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BADANIE ZMIAN PRZEWODNOSCI KOMPONENTU WARSTW
RECEPTOROWY CH BIOSENSOROW POD WPLYWEM
CZYNNIKOW ZEWNETRZNY CH

Streszczenie: Celem pracy bylo zbadanie zmian przewodnosci komponentu warstw
receptorowych biosensoréw pod wptywem czynnikéw zewngtrznych: obnizonej temperatury
oraz promieniowania UV. Za pomocg przewodnosci badano zmiany konformacyjne
zachodzace w kompleksie biatkowym z czasem. Badania oraz analizy wykazaly wptyw
czynnikOw na stabilno$¢ kompleksu, zalezny od: rodzaju czynnika, sposobu jego aplikacji oraz
czasu ekspozycji.

Stowa kluczowe: przewodno$¢, BSA-Au, biosensor

STUDY OF CONDUCTIVITY CHANGES IN BIOSENSORS
RECEPTOR LAYERS COMPONENT UNDER THE INFLUENCE OF
EXTERNAL FACTORS

Summary: The aim of this study was to investigate conductivity changes in biosensors receptor
layers component under the influence of external factors: reduced temperature and UV
radiation. By means of conductivity, the conformational changes occurring in the protein
complex with time were studied. Research and analysis showed the influence of factors on the
stability of the complex, depending on: the type of agent, the method of its application and the
time of exposure.
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1. Wstep

W czasie swojej ponad stuletniej historii, pomiary przewodnictwa elektrycznego
cieczy uzyskaty status odrebnej dziedziny pomiaréw zwanej konduktometrig.
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Wiasciwosci roztwordw w tym ich zdolno$¢ do przewodzenia pradu elektrycznego
opisuje i wyjasnia elektrostatyczna teoria elektrolitow [1-4]. Podstawy wspdtczesnej
teorii elektrolitow zostaty opracowane w latach 1920-1960 przez Debye, Huckela,
Onsangera, Fuossa, Flackenhagena i innych. Jej rozwdj dalej trwa [1]. Obecnie coraz
czgsciej eksperymenty konduktometryczne wykorzystywane sa w badaniach nad
biosensorami, gdzie na podstawie przewodno$ci interpretuje si¢ procesy
biochemiczne zachodzace w biosensorach [5-7]. Podazajac za nurtem wspotczesnych
bada nad biosensorami, w prezentowanej pracy wykorzystano badania
konduktometryczne w celu $ledzenia zmian konformacyjnych w komponencie
warstw receptorowych biosensoréw pod wptywem czynnikéw zewnetrznych takich
jak obnizona temperatura i promieniowanie UV. Do badan wybrano kompleks
proteinowy BSA+Au. Biatko, Bovine Serum Albumin (BSA) (Albumina Surowicy
Wolowej) jest powszechnie wykorzystywane w biosensorowych warstwach
receptorowych w procesie sieciowania (cross-linking) [8], natomiast ostatnio
pojawity si¢ rowniez prace méwiacej o wzmocnionej efektywnoS$ci dziatania biatka
po dodaniu nanoczastek ztota (Au) [9]. Dlatego tez w przeprowadzone badania
wykonano bazujac na kompleksie biatkowym BSA+Au. W przedstawionej pracy
zbadano zmiany przewodnos$ci komponentu warstw receptorowych biosensorow
(komplekséw biatkowych BSA+Au) pod wptywem czynnikéw zewngtrznych:
obnizonej temperatury oraz promieniowania UV. Nowo$cia w pracy jest sposob
aplikacji czynnika w trybie cigglym i frakcyjnym oraz $ledzenie wywotanych zmian
za pomocg konduktometrii.

