przy użyciu składników umieszczonych w bezpośrednim kontakcie  
z elementem przetwarzającym [1]. Biosensory powszechnie stosowane są w wielu 
dziedzinach, takich jak medycyna, weterynaria, farmacja, przemysł spożywczy, 
ochrona środowiska, w przemyśle obronnym czy biotechnologia. W medycynie 
biosensory wykorzystywane są do monitorowania poziomu glukozy we krwi [2], 
nowotworów płuc, zapalenia wątroby [3], czy też wirusa HIV [4]. Prowadzone są 
również prace nad zastosowaniami biosensorów do śledzeniem procesu gojenia się 
ran [5]. W przemyśle spożywczym biosensory stosowane są do wykrywania 
obecności komponentów alergicznych, detekcji patogenów w produktach 
spożywczych, wykrywania pestycydów lub detekcji bakterii [6]. W ochronie 
środowiska biosensory stosowane są do oceny czystości wody [7], detekcji 
toksycznych gazów czy też wykrywania jonów metali ciężkich: Hg+2, Cd+2, Pb+2, 
Cu+2, Zn+2 [8]. W przemyśle obronnym biosensory wykorzystywane są do 
wykrywania zagrożeń spowodowanych bronią biologiczną [9] lub do detekcji 
środków bojowych. Obecne trendy naukowe dotyczące biosensorów można podzielić 
następująco: 
- rozwój biosensorów, które mogłyby jednocześnie wykonywać detekcję kilku 

analitów, 
- miniaturyzacja już istniejących czujników, 
- zastosowanie w biosensorach nowatorskich materiałów (np. grafenu), 
- poprawa biodetekcji poprzez użycie osiągnięć nanotechnologii, 
- tworzenie nowych analiz teoretycznych, które pomagają śledzić obecny stan 

wiedzy prezentując problem biosensorów z nowej perspektywy, 
- udoskonalanie już istniejących czujników poprzez poprawę ich czułości, 

selektywności, powtarzalności oraz niezawodności pomiarów. 
Wśród nich można wyróżnić również badania nad poprawą stabilności parametrów 
biosensorów, w tym także nad poprawą stabilności matryc biosensorowych, które 
decydują o czasie użyteczności całego urządzenia. 
W przeprowadzonych badaniach wykorzystano albuminę surowicy wołowej (Bovine 
Serum Albumin–BSA), która powszechnie wykorzystywana jest w procesie 
sieciowania w warstwie receptorowej biosensora i stanowi komponent tej warstwy. 
Badano wpływ czynników zewnętrznych na stabilność tej substancji. 
Celem przeprowadzonych badań było ocenienie w jaki sposób jednoczesna aplikacja 
czynników wpływa na stabilność badanego komponenta warstw receptorowych 
biosensorów. 
Praca stanowi kontynuacje wcześniej prowadzonych eksperymentów i analiz, gdzie 
badano wpływ poszczególnych czynników aplikowanych na komponent warstwy 
receptorowej pojedynczo [10,11,12]. 

2. Materiały i metody 

Do badań wykorzystano wodne roztwory albuminy wołowej (Bovin Serum Albumin) 
o stężeniu 2mg/ml.  
Skrystalizowany i liofilizowany proszek czystości 99%, lot: SLBK3063V 
wyprodukowany przez firmę Sigma Aldrich rozpuszczono w wodzie 
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demineralizowanej. Użyto również metabolitu mózgowego NAA (N-Acetyl-L- aspartic 
acid )  o stężeniu 3mg/ml 
Badania widm absorpcji zostały przeprowadzone za pomocą dwuwiązkowego 
spektrofotometru UV/Vis (Hallo DB-20 R) firmy Dynamica. Przygotowane roztwory 
umieszczano w kuwetach kwarcowych o wymiarach 10x10x45mm. Długość drogi 
optycznej wynosiła 10mm. Błąd pojedynczego pomiaru wynosił ±0,002. 
Eksperyment wykonano w trzech seriach pomiarowych. Analizy statystycznej 
dokonano przy użyciu programu Excel 2010. Widma nagrywano w zakresie  
220-350nm. 
Badano wpływ czynników zewnętrznych takich jak: NAA, promieniowanie UV, 
promieniowanie mikrofalowe, temperatura 4°C oraz -18°C aplikowanych na 
komponent warstwy receptorowej razem. 
Badaniu poddano 14 próbek. Próbkę bazową stanowiącą komponent warstwy 
receptorowej oznaczono numerem 1. Kolejno aplikowano dwa różne czynniki razem 
dla próbek oznaczonych numerami 2, 3 ,4, 5; a następnie dokonano aplikacji trzech 
różnych czynników dla próbek: 6, 7, 8, 9, a także czterech różnych czynników dla 
próbek: 10, 11,12,13. Aplikację wszystkich 5 czynników wykonano dla próbki 14. 
Rodzaj poszczególnych czynników oraz ich aplikację szczegółowo prezentuje  
tabela 1. 

