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1. Wprowadzenie

Biosensory są urządzeniami podatnymi na starzenie się; proces 
ten można zaobserwować jako spadek intensywności badanego 
sygnału. Stabilność biosensorów ma kluczowe znaczenie dla 
sukcesu komercyjnego, ponieważ biosensory są obecnie stoso-
wane w coraz większej liczbie różnych zastosowań Charakte-
rystyka stabilności związana z okresem trwałości, możliwością 
wielokrotnego użycia oraz możliwością ciągłego wykorzy-
stania jest często słabo zbadana i jest opisana w literaturze 
w małym zakresie, chociaż stanowi istotny czynnik wpływający 
na pracę urządzenia.

Mechanizmy starzenia się biosensora są złożone i do tej pory 
są one jeszcze słabo poznane. Wiadomo natomiast, że utrata 
stabilności biosensora jest sumą całkowitych zmian wpływa-
jących zarówno na użyty materiał biologiczny: na przykład: 
enzymy [1], przeciwciała [2], jak również na mediatora sygnału 
(np. błękitu pruskiego [3, 4]) czy też na materiał wiążący użyty 
w matrycy [5–8]. W literaturze naukowej związanej z biosenso-
rami brak jest doniesień na temat wpływu, badanego w pracy 
czynnika (nanocząstek Au na komponent wiążący używany 
w warstwie receptorowej (Albuminę Surowicy Wołowej) BSA. 

 Celem przedstawionej pracy jest uzupełnienie i poszerze-
nie aktualnego stanu wiedzy na temat stabilności biosensora 
poprzez badania wpływu na materiał sieciujący (BSA) nano-
cząsteczek złota. Wyniki badań mogą być wykorzystane pod-
czas konstrukcji biosensorów.
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���W pracy przeprowadzono badania stabilności składnika warstwy receptorowej 
biosensora po dodaniu nanocząstek złota. Wykazano przyspieszone zmiany konformacyjne pod 
wpływem Au. Obliczono względne procentowe zmiany w czasie między czystym białkiem a białkiem 
domieszkowanym Au. Wykazano, że z czasem zmiany te są większe i przekraczają 20 % w ostatnich 
dniach eksperymentu.  
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Do badań wykorzystano Albuminę Surowicy Bydlęcej (BSA) 
w postaci stałej (skrystalizowany i liofilizowany proszek o czystości 
co najmniej 99 % – partia: SLBK3063V) i Au (zawiesinę stabilizo-
waną, partia: MKCD3520), o średnicy 10 nm. Wielkość nanoczą-
steczek Au 10 nm została wybrana z tego względu, że jest ona 
bardzo często stosowana w badaniach warstw receptorowych bio-
sensorów ze względu na swoje właściwości fizyko-chemiczne [9–11].

 Badano wodne roztwory białka i mieszaniny białko-Au.  
Badania przeprowadzono na roztworach wodnych, kierując się 
doniesieniami naukowymi [12], że taki roztwór pozwala lepiej 
poznać właściwości fizykochemiczne badanych substancji. Wyko-
rzystując dwuwiązkowy spektrofotometr UV-Vis (Halo DB-20R) 
Dynamica, zbadano widma absorpcyjne wodnych roztworów 
BSA i mieszaniny BSA-Au w zakresie 250–320 nm. Zakres ten 
został dobrany w taki sposób, aby śledzić zmiany piku absorp-
cyjnym �max  =  277 nm pochodzącego od występujących w białku 
aminokwasów aromatycznych takich jak tryptofan (Trp), tyro-
zyna (Tyr) i fenyloalanina (Phe) [13]. 

Pomiary UV/VIS dla grupy kontrolnej (BSA 2 mg/ml) i mie-
szaniny BSA 2 mg/ml z 4 % Au przeprowadzono w ciągu 1, 
4, 5, 6, 7, 8, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 19, 20, 21, 22 dni w celu 
zbadania stabilności próbek w czasie.