2. Materialy i metody

Badania zmian przewodnosci pod wptywem czynnikéw wykonano za pomoca
specjalnie skonstruowanego stanowiska pomiarowego zawierajacego: konduktometr
firmy Elmetron, model CC-401 wraz z sonda, skonstruowany specjalnie na potrzeby
eksperymentu stojak, umozliwiajacy pomiar przewodnosci roztworu zawsze na tej
samej glebokosci zanurzenia sondy oraz komputer. Stanowisko pomiarowe

Rysunek 1. Stanowisko pomiarowe do pomiaru przewodnosci
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Espertyment wykonano dla roztworéw Bovine Serum Albumin z nanoczasteczkami
ztota (BSA+Au). Zawiesing nanoczastek ztota (Lot# MKCD3520) otrzymano z firmy
Aldrich Chemistry. W do$wiadczeniu wykonano pomiar przewodno$ci dla roztworéw
poddanych ekspozycji czynnikdw zewnetrznych, jakimi byty: obnizona temperatura
(-10°C) oraz promieniowanie UV.

Temperatura w czasie trwania eksperymentu byla stale monitorowana. Byta stata
i wynosita 22°C. Ekspozycji na czynnik zewnetrzy dokonywano aplikujac czynnik
w dawkach frakcyjnych (2x5min) i (3x5min) oraz ciggtych 10 min oraz 15 min.
Odstep czasowy pomiedzy frakcjami wynosit 30 min. Tabela 1 przedstawia schemat
prowadzonych badan

Tabela 1 . Schemat prowadzonych badan

Czynnik Przewodno$¢ [pS/cm]

kontrola
BSA+Au X

obnizona temperatura 2x5min 10 min | 3x5min | 15 min
BSA+Au X X X X

uv 2x5min 10 min 3x5min 15 min
BSA+Au X X X X

W eksperymencie badano zmiany przewodno$ci substancji (BSA+Au) w dniach: 1,
3,4,11, 15, 18.

Ekspozycje na czynnik zewnetrzny wykonano w pierwszym dniu trwania badan.
W kolejnych dniach $ledzono zmiany przewodnosci, ktére zachodzily wraz z czasem.
Przewodno$¢ okreslono na podstawie 20 pomiardw. Probkowanie sygnatu
nastgpowato co 2s. Przeprowadzong w artykule analiz¢ wykonano na podstawie
wyznaczonej  S$redniej przewodno$¢ z  zebranych 20 pomiaréw  oraz
z przeprowadzonych 3 serii pomiarowych

3. Rezultaty i dyskusja

Rysunek 1 to przykladowe numeryczne przedstawienie pomiaru przewodno$é
w temperaturze 22°C dla BSA+Au eksponowanych na promieniowanie UV
aplikowane frakcyjnie (2x5min). Jak wida¢ na ilustracji, kazdorazowo wykonujac
pomiar, dokonywano automatycznego 20 krotnego odczytu przewodno$ci. Pomiar
trwat 39s, pobieranie sygnatu nastgpowato co 2s. Na podstawie zebranych danych,
wyznaczono warto$¢ S$rednig przewodnoS$ci, ktdrg wykorzystano w kolejnych
przeprowadzonych analizach. Wida¢, Zze przewodno$¢ w czasie w statej temperaturze
22°C jest stata. Wartosci przewodnosci badanych substancji pod wplywem czynnika
r6znity si¢ od siebie, niemiej jednak charakter przewodno$ci w funkcji czasu byt
zawsze staty.

Ze wzgledu na fakt, ze badaniu zostaly poddane wodne rozwory BSA+Au czyli
rozpuszczalnikiem byla woda, w przeprowadzonym do§wiadczeniu mamy



