
 

Wydział Farmaceutyczny 

 

 

 

Syntetyczne peptydy jako materiały do budowy czujników zapachu 

 

Tomasz Wasilewski 

 

 

 

ROZPRAWA DOKTORSKA  

Wykonana w: 

Katedra i Zakład Chemii Nieorganicznej 

Gdański Uniwersytet Medyczny 

Kierownik Katedry i Zakładu: 

Prof. dr hab. n. farm. Wojciech Kamysz 

 

Promotor: 

Prof. dr hab. n. farm. Wojciech Kamysz 

Drugi Promotor: 

Dr hab. inż. Jacek Gębicki, prof. PG 

 

 

 

 

Gdańsk 2019



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Składam serdeczne podziękowania  

 

Panu Prof. dr. hab. n. farm. Wojciechowi Kamyszowi 

Panu dr. hab. inż. Jackowi Gębickiemu, prof. PG  

za przekazaną mi wiedzę, wszechstronne i życzliwe porady  

w trakcie wykonywania badań i redagowania niniejszej pracy. 

 

Wszystkim Koleżankom i Kolegom, 

z którymi miałem przyjemność współpracować 

za kreatywną atmosferę pracy i nieocenioną pomoc. 

 

W szczególny sposób pragnę podziękować 

Bliskim i Rodzinie 

za wsparcie, otuchę i nieustanną motywację. 



3 

 

 

SPIS TREŚCI 

STRESZCZENIE .............................................................................................................. 4 

ABSTRACT ...................................................................................................................... 5 

WYKAZ SKRÓTÓW I AKRONIMÓW .......................................................................... 6 

1. WPROWADZENIE ...................................................................................................... 8 

2. PROBLEMATYKA PORUSZANA W RAMACH ROZPRAWY DOKTORSKIEJ I 

ZREALIZOWANE CELE BADAWCZE ...................................................................... 14 

2.1. Stan wiedzy i perspektywy rozwoju bioczujników w analizie zapachów ............... 15 

2.2. Techniki otrzymywania i immobilizacji elementów receptorowych bioczujników 
inspirowanych biologicznymi systemami węchowymi .................................................. 16 

2.3. Optymalizacja techniki osadzania warstwy receptorowej na powierzchni 

przetwornika piezoelektrycznego typu mikrowaga kwarcowa ....................................... 17 

2.4. Określenie składu i długości łańcucha peptydu jako elementu receptorowego 
bioczujnika ...................................................................................................................... 20 

2.5. Określenie podstawowych parametrów metrologicznych bioczujników względem 
substancji zapachowych z różnych klas związków ........................................................ 22 

3. PODSUMOWANIE .................................................................................................... 26 

4. WNIOSKI ................................................................................................................... 28 

5. LITERATURA ........................................................................................................... 30 

6. DOROBEK NAUKOWY ........................................................................................... 36 

7. PUBLIKACJE NAUKOWE I OŚWIADCZENIA WSPÓŁAUTORÓW .................. 41 

7.1. Bioelectronic nose: current status and perspectives ................................................ 41 

7.2. Advances in olfaction-inspired biomaterials applied to bioelectronic noses ........... 41 

7.3. Evaluation of three peptide immobilization techniques on a QCM surface related to 

acetaldehyde responses in the gas phase ......................................................................... 41 

7.4. A highly selective biosensor based on peptide directly derived from the HarmOBP7 

aldehyde binding site ...................................................................................................... 41 

7.5. Determination of long-chain aldehydes using a novel quartz crystal microbalance 

sensor based on a biomimetic peptide ............................................................................ 41 

 

 

 



4 

 

 

STRESZCZENIE 

Potencjał aplikacyjny bioczujników zapachu związany jest głównie 

z ich  użytecznością w diagnostyce medycznej, kontroli jakości produktów 

żywnościowych, analityce i monitoringu środowiska, wykrywaniu substancji 

niebezpiecznych i innych branżach powiązanych z zapachami. Mimo niewątpliwych zalet 

dotychczas stosowanych, klasycznych metod analizy substancji lotnych, takich 

jak  techniki olfaktometryczne i chromatografia gazowa, poszukiwane są nowe 

rozwiązania konstrukcyjne i aparaturowe, które niwelują niektóre niedogodności 

dotychczas stosowanych technik. Postęp w dziedzinie bioczujników zapachu związany 

jest przede wszystkim z rozwojem materiałów w zakresie elementów receptorowych 

bioczujników. Oprócz biologicznych elementów systemów węchowych, w bioczujnikach 

zapachu wykorzystywane są struktury odwzorowujące ich sposób działania. Przykładem 

są syntetyczne peptydy, które projektowane są w taki sposób, aby po immobilizacji 

naśladować swoją strukturą i charakterystyką działania miejsca wiążące cząsteczki 

zapachowe w receptorach węchowych. Zastosowanie syntetycznych peptydów, 

jako  elementów receptorowych stanowi obecnie jeden z trendów w rozwoju 

bioczujników zapachu. Jednak wciąż wymagane są badania podstawowe obejmujące 

optymalizację techniki osadzania, określenie wpływu długości i składu aminokwasowego 

łańcucha peptydu na powinowactwo do określonych ligandów. Wyniki badań 

modelowania molekularnego umożliwiły wyselekcjonowanie peptydów wykazujących 

powinowactwo do wybranej grupy związków zapachowych (aldehydy alifatyczne 

średnio- i  długołańcuchowe).  Synteza i opracowana technika osadzania peptydów na 

czujnikach piezoelektrycznych umożliwiła efektywną i powtarzalną konstrukcję 

bioczujników. Określona została zależność między rodzajem i długością łańcucha 

peptydowego, a  wpływem na wiązanie ligandu. W celu weryfikacji modeli in silico 

dokowania receptor/ligand posłużono się danymi eksperymentalnymi. Określony został 

stopień powinowactwa peptydów do danych grup związków i podstawowe parametry 

skonstruowanych bioczujników. Opracowana technika immobilizacji zapewniła 

powtarzalną budowę bioczujnika, umożliwiającego selektywną analizę aldehydów 

średnio- i długołańcuchowych.  

Słowa kluczowe: czujniki; bioczujniki; przetworniki piezoelektryczne; elektroniczny nos; 

bioelektroniczny nos; odoranty; białka wiążące odoranty; peptydy. 
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ABSTRACT 

The applicatory potential of odour biosensors is related to their usefulness  

in medical diagnostics, food quality control, environmental monitoring and other 

industries where odorants are present. A milestone was discovery of genes coding 

receptor proteins, of the rhodopsin-like family interacting with a particular chemical 

substance. Biosensors or biosensor arrays, are devices that can soon become 

supplementary to the classic analytical techniques. Progress in the field of electronic 

analogues of the biological olfactory systems is closely related to the development 

of sensors’ construction materials. Apart from typical biological components 

of  the  olfactory systems, the odour biosensors utilize structures mimicking biological 

materials such as synthetic peptides. The structure and characteristics of those materials 

are designed to simulate the binding sites in the olfactory receptors responsible for biding 

odorous molecules. An important issue in the construction of the biosensors is their 

lifetime and repeatability associated with effective immobilization. 