Celem przeprowadzonego eksperymentu było poznanie odpo-
wiedzi na pytanie, czy możliwe jest przedłużenie stabilności 
warstwy receptorowej przez aplikację czynników zewnętrznych 
(Au w niewielkim stężeniu) na białko, które odgrywa istotną 
rolę w procesie sieciowania w matrycy biosensora. Eksperyment 
został przeprowadzony w trzech niezależnych seriach pomiaro-
wych, aby uniknąć przypadkowości w pomiarach.
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Na rysunku 1 przedstawiono widma absorpcyjne w zakresie 
250–320 nm BSA (a) i mieszaniny BSA-Au (b) w 6, 18 i 22 
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dniu. Wykres pokazuje szeroki pik absorpcji (λmax = 277 nm) 
pochodzący od występujący w białku aminokwasów aroma-
tycznych, takich jak tryptofan (Trp), tyrozyna (Tyr) i feny-
loalanina (Phe).

Obserwacje wskazują na wzrost absorpcji wraz z wiekiem 
próbek. Zauważono również zmiany w kształcie widma. Z cza-
sem widmo staje się bardziej rozmyte. Fakt ten można wytłu-
maczyć zmianami konformacyjnymi i denaturacją białka wraz 
z upływem czasu. Podczas procesu denaturacji albuminy woło-
wej zaburzona zostaje struktura 3-rzędowa białka, co z kolei 
może prowadzić do utraty aktywności biologicznej białka. 
W zależności od czynników zewnętrznych badane białko może 
ulec całkowitemu lub tylko częściowemu zniekształceniu [14]. 
Zmiany konformacyjne opisywane są przez ró�ne formy albu-
miny (E, F, N, B, A). Najważniejsza jest forma N (normal/
normalna), która zawiera 55 % helisy, forma F charaktery-
zuje się znacznie mniejszą rozpuszczalnością i zmniejszeniem 
zawartości struktury helisy. Badania wykazały, że po przyjęciu 
przez BSA formy F (fast) następuje gwałtowny wzrost lepko-
ści wewnętrznej roztworów albumin, a badania mikroskopii 
elektronowej wykazały, że wzrasta ona również o 2/3 długości 
cząsteczki [15, 16]. Przy przejściu z formy F do formy E (eks-
pandowanej) helisa ulega zagięciu, a jej zawartość w tej for-
mie wynosi tylko 35 %. Fałdowaniu ulega (10) helisa domeny 
I, która jest połączona z helisą (1) domeny II oraz helisa (10) 
domeny II połączona z helisą (1) domeny III [17].

Podczas przejmowania formy z N do B (basic/zasadowy), 
albumina zaczyna tracić swoją sztywność, a cząsteczka zaczyna 
zwiększać swój promień [18]. Wraz z upływem czasu docho-

dzi do kolejnej izomeryzacji i albumina z formy B przyjmuje 
formę A (aged/dojrzały). W dalszej części pracy zajmujemy 
się przejściami konformacyjnymi między formą N (normalną/
normal) a formą A (starzejącą się/old ).

Podczas procesu denaturacji oddziaływania elektrostatyczne 
mogą ulec zmianie [19]. Oddziaływania elektrostatyczne odgry-
wają istotną rolę w stabilizacji struktury przestrzennej makro-
cząsteczek. 