Tabela 1. Aplikowane czynniki zewnętrzne 

    Czynniki zewnętrzne   
  NAA UV mikrofale  4°C -18°C 
1 czynnik           
próbka bazowa 
1           
2 czynniki           
próbka 2 +     +   
próbka 3 +       + 
próbka 4 + + +     
próbka 5 +   +     
3 czynniki           
próbka 6     + + + 
próbka 7 +   + +   
próbka 8 +   +   + 
próbka 9 + + +     
4 czynniki           
próbka 10 +   + + + 
próbka 11 + +   + + 
próbka 12   + + + + 
próbka 13 + + +   + 
5 czynników           
próbka 14 + + + + + 

 



158 Aleksandra KŁOS-WITKOWSKA, Vasyl MARTSENYUK 

Badano stabilność komponenta warstwy receptorowej po aplikacji kilku czynników. 
Na podstawie widm absorpcyjnych UV-Vis śledzono zmiany w próbkach postępujące 
wraz z upływem czasu oraz pod wpływem czynników. Eksperyment wykonano  
w czasie 15 dni , a widma zostały 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 
biosensorów jakim jest albumina surowicy wołowej (BSA). Przykładowe widmo 
zostało zebrane dla próbki bazowej w 6-stym dniu. Zauważalny jest obły pik 
absorpcyjny (277nm) pochodzący od występowania w proteinie aminokwasów 
aromatycznych takich jak: tyrozyna (Tyr), fenyloalanina (Phe) oraz tryptofan (Thr). 
Wraz upływem czasu zaobserwowano wzrost absorpcji w piku co może świadczyć  
o zmianach konformacyjnych zachodzących w próbkach wraz z upływem czasu. 
Odzwierciedlają one zmiany w strukturze drugorzędowej oraz interakcję ze 
środowiskiem rozpuszczalnika [13]. 

 
 

Rysunek 1. Widma UV/Vis 6 – dniowego roztworu BSA (bez aplikacji czynników 

zewnętrznych) 

Na rysunku widoczne są również zaznaczone wielkości Amin dla (251nm) oraz Amax 
dla (277nm). Wielkości te posłużyły do szczegółowej analizy stabilności badanego 
komponent warstwy receptorowej. 
W tym celu wykorzystano model analizy zmian konformacyjnych białek 
zaproponowany przez A. Michnik [12]. 
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Zgodnie z założeniami modelu obliczono parametr (Amax/Amin). Badany zakres widma 
dla zmian jest również zgodny z modelem Artyukhowa [13], w którym parametr 
(Amax/Amin) jest wyznacznikiem zmian zachodzących w albuminie surowicy wołowej 
(BSA). Malejący trend współczynnika związany jest z destrukcyjnymi procesami 
zachodzącymi w aminokwasach aromatycznych proteiny a tym samym spadkiem 
stabilności komponenta warstw receptorowych biosensora. 
Wyniki analizy przeprowadzonej na postawie wcześniej opisanych modeli widoczne 
są kolejno na rysunkach 2 (Rys.2) , rysunku 3 (Rys.3), rysunku 4 (Rys.4) oraz rysunku 
5 (Rys.5). 