A peptide can be immobilized on the sensor’s surface without the lipid bilayer. 

Additionally, the possibility of storage of peptides in refrigerator for a few months 

and stability of the immobilized sensitive layers make these materials the most suitable 

for implementation in commercial odorant biosensors. Research studies have been 

focused on characterization of the influence of the length and composition of peptides 

chain on biosensor detection parameters. The main purpose of this project 

was to investigate the occurrence of characteristic interactions between selected receptors 

(synthetic peptides) and ligands (odorant compounds). The current state of  knowledge 

in  the odorant biosensors with the active elements as synthetic peptides, is limited. The 

main challenge in peptide-based biosensors design is optimization of  the  effect of 

polypeptide chain length and composition on biosensors parameters. Implementation of 

this type of biological material as a sensor receptor layer allows determining the degree 

of affinity of selected peptides for particular groups of compounds and characterize 

peptide-based biosensor’s main parameters. The developed immobilization technique 

enabled for reproducible construction of the biosensors, based on a biomimetic peptide, 

for selective analysis of medium- and long-chain aldehydes. 

Key words: sensors; biosensors; piezoelectric transducers; electronic nose; bioelectronic 

nose; odorants; odorant binding proteins; peptides. 
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WYKAZ SKRÓTÓW I AKRONIMÓW 

Skrót/Akronim Termin anglojęzyczny Termin polskojęzyczny 

AC Adenylyl Cyclase Cyklaza adenylowa 

AFM Atomic Force Microscope Mikroskop sił atomowych 

ATP Adenosine-5’-Triphosphate Adenozyno-5′-trifosforan 

B-EN Bioelectronic Nose Bioelektroniczny Nos 

cAMP 
3',5'-cyclic Adenosine 

Monophosphate 

Cykliczny adenozyno-3′,5′-
monofosforan 

EN Electronic Nose Elektroniczny Nos 

FET Field Effect Transistor Tranzystor polowy 

GC Gas Chromatography Chromatografia gazowa 

GDP Guanosine-5’-diphosphate Guanozyno-5′-difosforan 

GTP Guanosine-5’-triphosphate Guanozyno-5′-trifosforan 

Ano2 (channel) 

 

Calcium-activated chloride 

channel Anoctamin-2 

Aktywowany jonami 

wapnia kanał chlorkowy 
anoktaminy-2 

CNG (channel) 
Cyclic Nucleotide-Gated 

Channel 

Kanał bramkowany 
cyklicznym nukleotydem 

LOD Limit of Detection Granica wykrywalności 

ECD Electron Capture Detector Detektor wychwytu jonów 

ECM (matrix) Extracellular Matrix 
Macierz 

wewnątrzkomórkowa 

FID Flame Ionisation Detector 
Detektor płomieniowo-

jonizacyjny 

ICM (matrix) Intracellular Matrix 
Macierz 

zewnątrzkomórkowa 

MS Mass Spectrometry Spektrometria mas 

MEA Microelectrode array Matryca mikroelektrod 

OBP Odorant Binding Protein Białko wiążące odoranty 

OBPP 
Odorant Binding Protein-

derived Peptide 

Peptyd pochodzący z białka 
wiążącego odoranty 

OR Olfactory Receptor Receptor węchowy 

OSNs Olfactory Sensory Neurons 
Neurony receptorów 

węchowych 

PMP Protein-Mimetic Peptide 
Peptyd odwzorowujący 

białko 

QCM 
Quartz Crystal 

Microbalance 
Mikrowaga kwarcowa 

SAM Self-Assembled Monolayer 
Samoorganizująca się 

monowarstwa 

SPR 
Surface Plasmon 

Resonance 

Powierzchniowy rezonans 

plazmonowy 
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Skrót jedno-, 

trzyliterowy 

Nazwa aminokwasu 

anglojęzyczna 

Nazwa aminokwasu 

polskojęzyczna 

A, Ala Alanine Alanina 

R, Arg Arginine Arginina 

N, Asn Asparagine Asparagina 

D, Asp Aspartic acid Kwas asparaginowy 

C, Cys Cysteine Cysteina 

E, Glu Glutamic acid Kwas glutaminowy 

Q, Gln Glutamine Glutamina 

G, Gly Glycine Glicyna 

H, His Histidine Histydyna 

I, Ile Isoleucine Izoleucyna 

L, Leu Leucine Leucyna 

K, Lys Lysine Lizyna 

M, Met Methionine Metionina 

F, Phe Phenylalanine Fenyloalanina 

P, Pro Proline Prolina 

S, Ser Serine Seryna 

T, Thr Threonine Treonina 

W, Trp Tryptophan Tryptofan 

Y, Tyr Tyrosine Tyrozyna 

V, Val Valine Walina 
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1. WPROWADZENIE 

Tysiące lat ewolucji umożliwiły organizmom wykształcenie zmysłów 

i  towarzyszących im mechanizmów wyróżniających się uniwersalnością, odpowiednią 

wydajnością, wrażliwością i tolerancją na przesycenie. Do podstawowych zmysłów 

człowieka zalicza się wzrok, słuch, dotyk, węch i smak [1]. Pierwsze trzy odpowiedzialne 

są za rozpoznawanie bodźców fizycznych, a dwa pozostałe bodźców chemicznych [2]. 

Zapachy mogą wywoływać emocje, wspomnienia, wpływać na aktywację 

autonomicznego układu nerwowego, a także kształtować odczucia węchowe i smakowe 

związane z produktami żywnościowymi i ich przydatnością do spożycia [3]. 

Według  najnowszych badań, ludzki zmysł węchu jest w stanie reagować na ponad 

1  bilion bodźców zapachowych [4], co akcentuje stopień jego skomplikowania i skłania 

do  dalszego poszerzania prac badawczych nad percepcją zapachów [3], zwłaszcza 

na  poziomie genetycznym. Przykładowo, człowiek posiada około 1000 genów 

receptorów węchowych (OR) ale tylko około 390 koduje białka receptorów węchowych, 

podczas gdy  pozostałe to niekodujące pseudogeny [5], które według najnowszych 

wyników badań, mogą jednak potencjalnie determinować funkcjonowanie receptorów 

[6]. Rozwój wiedzy dotyczący ORs nie tylko przyspiesza badania nad podstawowymi 

mechanizmami węchowymi ale także dynamizuje postęp w zakresie czujników 

inspirowanych biologicznymi systemami węchowymi [7]. 