Biorąc pod uwagę zasięg tego oddziaływania, wyróżnia się 
oddziaływania krótkiego (< 5 Å; 1 Å (angstrem) = 0,1 nm) 
i dalekiego (> 5 Å) zasięgu. Do oddziaływań elektrostatycz-
nych dalekiego zasięgu zalicza się oddziaływania typu jon-jon 
(mostek solny) lub dipol-jon. Oddziaływania te należą do sto-
sunkowo silnych, ich siła wynosi od 40–400 kJ/mol. Oddziały-
wania bliskiego zasięgu nazywane są również oddziaływaniami 
van der Waalsa. Oddziaływania te są słabsze od oddziaływań 
dalekiego zasięgu. Przykładem oddziaływań bliskiego zasięgu 
w cząsteczce białka są zarówne siły wzajemnego przyciągania, 
jak i wzajemnego odpychania. Ze względu na fakt, że badania 
przeprowadzane są w roztworach wodnych, bardzo istotne dla 
konformacji badanego białka są również oddziaływania hydro-
fobowe. W przeprowadzonych eksperymentach (rys. 1), zaob-
serwowano asymetryczne poszerzenie piku (5  nm) od strony 
niższych długości fali, natomiast dla mieszaniny BSA-Au to 
poszerzenie jest mniej widoczne, najprawdopodobniej jest to 
konsekwencja właśnie tego typu odziaływań. Oddziaływania 
hydrofobowe występują między resztami aminokwasowymi 
(Phe, Tyr, Trp) [7].

Jak widać na rys. 1b dodanie nanocząstek Au powoduje 
wzrost absorpcji roztworu. Zmiany te są bardzo niewielkie 
w pierwszych dniach eksperymentu i stają się coraz bardziej 
znaczące wraz z upływem czasu. Efekt ten może być związany 
ze zmianą wielkości cząstek po dodaniu nanocząstek Au do 
białka i tworzeniem kompleksów BSA-Au. Można zauważyć, 
że wartość absorpcji kompleksów BSA-Au jest większa niż 
BSA. Zatem denaturacja białka z dodatkiem Au jest szybsza 
niż samego białka. Zmiany te są bardziej znaczące w czasie.

Rysunek 2 przedstawia widmo UV/Vis w 15. dniu trwania 
eksperymentu, dla BSA (linia z krzyżykami) oraz dla kom-
pleksu BSA-Au (linia gładka). Cylindryczne piki absorpcyjne 
w zakresie 250–300 nm (λmax = 277 nm), spowodowane są przej-
ściem ���→ �* reszt aminokwasów aromatycznych takich jak 
tyrozyna (Tyr), fenoloalanina (Phe) i tryptofan (Trp) specjal-
nie (Tyr) i (Trp). Reszty te mają w swojej budowie pierścień 
ze sprzężonym układem węglowych wiązań podwójnych typu �, 

Rys. 1. Widma UV/Vis próbek kontrolnych (a) i kompleksów BSA-Au 
(b) w 6 dniu (pełne kwadraty), w 18 dniu (gładka), w 22 dniu (puste 
kwadraty) 
Fig. 1. UV/Vis spectrum of control samples (a), and BSA-Au complexes  
(b) for 6 day (full squares), 18 day (smooth), 22 day (empty squares)

Rys. 2. Widma UV/Vis w 15 dniu, dla BSA (gładka) oraz kompleksów 
BSA-Au (pełne kwadraty)
Fig. 2. UV / Vis spectrum on day 15, for the BSA (smooth) for the BSA-Au 
complex (full squares)

a)

b)
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co powoduje zmniejszenie różnicy energii pomiędzy poziomami 
� i �* oraz zwiększenie prawdopodobieństwa przejścia ���→ �* 
[8]. Poniższy wykres przedstawia absorpcję w 15. dniu ekspe-
rymentu. Widać, że dla mieszaniny BSA-Au ma ona większą 
wartość niż dla BSA. 

Powszechnie wiadomo, że absorpcja w BSA wzrasta 
z czasem z powodu  procesu denaturacji [19,  20], więc można 
założyć, że zmiany konformacyjne zachodzą szybciej w kom-
pleksach BSA-Au niż w BSA. Dokładny i szczegółowy mecha-
mizm wiązania pomiędzy BSA i Au jest nadal przedmiotem 
badań [21, 22], jednakże autorzy [23] uważają, że dla małych 
stężeń Au reszty białkowe reagują z hydronami w roztworze, 
pozostawiając złoto z tendencją do agregacji. Proces ten jest 
widoczny na rys. 2, gdzie można zauważyć większą absorpcję 
dla kompleksów niż dla czystego BSA.