274 Aleksandra KLOS-WITKOWSKA, Adrian ADAMUS, Vasyl MARTSENYUK

do czynienia z przewodnictwem jonowym, gdzie no$nikami tadunku elektrycznego
sa jony. W odrdznieniu do przewodnictwa elektronowego, ktére wystepuje gldwnie
metalach, gdzie no$nikiem fadunku elektrycznego sa elektrony czy pétprzewodnikow
gdzie jako nos$niki wystepuja elektrony lub dziury [10]. Jak podaje literatura [1] ruch
jondw jest wypadkowg dziatania trzech czynnikdw: ruchéw cieplnych o charakterze
losowym, przepltywu o$rodka jako calosci oraz sit dziatajacych na te jony. Te ostatnie
sity mogg pochodzi¢ zarowno wewnatrz jak i z zewnatrz. Sity wewnetrzne to wynik
wystepowania réznych gradientow: stezenia, temperatury, predkosci oraz
oddziatywan elektrostatycznych miedzy jonami. Sily zewnetrzne moga byc¢
powodowane zmianami ci$nienia, polem grawitacyjnym czy polem elektrycznym.
Dlatego tez w dalszej czesci pracy pokazano wptyw obnizonej temperatury na sity
wewngetrze oraz wptyw promieniowania UV na sity zewnetrzne. Wywotane zmiany
przewodnictwa jonowego badanej substancji okre§lano na podstawie zmierzonej
przewodnosci. Przewodnos$¢ to réwniez parametr na podstawie, ktérego $ledzono
zmiany czasowe zachodzace w badanych probkach.
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Rysunek 2. Przyktadowe numeryczne przedstawienie pomiaru przewodnosé¢ w czasie
39 s w temperaturze 22°C dla BSA+Au eksponowanych na promieniowanie UV
aplikowane frakcyjnie (2x5 min)

Rysunek 3 obrazuje zmiany przewodno$ci zachodzace w czasie dla probek
kontrolnych (bez czynnika zewngtrznego BSA+Au). Tak jak opisano wcze$niej
warto$¢ przewodnosci dla konkretnego dnia wyznaczono jako warto$¢ srednig z 20
pomiaréw zrejestrowana przez konduktometr w czasie 39s.

Widag¢, ze dla mieszaninach BSA+Au wraz a czasem nastgpuje wzrost przewodnosci.
Efekt ten zwigzany jest ze zmiang konformacji biatkowej. Wraz z czasem nastgpuje
rozfatldowywanie si¢ fancuch polipeptydowego proteiny BSA oraz sprzezonych z nig
czasteczek Au. Wraz ze starzeniem si¢ probki, nastgpuje zwigkszenie stopnia
dysocjacji (wigcej jondw), zmniejszenie wzajemnych oddziatywan migdzyjonowych
i solwacyjnych oraz zmniejszenie lepkosci rozpuszczalnika. Konsekwencja
zaistniatych proceséw jest obserwowany wzrost przewodno$ci, ktdry nastgpuje
w badanym przedziale czasu (18-dni).
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Rysunek 3. Zmiana przewodnosci w funkcji czasu dla probek kontrolnych BSA+Au
(bez czynnika zewngtrznego)

Rysunek 4 ilustruje zmiany przewodno$ci w funkcji czasu dla mieszanin BSA+Au
kontroli oraz BSA+Au eksponowanych  na obnizong temperature. Mozna
zaobserwowaé wolniejsze zmiany zachodzgce w badanej substancji eksponowanej na
obnizong temperatur¢ niz w probkach kontrolnych. Aby lepiej pokaza¢ dynamike
zmian wykonano analize¢ na podstawie funkcji wyktadniczej, ktérg okreslong za
pomocy fitowania trendu. Parametr ,,a”, funkcji y=e*, zestawiony jest w tabeli nr 2.
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Rysunek 4. Porownanie przewodnosci w funkcji czasu dla mieszanin BSA+Au
kontroli z BSA+Au eksponowanych na obnizong temperature w trybie frakcyjnycm
(3x5min) oraz trybie ciggltym 15 min
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Tabela 2. Wartosci wspotczynnika ,,a” odczytane na podstawie funkcji wyktadniczej