 

Rysunek 2. Zmiana parametru Amax/Amin wraz z czasem dla dwóch czynników 

aplikowanych na komponent warstwy receptorowej jednocześnie 

 
Rysunek 2 przedstawia zmianę parametru (Amax/Amin) w kolejnych dniach trwania 
eksperymentu, otrzymaną po aplikacji na komponent warstwy receptorowej 
biosensorów dwóch czynników: NAA, 4°C; NAA,-18°C; NAA, UV; NAA, 
promieniowania mikrofalowego oraz dla porównania czystą BSA jako próbkę 
bazową. 
Wcześniejsze badania [10,11] wykazały, że aplikowanie pojedyncze czynników: 
NAA, 4°C wpływa na poprawę stabilności badanego komponenta warstwy 
receptorowej, podczas gdy promieniowanie mikrofalowe, promieniowanie UV oraz 
temperatura obniżona do -18°C zmniejsza stabilność, przyśpieszając procesy 
denaturacyjne. 
Na rysunku 2 można dostrzec, że wraz z upływem czasu następuje spadek wartości 
parametru (Amax/Amin) co może świadczyć o denaturacji badanej proteiny wraz  
z czasem. 
Widać również, że zmiany w próbce kontrolnej zachodzą szybciej niż w pozostałych 
próbkach o czym można wnioskować biorąc pod uwagę parametr „a „ liniowej funkcji 
trendu (y =ax+b, gdzie „a” świadczy o dynamice zmian). Dla czystej BSA wynosi on 
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(-0,0383) podczas gdy dla pozostałych czynników aplikacyjnych wynosi 
odpowiednio: dla NAA, 4°C (-0,0089), dla NAA, UV (-0,0212), dla NAA, 
promieniowanie mikrofalowe (-0,0241). 
Można zatem domniemywać, że czynnik NAA jest czynnikiem dominującym  
i dodanie go do próbki BSA poprawia jej stabilność. 
Rysunek 3  obrazuje zmianę parametru Amax/Amin wraz z czasem dla trzech czynników 
aplikowanych na komponent warstwy receptorowej jednocześnie. Oprócz czystej 
próbki bazowej (BSA) przedstawiono wpływ 3 czynników 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.  

 

Rysunek 3. Zmiana parametru Amax/Amin wraz z czasem dla trzech czynników 

aplikowanych na komponent warstwy receptorowej jednocześnie 

Widać, że wraz z czasem wartość parametru spada, co podobnie jak wcześniej 
odzwierciedla zmiany strukturalne w badanym komponencie warstwy receptorowej 
polegające na wzroście konformacji helisy i spadku struktury β , która prowadzi do 
utraty szkieletu proteiny [12]. Przyglądając się dopasowanym trendom liniowym 
można dostrzec, że linia trendu dla próbki poddanej czynnikom (-18°C, 4°C oraz 
promieniowaniu mikrofalowemu leży niżej niż linia bazowa czystej BSA.  
Świadczy to, że denaturacja pod wpływem (-18°C, 4°C oraz promieniowaniu 
mikrofalowemu) zachodzi szybciej niż dla próbki bazowej. 
Natomiast wszystkie pozostałe próbki (NAA, promieniowanie mikrofalowe,4°C; 
NAA, promieniowanie mikrofalowe,-18°C; NAA, promieniowanie mikrofalowe, 
promieniowanie UV), w których występuje poprawiający stabilność czynnik NAA 
starzeją się wolniej niż próbka kontrolna.  
Analiza wykonana poprzez parametr ”a” liniowej funkcji trendu, potwierdza ten efekt. 
I tak odpowiednio parametr „a” dla próbki bazowej (BSA) wynosi(-0,0383), dla 
próbki: -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 
biosensorów pod wpływem czterech zaaplikowanych czynników.   

 

Rysunek 4. Zmiana parametru Amax/Amin wraz z czasem dla czterech czynników 

aplikowanych na komponent warstwy receptorowej jednocześnie 

Oprócz próbki kontrolnej (bez czynnika) widoczne są 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 malejący trend wraz z upływem czasu świaczy o  zmianach 
denaturyzacyjnych, którymi mogą być: dentaturyzacja, agregacja oraz zmiany w 
lokalnym środowisku proteiny na skutek zmiejszonego wraz a czasem działania sił 
van der Waalsa [15]. 
Analiza wykonana na podstwie parametru „a” lini trendu , podobnie jak dla 2 
czynników oraz 3 czynników, potwierdza ten efekt. 
I tak wartość 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 
zwrócic uwagę, że dla próbki bez czynnika wartośc parametru „a”to (-0,0383). 
Przyglądając się położeniom lini trendu dla próbek na którym zaaplikowano cztery 
czynniki i porównujac je z próbką kontrolną, można spostrzec ,że próbki w których 
wystepowała substancja NAA leżą powyżej róbki kontrolnej, podczas gdy próbki bez 
NAA poniżej próbki kontrolnej. 
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Rysunek 5. Zmiana parametru Amax/Amin wraz z czasem dla pięciu czynników 