Rysunek 3 przedstawia zmiany w czasie absorpcji dla BSA 
i kompleksów BSA-Au. Można zauważyć, że zmiany warto-
ści absorpcji zachodzą mniej dynamicznie dla BSA, a bardziej 
dynamicznie dla kompleksów BSA-Au. Co więcej, wraz z upły-
wem czasu różnice stają się coraz wyraźniejsze. Fakt ten może 
być związany z utratą stabilizacji łańcucha polipeptydowego 
na skutek osłabienia oddziaływań elektrostatycznych (sił van 
der Waalsa) [24].

Z czasem oddziaływania te ulegają osłabieniu w wyniku 
procesu denaturacji. Grupy aminokwasów aromatycznych 
(Phe, Tyr, Trp) stają się bardziej wyeksponowane i podatne 
na oddziaływania hydrofobowe. Skutkuje to zmianami kon-
formacyjnymi i obniżeniem aktywności biologicznej białka. 
W przypadku kompleksów BSA-Au zmiany te zachodzą szyb-
ciej. Względne zmiany procentowe między kompleksem BSA-Au 
a czystym BSA przedstawiono na rys. 4. Obliczenia wykonano 
za pomocą formuły (1).

Rys. 4. Względne zmiany w absorpcji w kolejnych dniach między 
absorpcją kompleksu BSA-Au a absorpcją BSA
Fig. 4. Relative changes in absorption in the following days between 
absorption in BSA-Au complexes and absorption in BSA

Rys. 3. Wartość absorpcji w kolejnych dniach dla BSA oraz kompleksu 
BSA-Au
Fig. 3. Absorption on following days for BSA and for BSA-Au

[Anz (t) – A1z (t)] = (Any-A1y) – (Anx – A1x)        (1)

gdzie: Any – absorpcja kompleksu BSA-Au w kolejnych dniach, 
Aly – absorpcja kompleksu BSA-Au w pierwszym dniu, Anx 
– absorpcja BSA w kolejnych dniach, Alx – absorpcja BSA 
w pierwszym dniu, Anz(t) – zmiana absorpcji kompleksu  
BSA-Au w czasie, Alz(t) – zmiana absorpcji BSA w czasie.

Analizując rys. 4 można zauważyć, że w dniach od 1. do 7. 
względne różnice w absorpcji są niewielkie i osiągają maksymal-
nie 2 %. Wraz z upływem czasu różnice stają się coraz wyraź-
niejsze i tak między 8 a 18 dniem przyjmują wartości od 6 % do 
19  %. Największe różnice procentowe zaobserwowano w ostatnich 
dniach eksperymentu (19–22 dzień) i wynoszą one ponad 20 %.
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Podsumowując, w prezentowanej pracy wykazano wpływ 
niskiego stężenia nanocząstek złota na stabilność komponenta 
sieciującego warstw receptorowych biosensorów. Zaobserwo-
wano przyspieszone zmiany denaturacji po dodaniu nanoczą-
stek złota w małym stężeniu. Badania stabilności w czasie 
wykazały spadek stabilności białka w czasie, szybszą utratę 
stabilności białka w wyniku zastosowania nanocząstek złota 
o niskim stężeniu. Obliczono względne procentowe zmiany 
w czasie między czystym białkiem a białkiem domieszkowa-
nym Au. Wykazano, że z czasem zmiany te są większe i prze-
kraczają 20 % w ostatnich dniach eksperymentu. 
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were demonstrated. The relative percentage changes over time between the pure protein and the Au 
doped protein were calculated. It was shown that these changes are greater with time and exceed 
20 % in the last days of the experiment. 
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