Czynnik Whpétczynnik a

kontrola

BSA+Aul 0,0716%0,005

obnizona
temperatura 2x5min 10 min 3x5 min 15 min

BSA+Au| 0,0619:0,003 | 0,0677+0,007 | 0,06190,004 0,0668+0,002

Na podstawie warto$ci umieszczonych w tabeli mozna wnioskowaé na temat
dynamiki zmian w substancji badanej pod wptywem czynnika zewnetrznego
aplikowanego w trybie frakcyjnym (2x5min) i (3x5min) oraz ciggtym 10 min i 15
min. Pordwnujac prébki kontrolne z préobkami poddanymi ekspozycji widaé, ze
parametr ,,a” dla kontroli wynosi 0,0716+0,005 i jest on wickszy niz dla wszystkich
probek poddanych dziataniom czynnika. Wnioskowa¢ zatem mozna, ze dynamika
zmian dla kontroli jest wigksza niz dla prébek eksponowanych na obnizong
temperatur¢. Zatem obnizona temperatura wptywa stabilizujgco na roztwér BSA+Au.
Odpowiadajac na pytanie czy bardziej efektywna jest ekspozycja frakcyjna i czy
ciggla, pordwnano parametr ,,a” dla (2x5mim) z (10 min) oraz (3x5) z (15 min).
Wida¢, ze dla (2x5min) parametr ten wynosi 0,0619+0,003 a dla (10 min) to
0,0677%£0,007 natomiast ekspozycji dtuzszej (3x5min) to 0,0619+0,04 ,a (15min) to
0,0668+0,002.

Na podstawie przedstawionego zestawienia wida¢, ze dynamika zmian dla prébek
eksponowanych frakcyjnie (2x5min) i (3x5min) jest mniejsza niz dla probek
eksponowanych w trybie ciggtym (10 min i 15min). Zmiany dla ekspozycji frakcyjne;j
sa tagodniejsze niz dla ekspozycji w trybie ciaglym.
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Rysunek 5. Porownanie przewodnosci w funkcji czasu dla mieszanin BSA+Au
kontroli z BSA+Au eksponowanych na promieniowanie UV
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Kolejno, zbadano wptyw promieniowania UV na mieszaniny BSA+Au. Z literatury
wiadomo, Ze promieniowanie to ma destrukcyjny wplyw na bialko. Badania
Chinnathambi [11] potwierdzity wptyw promieniowania UV na BSA i kompleks
z antymetabolitem 5-fluorouracil. Michnik [12] opisata wptyw promieniowania UV
na restrukturyzacje konformacyjng ludzkiej albuminy surowicy.

Rysunek 4 obrazuje zmiany przewodnos$ci w czasie dla probek kontrolnych oraz
probek eksponowanych na promieniowanie UV aplikowane w trybie frakcyjnym
(3x5min). Linia trendu (ciagta) dla dawek frakcyjnych (3x5min) lezy nad linig
(przerywang) dla kontroli. Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze BSA+Au poddane
ekspozycji na pole elektromagnetyczne starzeja si¢ szybciej niz probki kontrolne.
Potwierdza to rowniez analiza parametru ,,a”, ktory dla kontroli wynosi 0,0716+0,005
a dla prébek promieniowanych jest wigkszy i wynosi 0,0727+0,004.

Analiza pozostalych prébek promieniowanych: zaréwno w trybie frakcyjnym
(2x5min) jak i w trybie ciagglym (10 min) oraz (15 min), potwierdzaja efekt
przyspieszonych zmian konformacyjnych w kompleksie biatkowym pod wptywem
pola elektromagnetycznego z zakresu UV.

Otrzymane efekty pod wptywem pola, obserwowane jako przyspieszony spadek
stabilno$ci mieszani BSA+Au moga by¢ zwigzane z: rearanzacjg kompleksow
biatkowych w lokalnym $rodowisku, zmiang uporzadkowania tancucha
polipeptydowego pod wpltywem pola, zmiang w strukturze drugorz¢dowej biatka
wzrostem ilo§ci konformacji helisy i zmniejszenie struktury beta-arkusza (co
prowadzi do rozluznienia szkieletu biatka i co w konsekwencji réwniez prowadzi do
wzrostu ilosci jondéw), denaturacji biatka, zmianami odleglo$ci w tancuchu
polipeptydowym, reorganizacja wody w makromolekule BSA+Au zmienionej przez
promieniowanie UV [13,14]. Ponadto na Rys.4 mozna réwniez dostrzec, ze zmiany
pomigdzy probka poddang ekspozycji a probka kontrolna sg wigksze wraz z czasem.