Aparat węchowy człowieka zlokalizowany jest w jamie nosowej, której górna część 

zawiera nabłonek węchowy [8,9]. Wykazano, że integracja wrażeń węchowych 

z  informacjami smakowymi może być inicjowana już na poziomie komórek receptorów 

smakowych [10], rozmieszczonych w brodawkach w nabłonku powierzchni języka. 

Cechą  charakterystyczną systemu węchowego jest to, iż receptory węchowe 

bezpośrednio połączone są ze strukturami w mózgu wchodzącymi w skład drogi 

węchowej (Rysunek 1C) odpowiedzialnymi za rozpoznawanie zapachu, generowanie 

emocji i  ich  zapamiętywanie.  

Schemat budowy narządów węchowych oraz drogi węchowej człowieka 

przedstawiono na Rysunku 1. 
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Rysunek 1. (A) Ogólny schemat budowy układu węchowego człowieka umiejscowionego w twarzoczaszce. 
(B)  Schemat budowy, sposobu generowania i transdukcji sygnału w receptorze węchowym. Aktywacja receptora 

zachodzi poprzez przyłączenie się do niego ligandu (cząsteczki zapachowej) i prowadzi do aktywacji enzymu 

błonowego  –  cyklazę adenylową (AC) za pośrednictwem jednej z podjednostek białka G  [11]. Pobudzenie receptora 

prowadzi do przekształcenia GDP w GTP.  Aktywność AC prowadzi do zwiększenia stężenia cząsteczek cyklicznego 
AMP w komórce oraz otwarcia zależnych od cAMP błonowych kanałów kationowych. Otwarcie kanałów jonowych 
powoduje napływ do komórki kationów sodowych i w konsekwencji powstanie potencjału czynnościowego w neuronie 
węchowym, poprzez depolaryzację aksonu [12–14]. Duże stężenie kationów Ca2+ aktywuje kanały chlorkowe, 

umożliwiając uwolnienie jonów Cl-, wzmacniając jednocześnie natężenie prądu dokomórkowego [15]. 

(C)  Podstawowe elementy drogi węchowej, jaką pokonują wrażenia chemosensoryczne odbierane przez receptory 
węchowe i transmitowane do struktur mózgowych i ośrodków pośredniczących, których szlaki przetwarzania 
węchowego zlokalizowane są głównie w pierwszorzędowej korze węchowej. 

Budowa układu węchowego (Rysunek 1A) opisana jest w sposób dokładny 

i nie pozostawia wielu niewiadomych, natomiast mechanizmy generowania 

i  odczytywania skomplikowanych wrażeń węchowych zostały częściowo rozwikłane 

dopiero w 2004 roku. Wyniki badań nad zmysłem węchu, profilowaniem genetycznym 

oraz analizą białek węchowych, przeprowadzone przez Richarda Axela i Lindę Buck, 

rzuciły nowe światło na procesy odczytywania przez mózg informacji zapachowych 

[16,17]. Potwierdzono, że ośrodkiem odpowiedzialnym za przetwarzanie informacji 

zapachowych jest węchomózgowie. Wraz z rozwojem wiedzy na temat mechanizmów 
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warunkujących powonienie w biologicznych układach węchowych [18,19], 

zaobserwować można znaczący postęp w dziedzinie analizy zapachów [20,21], związany 

m.in. ze stosowaniem do budowy czujników materiałów pochodzenia biologicznego [22]. 

Klasyczne metody analizy substancji gazowych opierają się głównie na wykorzystywaniu 

chromatografii gazowej sprzężonej ze spektrometrią mas (GC-MS) [23,24] 

i technik olfaktometrycznych [25]. Do urządzeń, które stają się ich uzupełnieniem, należą 

czujniki i bioczujniki substancji gazowych, które po połączeniu w matryce określane 

są w literaturze jako urządzenia z grupy elektronicznych nosów (EN) [26] 

i  bioelektronicznych nosów (B-ENs) [27]. Materiały (również komercyjnie dostępne), 

wykorzystywane do konstrukcji czujników, pełniące funkcję warstwy chemoczułej, 

obejmują głównie półprzewodniki tlenków metali i polimery przewodzące [28]. 

Ich  względnie niska stabilność i selektywność względem lotnych związków 

zapachowych, skłania do poszukiwania nowych materiałów receptorowych [22,29]. 

Podejmowane są próby odzwierciedlenia możliwości biologicznych układów 

węchowych poprzez implementację ich elementów w warstwie receptorowej 

bioczujników [27]. Potencjał aplikacyjny bioczujników zapachu związany jest 

m.in. z ich użytecznością w diagnostyce medycznej [30], kontroli jakości produktów 

żywnościowych [31], analityce i monitoringu środowiska [32], wykrywaniu substancji 

niebezpiecznych i wybuchowych [33], standaryzacji zapachów [34] oraz innych branżach 

związanych z zapachami  [22,35–38].  Dokładniejsze odwzorowanie zmysłu węchu, 

poprzez implementację materiałów pochodzenia biologicznego, stosowanych 

w  bioczujnikach zapachu, może znacznie poszerzyć spektrum ich zastosowań.  

Rozwój potencjału aplikacyjnego bioczujników zapachu związany jest głównie  

z pogłębianiem wiedzy nt. materiałów pełniących rolę funkcjonalnych warstw 

receptorowych bioczujników. 

Przykłady zastosowań bioczujników zapachu oraz schemat ich budowy 

przedstawiono na Rysunku 2. 
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Rysunek 2. (A) Przykładowe zastosowania oraz (B) schemat elementów budowy bioczujników zawierających różnego 
typu biologiczne elementy receptorowe, które w połączeniu z odpowiednim przetwornikiem drugorzędowym i 
systemem przetwarzania sygnału umożliwiają analizę substancji lotnych.  

Oprócz typowo biologicznych komponentów systemów węchowych [39], 

w bioczujnikach zapachu wykorzystywane są struktury odwzorowujące materiały 

biologiczne, takie jak syntetyczne peptydy [40–42] będące obecnie w fazie 

dynamicznego rozwoju [27,43,44]. Projektowane są w ten sposób, aby naśladować swoją 

strukturą i charakterystyką działania miejsca wiążące cząsteczki zapachowe występujące 

w biologicznych systemach węchowych. Ustawicznie poszukiwane są sekwencje 

peptydów, które umożliwiłyby selektywną i specyficzną detekcję wybranych substancji 

gazowych. Zwłaszcza owadzie systemy węchowe [45,46] są inspiracją do  opracowania 

bioczujników z elementem aktywnym pochodzenia biologicznego, np.  wyizolowane 

narządy owadów [47–49]. Ze względu na trudności w interpretacji sygnałów i problami 

ze stabilnością tego typu materiałów [48,50] coraz częstszym rozwiązaniem jest 

pozyskiwanie określonych białek receptorów zapachowych [51], [52] w odpowiednich 

systemach ekspresyjnych. Wyróżnić tutaj można specjalny typ białek wiążących 

odoranty (OBPs). Mogą one uczestniczyć w procesie wiązania ligandów i  transporcie 