aplikowanych na komponent warstwy receptorowej jednocześnie 

Można zatem wnioskować,że dla próbek 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 zachodzą 
wolniej niż w próbce kontrolnej, natomiast dla próbeki bez NAA  (promieniowanie 
mikrofalowe, promieniowanie UV, -18°C, 4°C) zachodzą szybciej. 
Rysunek 5 obrazuje wpływ wszystkich rozważanych pięciu czynników na komponent 
sieciujący warstwy receptorowej biosensorów. Podobnie jak wcześniej zauważalny 
jest spadek wartości parametru Amax/Amin wraz a czasem. Spadek ten jest łagodniejszy 
dla próbki z aplikowanymi czynnikami niż dla próbki kontrolnej, co można również 
dostrzec biorąc pod uwagę parametr „a”, który dla próbki kontrolnej wynosi -0,0383 
podczas gdy dla próbki z zaaplikowanymi czynnikami to :-0,0237. 
Świadczyć to może o większej stabilności próbki po zaaplikowaniu czynników 
zewnętrznych niż próbki kontrolnej. 
Przypuszcza się, że efekt ten jest spowodowany zastosowaniem czynnika NAA, który 
podobnie jak w przypadku wcześniejszych badań ( z dwoma czynnikami, z trzema 
czynnikami, czterema czynnikami) wpływa w sposób stabilizujący na komponent 
warstw receptorowych biosensorów oraz spowalnia zmiany denaturacyjne 
postępujące wraz z czasem. 

4. Wnioski 

Przeprowadzone badania wykazały wpływ czynników zewnętrznych aplikowanych 
razem na komponent warstwy receptorowej. Wykonane analizy na podstawie modeli 
[12,13] wykazały wpływ czynników zewnętrznych na badaną proteinę. W zależności 
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od zaaplikowanych czynników, zaobserwowano destabilizację proteiny lub poprawę 
stabilności. 
Wykonane badania dwóch zaaplikowanych czynników wykazały, że zmiany w 
próbce kontrolnej (bez czynnika) zachodzą szybciej niż w pozostałych próbkach 
(NAA, 4°C; NAA, -18°C: NAA promieniowanie UV, NAA promieniowanie 
mikrofalowe).  
Badania trzech zaaplikowanych czynników wykazały, że denaturacja pod wpływem 
(-18°C, 4°C oraz promieniowaniu mikrofalowemu) zachodzi szybciej niż dla próbki 
bazowej. 
Natomiast wszystkie pozostałe próbki, w których występował czynnik NAA starzeją 
się wolniej niż próbka kontrolna.  
 (NAA, promieniowanie mikrofalowe,4°C; NAA, promieniowanie mikrofalowe,-
18°C; NAA, promieniowanie mikrofalowe, promieniowanie UV),   
Badania czterech zaaplikowanych czynników wykazały, że większą stabilność wraz 
z czasem wykazują próbki: (-18 °C, 4°C, NAA, promieniowanie mikrofalowe; 
promieniowanie UV, -18°C, 4°C, NAA; promieniowanie mikrofalowe, NAA, 
promieniowanie UV, -18°C) niż próbka (promieniowanie mikrofalowe, 
promieniowanie UV, -18°C, 4°C). Można, zatem wnioskować, że dodanie czynnika 
NAA poprawia stabilność komponenta warstw receptorowych biosensora. 
Badania wpływu na proteinę pięciu czynników (NAA, promieniowania UV, 
promieniowania mikrofalowego, 4°C, -18°C) wykazały większą stabilność dla próbek 
poddanych działaniu czynnika niż próbek kontrolnych. 
Warto również zwrócić uwagę , że wśród czynników znajdował się również metabolit 
NAA. 
Podsumowując, przeprowadzone badania wykazały wpływ czynników zewnętrznych 
na komponent warstwy receptorowej oraz poprawę stabilności komponenta 
sieciującego warstwy receptorowej pod wpływem metabolitu mózgowego NAA. 
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