Rysunek 5 przedstawia zmiany przewodnosci w funkcji czasu dla BSA+Au
eksponowanych na promieniowanie UV, frakcyjnie (2x5min) oraz w sposéb ciagly.
Przeprowadzona analiza miata na celu odpowiedz na pytanie jak sposdb aplikacji
promieniowania wptywa na stabilno$¢ badanego komponentu warstw receptorowych
biosensoréw. Na powyzszym wykresie mozna zauwazy¢ szybszy spadek stabilnosci
probki, gdy zaaplikowane zostalo promieniowanie w sposob ciaggly. Bardziej
fagodniejszy przebieg zmian zaobserwowano podczas aplikacji czynnika w sposob
frakcyjny. Podobne analizy jak te zobrazowane na Rys 5 przeprowadzono dla
wydtuzonej ekspozycji (15 min) oraz frakcyjnej (5x3min). Otrzymany efekt byt
bardzo podobny. Mianowicie zauwazono szybszy spadek stabilno$ci probki, gdy
zaaplikowane zostato promieniowanie w sposob ciggty (15 min) niz gdy aplikowano
promieniowanie w sposob frakcyjny (3x5min).
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Rysunek 6. Zmiana przewodnosci w funkcji czasu dla BSA+Au eksponowanych na
promieniowanie UV, frakcyjnie (2x5min) oraz sposob ciggtly (10 min)

Podsumowujac, aplikacja promieniowania UV w trybie ciggtym prowadzi do
szybszego starzenia si¢ probki w stosunku do probki poddanej dziataniu
promieniowania w sposob frakcyjny. Zmiany konformacyjne zobrazowane poprzez
wzrost przewodnosci sg bardziej dynamiczne w probkach eksponowanych w trybie
ciggltym niz w trybie frakcyjnym. Najprawdopodobniej promieniowanie UV podane
zaréwno w trybie ciggltym jak i w trybie frakcyjnym zwigksza dysocjacje roztwordw
(ilo$¢ jondéw), zmniejsza oddzialywanie migdzy jonowe oraz solwacyjne, co
obserwowane jest jako wzrost przewodnosSci.

Na Rys 6 zestawiono zmiany przewodnosci w funkcji czasu dla BSA+Au

eksponowanych na promieniowanie UV sposéb ciaggly (10 min) oraz w sposéb ciagly
(15 min). Na podstawie przeprowadzonej analizy wida¢, ze czas ekspozycji na pole
elektromagnetyczne z zakresu UV wplywa na zmiany przewodnosci w badanej
substancji. Widoczny jest gwaltowniejszy wzrost przewodnosci dla prdobek
eksponowanych 15min niz dla prébek poddanych ekspozycji ciggtej 10 min.
Wida¢, ze zmiany konformacyjne zachodza szybciej dla probek promieniowanych
15min niz dla prébek promieniowanych 10 min. Réznice pomiedzy probka
promieniowang 10 min w trybie ciggltym i 15 min w trybie cigglym sg bardziej
widoczne wraz z czasem.
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Rysunek 7. Zmiana przewodnosci w funkcji czasu dla BSA+Au eksponowanych na
promieniowanie UV w sposob ciggty (10 min) oraz w sposob ciggty (15min)

4. Podsumowanie

W prezentowanej pracy przedstawiono wyniki badan zmian przewodnosci sktadnika
warstw receptorowych biosensor6w pod wptywem czynnikdw zewnetrznych takich
jak obnizona temperatura oraz promieniowanie UV. Badania wykazaty wplyw
czynnikOdw na badang substancj¢ (BSA+Au).