lub dezaktywacji sygnałów. OBPs nie są natomiast wymagane w toku dalszego 

przekazywania sygnału, z kompleksu OBP – ligand, gdyż ligand uwalniany  

jest po dotarciu do specyficznego receptora [53]. Wysokie stężenie tych białek 

w wydzielinie nosowej kręgowców sugeruje duże znaczenie w percepcji substancji 
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wonnych i istotny udział w wiązaniu ligandów [54]. Duża różnorodność oraz relatywnie 

wysoka stabilność części z tych białek sprawia, że są one coraz częściej wykorzystywane 

do konstrukcji bioczujników zapachu [55–57]. OBPs należą do kluczowych elementów 

systemów chemosensorycznych [58] i posiadają ogromny potencjał w rozwoju 

elementów receptorowych bioczujników do detekcji naturalnych i syntetycznych lotnych 

związków organicznych [59–66]. Należy nadmienić, że ich użyteczność w systemach 

bioelektronicznych dopiero zaczyna być rozwijana [57]. Trudności związane 

ze stosowaniem tego typu materiałów do budowy bioczujników dotyczą głównie metod 

ich produkcji i zachowania wymaganej stabilności [30]. Dlatego też opracowywane 

są podejścia metodologiczne i aparaturowe, oparte o wykorzystanie do budowy 

bioczujników syntetycznych odpowiedników naśladujących działanie miejsc wiążących 

ligandy, które występują w OBPs i ORs. Wykorzystywanie komponentów białek, takich 

jak regiony specyficzne dla określonych ligandów, bądź syntetycznych peptydów należy 

do nowych trendów w analizie prostych cząsteczek zapachowych [43].  

Pierwsze peptydy stosowane do wykrywania związków zapachowych, bazujące 

na receptorach węchowych psów, zostały opracowane pod koniec lat 90. [67].  

Wybrane sekwencje peptydów zawierały od 9 do 14 reszt aminokwasowych. Przykładem 

mogą być dwa peptydy – orp61 i orp189, których przyłączenie do powierzchni 

przetwornika umożliwiło wykrywanie trimetyloaminy i amoniaku. Otworzyło to nową 

ścieżkę w dziedzinie analizy związków lotnych z wykorzystaniem bioczujników [43]. 

W wymienionych zastosowaniach charakterystyczne jest to, że do budowy czujnika 

konieczna jest znajomość wiążących par – receptorów zapachowych i odpowiednich 

ligandów, a nie mechanizmów przekazywania sygnału węchowego [68]. 

Białka receptorów zapachowych należą do grupy receptorów błonowych, dlatego 

ich stabilność konformacyjna silnie zależy od sposobu otrzymywania. Zachowanie 

wysokiej powtarzalności wytwarzania nie jest możliwe lub jest bardzo trudne 

do osiągnięcia [27,43]. Krótkołańcuchowe peptydy, nie muszą posiadać struktury 

trzeciorzędowej i błony lipidowej do efektywnego osadzenia na przetworniku i wiązania 

określonych ligandów [69,70]. Jeśli możliwe jest wyznaczenie specyficznego miejsca 

wiązania cząsteczki odoranta do receptora, to może zostać również ustalona sekwencja 

peptydu stanowiąca fragment danego receptora biorący udział w wiązaniu ligandu. 

Wykorzystanie  takiego peptydu może podwyższyć specyficzność, powtarzalność 

i  czułość biosensora. Ponadto sprowadza się to również do łatwiejszego określenia 
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sygnału wyjściowego i obniżenia kosztów produkcji [71]. Pomyślna implementacja 

peptydów w zakresie elementów receptorowych bioczujników wymaga badań 

podstawowych obejmujących m.in. optymalizację techniki osadzania, określenia wpływu 

długości i składu aminokwasowego łańcucha peptydu jak i podstawowych parametrów 

metrologicznych konstruowanych bioczujników. Zoptymalizowanie techniki osadzania 

peptydów na przetworniku drugorzędowym powinno umożliwić powtarzalną konstrukcję 

bioczujników substancji lotnych. Podstawę dysertacji doktorskiej stanowi próba 

optymalizacji techniki osadzania zaprojektowanych warstw receptorowych, 

które powinny wykazywać specyficzność wobec docelowej grupy związków  

oraz określenie podstawowych parametrów skonstruowanych bioczujników. 

Wymienione powyżej zagadnienia zostały szczegółowo scharakteryzowane i szerzej 

opisane w cyklu publikacji naukowych składających się na realizację przewodu 

doktorskiego. Część teoretyczna pracy oparta jest na dwóch pracach przeglądowych: 

· Wasilewski, T.; Gębicki, J.; Kamysz, W. Bioelectronic nose: Current status 

and  perspectives. Biosens. Bioelectron. 2017, 87, 480–494;  

· Wasilewski, T.; Gębicki, J.; Kamysz, W. Advances in olfaction-inspired 

biomaterials applied to bioelectronic noses. Sensors Actuators B Chem. 2018, 

257, 511–537. 

Trzy publikacje oryginalne, w których przedstawione zostały wyniki badań, stanowią 

część eksperymentalną pracy: 

· Wasilewski, T.; Szulczyński, B.; Kamysz, W.; Gębicki, J.; Namieśnik, 

J.  Evaluation of Three Peptide Immobilization Techniques on a QCM Surface 

Related to Acetaldehyde Responses in the Gas Phase. Sensors 2018, 18, 3942; 

· Wasilewski, T.; Szulczyński, B.; Wojciechowski, M.; Kamysz, W.; Gębicki, J. 

A  Highly Selective Biosensor Based on Peptide Directly Derived from the 

HarmOBP7 Aldehyde Binding Site. Sensors 2019, 19, 4284; 

· Wasilewski, T.; Szulczyński, B.; Wojciechowski, M.; Kamysz, W.; Gębicki, J. 

Determination of Long-Chain Aldehydes Using a Novel Quartz Crystal 

Microbalance Sensor Based on a Biomimetic Peptide. Microchem. J. 2019, 

Wymienione publikacje naukowe, wraz z oświadczeniami współautorów, 

załączono chronologicznie w rozdziale 7. 
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2. PROBLEMATYKA PORUSZANA W RAMACH ROZPRAWY 

DOKTORSKIEJ I ZREALIZOWANE CELE BADAWCZE 

Podstawowym celem naukowym rozprawy doktorskiej jest zbadanie oddziaływań 

pomiędzy receptorami składającymi się z wyselekcjonowanych peptydów a analitami 

(lotnymi  substancjami zapachowymi), w celu opracowania bioczujników zapachu. 