Dla probek kontrolnych (bez czynnika zewngtrznego) zaobserwowano wzrost
przewodnosci wraz z czasem, powodowany rozfaldowywaniem si¢ lancuch
polipeptydowego proteiny BSA oraz sprz¢zonych z nig czasteczek Au; zwigkszeniem
stopnia dysocjacji (wigcej jondw); zmniejszeniem wzajemnych oddziatywan
miedzyjonowych i solwacyjnych oraz zmniejszenie lepkosci rozpuszczalnika.
Badania wptywu obnizonej temperatury na kompleks BSA+Au wykazaly
stabilizujgcy charakter. Zmiany zachodzgce wraz z czasem po aplikacji obnizonej
temperatury zachodzily wolniej niz w probkach kontrolnych. Na podstawie
przeprowadzonej analizy za pomoca fitowania funkcja eksponencjalng stwierdzono,
ze dynamika zmian dla prébek eksponowanych frakcyjnie (2x5min) i (3x5min) jest
mniejsza niz dla probek eksponowanych w trybie ciggtym (10 min i 15min) czyli
zmiany dla ekspozycji frakcyjnej sg tagodniejsze niz dla ekspozycji w trybie ciggtym.
Badania wptywu promieniowania UV na kompleks BSA+Au udowodnity
destabilizujacy wplyw promieniowania na badang substancje. Przeprowadzone
analizy udowodnity efekt przyspieszonych zmian konformacyjnych w kompleksie
biatkowym pod wptywem pola elektromagnetycznego z zakresu UV.

Przyspieszony spadek stabilno§ci mieszani BSA+Au  moze by¢ zwigzany
z: rearanzacja kompleksow biatkowych w lokalnym S$rodowisku, zmiang
uporzadkowania tancucha polipeptydowego pod wptywem pola, zmiang w strukturze
drugorzgdowej biatka wzrostem ilo$ci konformacji helisy i zmniejszenie struktury
beta-arkusza, denaturacja biatka, zmianami odlegtosci w tancuchu polipeptydowym,
reorganizacja wody w makromolekule BSA+Au zmienionej przez promieniowanie



280 Aleksandra KLOS-WITKOWSKA, Adrian ADAMUS, Vasyl MARTSENYUK

UV. Eksperyment wykazal, Zze zmiany pomiedzy prébka poddang ekspozycji a probka
kontrolna sa wigksze wraz z czasem. Badania zmian przewodnosci w funkcji czasu
dla BSA+Au eksponowanych na promieniowanie UV, frakcyjnie (2x5min) oraz w
spos6b ciagly (10 min) wykazaly szybszy spadek stabilnosci probki, gdy
zaaplikowane zostalo promieniowanie w sposdb ciggly. Bardziej tagodniejszy
przebieg zmian zaobserwowano podczas aplikacji czynnika w sposdb frakcyjny.
Udowodniono zatem, ze aplikacja promieniowania UV w trybie ciggtym prowadzi do
szybszego starzenia si¢ probki w stosunku do probki poddanej dziataniu
promieniowania w sposé6b frakcyjny.

Badania wplywu czasu ekspozycji udowodnity, ze zmiany konformacyjne zachodza
szybciej dla probek promieniowanych 15min niz dla probek promieniowanych 10min.
Podobny charakter zmian zaobserwowano dla dawek frakcyjnych (3x5min) oraz
(2x5 min)

Reasumujgc, mozna powiedzie¢, ze przeprowadzone badania wykazaly wplyw
czynnikOw zewnetrznych takich jak obnizona temperatura oraz promieniowanie UV
na kompleks BSA+Au. Stabilizujagcy wptyw wykazano pod wptywem obnizonej
temperatur oraz destabilizujacy poprzez aplikacje promieniowania UV. Na otrzymane
efekty, $ledzone za pomoca zmian przewodnos$ci, mial wptyw: czynnik zewnetrzy,
sposob jego aplikacji (frakcyjny, ciagly) oraz czas ekspozycji.

5. Podziegkowania

Praca zostata wspotfinansowana dzigki Eropean Union Erasmus + Programme for
Education under KA2 grant (project no 2020-1-PLO1-KA203-082197)” innovations
for Big Data in a Real World”
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