Poszerzenie możliwości aplikacyjnych bioczujników zapachu silnie związane jest 

z  postępem w zakresie rozwiązań konstrukcyjnych oraz materiałów biologicznych 

osadzanych na przetwornikach. Istnieje szczególnie duże zapotrzebowanie na badania 

podstawowe obejmujące optymalizację długości i składu łańcucha peptydowego. 

Kluczowe znaczenie w projektowaniu i konstrukcji bioczujników ma rodzaj elementu 

receptorowego, jak również technika sprzęgania z częścią przetwornikową, 

determinujące parametry metrologiczne bioczujników. Pomiary rzeczywistych mieszanin 

wzorcowych gazów umożliwiły potwierdzenie występowania charakterystycznych 

oddziaływań i oszacowanie parametrów metrologicznych otrzymanych bioczujników. 

Ich charakterystykę określono m.in. poprzez odpowiedzi bioczujników względem 

różnych klas związków zapachowych, w tym aldehydów średnio- i długołańcuchowych 

(powyżej pięciu atomów węgla w łańcuchu). Mając na uwadze użyteczność detekcji 

aldehydów w przyszłych zastosowaniach (wskaźniki starzenia tłuszczy i markery chorób 

układu oddechowego) zostały one wybrane jako wzorce na etapie projektowania 

bioczujników. Aldehydy długołańcuchowe są potencjalnymi markerami chorób układu 

oddechowego (wczesna diagnoza raka płuc w kondensatach wydychanego powietrza 

[72,73]) i zaburzeń metabolizmu [74]. Zakwalifikowano je również do grupy 

wskaźników procesów utleniania tłuszczy [75], gdzie wykorzystywany jest wzrost 

zawartości aldehydów lub ich stosunek ilościowy w  badanej próbce, pozwalający 

określić stopień degradacji oleju. Wynikiem utleniania lipidów w olejach jest 

powstawanie licznych lotnych związków (pierwotne i wtórne produkty utleniania), 

m.in. aldehydów [76]. Przykładowo, nonanal można uznać za  wskaźnik stabilności 

oksydacyjnej powstający w procesie autooksydacji olejów zwierających w swoim 

składzie duże ilości kwasu linolowego i linolenowego (olej  rzepakowy, oliwa z oliwek) 

[77]. Aldehydy produkowane przez skórę są produktem peroksydacji lipidów i składają 

się na profil zapachowy człowieka, który określa ogólny stan higieny, jak i prawidłowość 

procesów metabolicznych zachodzących w  organizmie [74]. 
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2.1. Stan wiedzy i perspektywy rozwoju bioczujników w analizie zapachów 

Dotychczasowa wiedza na temat biologicznego układu węchu, 

metod  charakteryzowania i pozyskiwania materiałów inspirowanych systemami 

węchowymi, umożliwia ich wykorzystanie w bioczujnikach zapachu [56]. 

Osiągnięcia  z  dziedzin biologii, inżynierii genetycznej, biotechnologii i nanotechnologii 

dają możliwość konstruowania i wdrażania bioczujników i matryc bioczujników (B-ENs) 

do praktyki analitycznej i stosowania w różnego typu aplikacjach.  

Historia, budowa, zasada działania, zastosowania oraz perspektywy rozwoju 

czujników, bioczujników zapachu i ich matryc przedstawiona została w publikacji:  

· Wasilewski, T.; Gębicki, J.; Kamysz, W. Bioelectronic nose: Current status 

and  perspectives. Biosens. Bioelectron. 2017, 87, 480–494. 

Konwencjonalne techniki analizy zapachów, takie jak chromatografia gazowa 

i  techniki olfaktometryczne, obarczone są różnymi niedogodnościami wynikającymi 

m.in. ze stopnia skomplikowania, czasu analizy oraz ceny. Skłania to do wdrażania 

nowych rozwiązań konstrukcyjno-aparaturowych, w których do analizy związków 

lotnych stosowane są bioczujniki. W ramach przygotowanej pracy podjęto próbę 

usystematyzowania wiedzy na temat analizy odorantów w różnego rodzaju matrycach 

z wykorzystaniem bioczujników i bioelektronicznych nosów. Przedstawiono ich historię 

w analizie substancji zapachowych, najnowsze osiągnięcia umożliwiające wykorzystanie 

w różnego typu zastosowaniach, nakreślono również potencjalne kierunki rozwoju. 

Dalszy rozwój tych urządzeń ukierunkowany jest głównie na opracowanie: 

· metod otrzymywania i immobilizacji materiałów bioczułych na przetwornikach 

drugorzędowych, 

· materiałów o wyższym powinowactwie do przetwornika, umożliwiających 

powtarzalne osadzenie i zwiększenie stabilności, 

· bioczujników o wysokiej czułości, powtarzalności, specyficzności i krótszym 

czasie odpowiedzi, 

· systemów czujnikowych generujących sygnały podobne do występujących  

w biologicznych odpowiednikach, 

· bardziej przystępnych, zminiaturyzowanych systemów czujnikowych 

o  niższych  kosztach aparatury i analiz. 
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Struktura i funkcje biologicznego układu powonienia są inspiracją w konstrukcji 

urządzeń naśladujących zmysł węchu. Zbliżenie możliwości bioczujników zapachu,  

pod kątem czułości i selektywności, do naturalnych systemów węchowych jest jednym 

z priorytetów ich rozwoju. Poszerzanie wiedzy dotyczącej procesów odczytywania 

informacji zapachowych znacząco przyczynia się do poszerzania gamy dostępnych 

materiałów na  bazie biologicznych komponentów. 

2.2. Techniki otrzymywania i immobilizacji elementów receptorowych 
bioczujników inspirowanych biologicznymi systemami węchowymi 

Wysoce rozwinięte systemy węchowe występują u większości eukariotów, 

od  bezkręgowców po ssaki. Zazwyczaj charakteryzują się zdolnością do specyficznej 

i selektywnej identyfikacji substancji zapachowych [3,78]. Rozwój bioczujników 

realizowany jest przede wszystkim dzięki stosowaniu materiałów pochodzenia 

biologicznego. Kluczowe znaczenie w projektowaniu i konstrukcji bioczujników 

ma  rodzaj elementu bioreceptorowego, sposób otrzymywania oraz technika sprzęgania 

z częścią przetwornikową. Rezultatem jest uzyskanie odpowiednio wysokich parametrów 

bioczujników, takich jak czułość, selektywność, specyficzność, etc.  

Dotychczasowy stan wiedzy dotyczący metod otrzymywania, immobilizacji 

i właściwości materiałów, z których konstruowane są bioczujniki zapachów, 

przedstawiono w pracy przeglądowej:  

· Wasilewski, T.; Gębicki, J.; Kamysz, W. Advances in olfaction-inspired 

biomaterials applied to bioelectronic noses. Sensors Actuators B Chem. 2018, 257. 

Przeprowadzone studium literaturowe umożliwiło stwierdzenie, że poszerzenie 

możliwości aplikacyjnych bioczujników silnie związane jest z postępem w zakresie 

implementacji nowych materiałów biologicznych i optymalizacją technik otrzymywania 

stabilnych warstw bioczułych osadzanych na przetwornikach drugorzędowych. 

Do najbardziej perspektywicznych elementów bioczułych zaliczane są m.in. syntetyczne 

peptydy odwzorowujące charakterystyką działania białka receptorów węchowych (OR) 

i białka wiążące odoranty (OBPs). Specyficzne interakcje występujące między ligandem 

a receptorem możliwe są do odwzorowania dzięki znajomości sekwencji aminokwasowej 

białka i budowy układu centrum wiążącego. Umożliwia to wytypowanie peptydu 

jak najlepiej naśladującego miejsce wiązania w kieszeni zapachowej, 

odzwierciedlającego selektywność i powinowactwo względem wybranych odorantów. 
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Krytyczne omówienie stanu wiedzy w zakresie tematu proponowanego przewodu 

doktorskiego umożliwiło zaplanowanie badań własnych w celu rozszerzenia i weryfikacji 

stawianych hipotez. Pozytywne rezultaty zaplanowanych prac badawczych powinny 

przyczynić się do rozwoju tematyki czujnikowej, zwłaszcza w aspekcie technik 

immobilizacji i poszerzania gamy peptydów naśladujących naturalne receptory węchowe. 

W kolejnych publikacjach eksperymentalnych omówiono założenia metodologiczne, 

opis przebiegu i wyniki badań, które miały na celu konstrukcję bioczujników 

selektywnych wobec wybranej grupy związków. 

2.3. Optymalizacja techniki osadzania warstwy receptorowej na powierzchni 

przetwornika piezoelektrycznego typu mikrowaga kwarcowa 

Stosowanie elementów biologicznych jako materiałów do budowy warstwy 

receptorowej bioczujników może wiązać się z trudnościami w ich otrzymywaniu 

i niezadowalającą stabilnością. Mając na uwadze łatwość syntezy peptydów 

poprzez modyfikację sekwencji i zmiany w łańcuchach bocznych aminokwasów 

można  podwyższyć stopień powinowactwa do określonych odorantów (ligandów). 

W przypadku immobilizacji peptydu na powierzchni przetwornika możliwe jest jego 

osadzenie bez podwójnej warstwy lipidowej. Dodatkowo, możliwość przechowywania 

określonych peptydów przez kilka miesięcy i relatywnie wysoka stabilność 

immobilizowanej warstwy bioczułej powoduje, że mogą być one wykorzystane 

w  komercyjnych bioczujnikach zapachu. Optymalizacja techniki immobilizacji 

zrealizowana została z wykorzystaniem krótkiego syntetycznego peptydu. Przetestowano 

trzy techniki: nanoszenia kropli, powlekania zanurzeniowego, powlekania obrotowego. 

Podstawowym celem każdej procedury immobilizacyjnej jest utrzymanie wysokiego 

powinowactwa warstwy receptorowej względem powierzchni przetwornika 

oraz zapewnienie efektywnego wiązania receptora z ligandem. Jedną z możliwości 

związania peptydu ze złotą powierzchnią przetwornika jest przyłączenie poprzez grupę 

tiolową łańcucha bocznego reszty cysteiny. 

Schematyczne przedstawienie ułożenia warstwy peptydów na złotej powierzchni 

przetwornika drugorzędowego przedstawiono na Rysunku 3. 
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Rysunek 3. Schematyczne przedstawienie sposobu ułożenia samoorganizujących się monowarstw (SAM) peptydu 
na  złotej powierzchni przetwornika QCM [79]. 

 W wyniku dużego powinowactwa złota do siarki, tworzą się trwałe wiązania 

kowalencyjne. Biorąc pod uwagę prostą koncepcję budowy i ułatwioną obsługę, 

niskie  koszty oraz krótki czas analizy, zdecydowano się na zastosowanie przetwornika 

piezoelektrycznego typu mikrowaga kwarcowa (QCM). Charakterystyczną cechą tego 

typu rezonatorów jest częstotliwościowy sygnał wyjściowy zależny od zmiany masy. 

Optymalizacja parametrów osadzania peptydu na złotej powierzchni kryształów 

QCM z wykorzystaniem trzech różnych technik depozycji: nanoszenia kropli, 

powlekania obrotowego i powlekania zanurzeniowego przedstawiona została 

w publikacji: 

· Wasilewski, T.; Szulczyński, B.; Kamysz, W.; Gębicki, J.; Namieśnik, 

J.  Evaluation of Three Peptide Immobilization Techniques on a QCM Surface 

Related to Acetaldehyde Responses in the Gas Phase. Sensors 2018, 18, 3942. 

Stopień osadzenia warstwy receptorowej monitorowany był poprzez rejestrację zmian 

częstotliwości bioczujnika odpowiadającej zmianom stopnia osadzenia (Rysunek 4A). 

Powinowactwo osadzonych warstw receptorowych względem gazu wzorcowego 

rejestrowano w postaci zmian częstotliwości.  

Charakterystykę odpowiedzi bioczujnika względem gazu wzorcowego 

przedstawiono na Rysunku 4B. 
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Rysunek 4. A) Porównanie stopnia osadzenia dla trzech technik osadzania peptydu na powierzchni  

QCM: DROP (casting) – powlekanie przez nanoszenie kropli, DIP (coating) – powlekanie zanurzeniowe, 

SPIN  (coating)  –  powlekanie obrotowe. B) Przykładowa charakterystyka odpowiedzi bioczujnika zarejestrowana  

dla acetaldehydu: a)  stabilizacja linii bazowej, b) dozowanie substancji gazowej, c) plateau sygnału (maksimum 
adsorpcji), d) płukanie gazem zerowym i powrót do warunków początkowych [80].  

W oszacowaniu efektywności osadzenia peptydów (optymalizacja sekwencji peptydów 

przedstawiona została w Rozdziale 2.4.) na przetwornikach drugorzędowych posłużono 

się również zdjęciami z mikroskopu sił atomowych (AFM), które umożliwiły 

scharakteryzowanie warstw na złotej elektrodzie. Oddziaływanie cząsteczek 

zapachowych z częścią receptorową prowadziło do zmiany masy obserwowanej poprzez 

zmianę częstotliwości rejestrowanej z dokładnością do 1 Hz. Analiza i wyniki 

odpowiedzi bioczujnika względem wybranych gazów wzorcowych (acetaldehyd, toluen 

– kontrola negatywna) potwierdziły prawidłową immobilizację i wysoką czułość warstwy 

receptorowej względem pierwszego z gazów wzorcowych. Średni stopień osadzenia 

dla techniki powlekania zanurzeniowego (DIP) oszacowano na 9,32 µg·mm−2. 

Pomimo  faktu, że jest to wynik najniższy, ta technika prowadziła do uzyskania 

wysokiego stopnia jednorodności osadzenia, wysokiego powinowactwa, a także była 

powtarzalna. W związku z tym została wytypowana jako optymalna do konstrukcji 

kolejnych bioczujników. Dodatkowo, dzięki zastosowaniu zamkniętej komory nasyconej 

gazem obojętnym (azot) ograniczono tworzenie wewnątrzcząsteczkowych mostków 

disulfidowych,  umożliwiło to wydajniejsze tworzenie wiązania kowalencyjnego między 

łańcuchem bocznym cysteiny a złotą powierzchnią elektrody przetwornika QCM.  

 



20 

 

 

2.4. Określenie składu i długości łańcucha peptydu jako elementu receptorowego 
bioczujnika 

Różnorodne materiały pochodzenia biologicznego coraz częściej wykorzystywane 

są do budowy bioczujników [22].  W antenie, narządach jamy węchowej i innych 

strukturach chemosensorycznych owadów zlokalizowane są białka receptorowe 

odpowiedzialne za powonienie, m.in. OBPs.  Wykazano, że część odorantów najpierw 

wiąże się z OBPs, które transportują je do ORs w neuronach receptorów węchowych 

(OSNs) [81]. Bardziej hydrofilowe odoranty są w stanie przeniknąć przez błonę śluzową 

lub limfę, z pominięciem OBPs, wiążąc się bezpośrednio z OR. Potwierdzono również, 

że OBPs pełnią funkcję zmiataczy (ang. scavengers) odorantów, gdy występują 

na  wysokich poziomach stężeń [81]. Wykazują więc naturalną, wysoką specyficzność 

względem określonych cząsteczek zapachowych. Duże rozpowszechnienie tych białek 

w biologicznych systemach węchowych sugeruje szerokie spektrum możliwych 

zastosowań w różnych aplikacjach biotechnologicznych [82].  

Znając sekwencję aminokwasów danego białka wiążącego odoranty i budowę układu 

centrum wiążącego możliwe jest wytypowanie peptydu jak najlepiej odwzorowującego 

miejsce wiązania w kieszeni zapachowej OBP. Segmenty sekwencji aminokwasów 

nazywane peptydami odwzorowującym białko (PMPs) związane są ze specyficzną 

funkcją białka. Przy zachowaniu stabilności konformacji mogą odzwierciedlać ich sposób 

działania i efektywnie wiązać odpowiednie cząsteczki zapachowe. W literaturze 

segmenty białka nazywane są motywami (ang. motif) i mogą być określane 

z wykorzystaniem metod obliczeniowych. Zazwyczaj stosowane są peptydy, których 

liczba reszt aminokwasów znajduje się w przedziale od kilku do kilkunastu.  

Nie oznacza to, że struktury bardziej złożone nie mogą być wykorzystywane do budowy 

bioczujników, jednak efekt długości sekwencji musi być określony w celu uzyskania 

wymaganej wysokiej czułości i selektywności [83]. Na potrzeby projektowanego 

bioczujnika zbudowany został in silico model bioczujnika z peptydem odwzorowującym 

miejsce wiązania odorantów (OBPP), jako element receptorowy bioczujnika. 

Następnie przeprowadzono symulacje dokowania ligandów względem receptora. 
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Wyniki badań wstępnych umożliwiły zaprojektowanie peptydów naśladujących 

miejsce wiązania aldehydów w białku HarmOBP7 występującym w czułkach ćmy 

Helicoverpa armigera. Zaproponowane białko jest selektywne w stosunku do aldehydów 

średnio- i długołańcuchowych [84,85]. Według danych literaturowych, wiązanie 

aldehydu w tym białku następuje przede wszystkim poprzez utworzenie zasady Schiffa, 

przez łańcuch boczny lizyny w odpowiedniej pozycji [84]. Miejsce wiązania dodatkowo 

stabilizowane jest oddziaływaniami elektrostatycznymi. Wytypowanie peptydów 

odwzorowujących miejsce wiązania ligandów w białku HarmOBP7 i wyniki 

ich dokowania przedstawiono w publikacji: 

· Wasilewski, T.; Szulczyński, B.; Wojciechowski, M.; Kamysz, W.; Gębicki, J. 

A  Highly Selective Biosensor Based on Peptide Directly Derived from 

the  HarmOBP7 Aldehyde Binding Site. Sensors 2019, 19, 4284. 

Określono wpływ długości łańcucha peptydu na stopień powinowactwa do określonych 

odorantów. Wygenerowany trójwymiarowy model białka HarmOBP7 posłużył 

do wyselekcjonowania peptydów odwzorowujących miejsce wiązania w kieszeni 

węchowej (Rysunek 5). 

 

Rysunek 5. A) Wygenerowany trójwymiarowy model białka HarmOBP7 w oparciu o strukturę krystaliczną OBP1 
(Bombyx Mori, PDBID: 1dqe). B) Przykład dokowania ligandu (oktanal) do receptora (OBPP3) [86]. 

Wyniki badań podstawowych umożliwiły oszacowanie stopnia powinowactwa 

określonych peptydów względem ligandów. Na C-końcu każdego peptydu dodana została 

reszta cysteiny (Cys, C), aby umożliwić ich immobilizację na przetworniku.  

A) B) 
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Do syntezy i osadzenia na przetworniku wyselekcjonowane zostały peptydy 

o  następujących sekwencjach aminokwasów: 

OBPP1: LEKKKKDC, 

OBPP2: LFDSLTDLKC, 

OBPP3: LFDSLTDLKKKMSEC, 

OBPP4: KLLFDSLTDLKKKMSEC. 

Wyniki symulacji dokowania ligand-receptor wykazały wyraźną tendencję najdłuższego 

z peptydów (OBPP4) w kierunku wiązania średnio- i długołańcuchowych aldehydów, 

m.in. oktanalu, nonanalu. Korelację pomiędzy obserwowaną odpowiedzią bioczujnika 

(OBPP4) a wynikami obliczeń można zaobserwować jedynie w przypadku aldehydów 

zawierających powyżej pięciu atomów węgla w łańcuchu. 

Najprawdopodobniej  jest  to  związane z przyjęciem przez krótszy peptyd dobrze 

zdefiniowanej struktury i  faworyzowanym utworzeniem zasady Schiffa, 

bez  dodatkowych specyficznych oddziaływań z receptorem, co wymyka się modelowi 

oddziaływań zaimplementowanemu w programie do oszacowania energii wiązania 

ligandów (Autodock 4.2) [87]. W przypadku peptydów OBPP3 i OBPP4 zaczynają 

pojawiać się stabilne hydrofobowe miejsca wiązania zdolne do wiązania niepolarnych 

części ligandów. Znajduje to odzwierciedlenie w zwiększonym powinowactwie ligandów 

zarówno w wynikach obliczeń, jak i eksperymentalnych odpowiedziach bioczujników, 

co zaprezentowane zostało w dalszych etapach badań. 

2.5. Określenie podstawowych parametrów metrologicznych bioczujników 
względem substancji zapachowych z różnych klas związków 

By zaszło związanie ligandu z receptorem konieczne jest przyjęcie przez receptor 

odpowiedniej struktury (drugo- a czasem nawet trzeciorzędowej). Peptydy posiadają 

strukturę drugorzędową, która często jest nieuporządkowana (ang. random coil). 

Związki  zaplanowane do syntezy składają się od 8 do 17 aminokwasów. Po osadzeniu 

na przetworniku drugorzędowym peptydy przypuszczalnie występują w formie 

nieuporządkowanej [88]. W poprzednich pracach [42,46] wykazano, że peptyd osadzony 

na powierzchni czujnika, po interakcji z ligandem przyjmuje odpowiednią strukturę 

zwijając się np. w alfa-helisę. Umożliwia to związanie cząsteczki zapachowej. 

Do przedstawienia ułożenia peptydu względem ligandu w przestrzeni wykonane zostały 

dokowania peptydu do wybranych związków zapachowych. 
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Wstępne symulacje dokowania ligandów do peptydu potwierdziły powinowactwo 

aldehydów do  wygenerowanych komputerowo modeli. Oczekiwano potwierdzenia 

otrzymanych zależności metodami doświadczalnymi, poprzez konstrukcję bioczujników 

i pomiary względem rzeczywistych substancji zapachowych z wybranych grup 

związków. Symulacja  komputerowa możliwych interakcji i powinowactwa ligandu  

do peptydu nie gwarantuje niestety, że podobne zależności występować będą podczas 

badań eksperymentalnych. Zważywszy na potencjalne różnice w wynikach modelowania 

molekularnego kolejnym etapem badań były pomiary rzeczywistych mieszanin 

wybranych gazów. 

Synteza peptydów, konstrukcja bioczujników i charakterystyka podstawowych 

parametrów bioczujników przedstawione zostały w publikacji: 

· Wasilewski, T.; Szulczyński, B.; Wojciechowski, M.; Kamysz, W.; Gębicki, J. 

A  Highly Selective Biosensor Based on Peptide Directly Derived from the 

HarmOBP7 Aldehyde Binding Site. Sensors 2019, 19, 4284. 

Oszacowanie czułości biosensorów na bazie OBPPs przeprowadzone zostało 

z wykorzystaniem gazów na różnych poziomach stężeń. Poprawność przygotowania 

mieszanin wzorcowych w workach typu Tedlar® sprawdzono z wykorzystaniem 

chromatografii gazowej sprzężonej z odpowiednimi detektorami (ECD, FID). 

Selektywność odpowiedzi bioczujnika na związki zapachowe: aldehyd octowy, aldehyd 

benzoesowy, oktanal, etanol, aceton, siarczek dimetylu, trimetyloamina, toluen, 

zarejestrowano z  wykorzystaniem skonstruowanego systemu dozowania frakcji lotnych 

opartego  na  systemie pomp niskociśnieniowych 

Dodatkowo, określono specyficzność bioczujnika względem związków z grupy 

aldehydów. Przetestowano odpowiedź bioczujnika względem 15 substancji gazowych: 

aldehydów alifatycznych – formaldehyd, aldehyd octowy, propanal, pentanal, heksanal, 

heptanal, oktanal, nonanal, dekanal, undekanal; dialdehydów – glioksal; aldehydów 

aromatycznych – aldehyd benzoesowy, aldehyd 4-metylobenzoesowy, aldehyd 

4- metoksybenzoesowy (aldehyd anyżowy), 2-metylo-3-(3,4)-metylenodioksyfenylo-

propanal (helional). Wyniki badań przedstawione zostały w pracy: 

 

· Wasilewski, T.; Szulczyński, B.; Wojciechowski, M.; Kamysz, W.; Gębicki, J. 

Determination of Long-Chain Aldehydes Using a Novel Quartz Crystal 

Microbalance Sensor Based on a Biomimetic Peptide. Microchem. J. 2019. 
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Na Rysunku 6A przedstawiono przykładową odpowiedź bioczujnika na jeden 

z aldehydów długołańcuchowych (nonanal) i korelację wyników obliczeniowych 

z eksperymentalnymi (Rysunek 6B i 6C). 

 

Rysunek 6. A) Odpowiedź bioczujnika OBPP4 w stosunku do nonananlu w stężeniu 14 ppm w fazie gazowej. 
Korelacja wyników obliczeniowych i eksperymentalnych powinowactwa bioczujnika OBPP4 w stosunku do 
substancji: B) z różnych klas związków zapachowych, C) aldehydów [79,86].  

Opracowana technika osadzania peptydów na powierzchni złotej elektrody QCM 

umożliwiła powtarzalną konstrukcję bioczujników. Przeprowadzono pomiary 

odpowiedzi względem wybranych gazów i przetworzono wygenerowane sygnały 

warstwy receptorowej na sygnały użyteczne analitycznie. Immobilizacja peptydu 

na  przetworniku drugorzędowym i testy wobec przygotowanych mieszanin gazowych 

umożliwiły korelację i weryfikację wyników in silico.  Zaprojektowany in silico model 

peptydu – OBPP4 umożliwił selektywną detekcję wybranych związków. Osadzenie 

peptydu na prostym przetworniku piezoelektrycznym umożliwiło oszacowanie 

podstawowych parametrów skonstruowanych bioczujników i wytypowanie bioczujnika 

z elementem aktywnym OBPP4 jako najodpowiedniejszego do analizy aldehydów 

powyżej pięciu atomów węgla w łańcuchu.  

Podstawowe parametry bioczujnika OBPP4 w stosunku do docelowej grupy 

związków zaprezentowano w Tabeli 1. 
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Tabela 1. Porównanie podstawowych parametrów otrzymanych eksperymentalnie i wyniku dokowania molekularnego 
względem aldehydów [79].  

Związek Powinowactwo [kcal/mol] Czułość [Hz/ppm] R2 LOD [ppm] 

Formaldehyd -1,67 0,01 0,94 965 

Acetaldehyd -2,33 0,03 0,99 327 

Glioksal -2,60 0,01 0,92 > 1500 

Propanal -2,74 0,02 0,94 1032 

Pentanal -3,87 0,18 0,98 343 

Heksanal -4,41 0,03 0,99 186 

Heptanal -4,80 0,07 0,99 202 

Oktanal -5,22 0,70 0,99 114 

Nonanal -5,61 1,29 0,98 14 

Dekanal -5,50 0,07 0,99 144 

Undekanal -5,43 0,11 0,97 213 

Benzaldehyd -4,55 0,02 0,95 454 

p-Toluadehyd -4,95 0,10 0,99 265 

p-Anisaldehyd -5,18 0,05 0,99 267 

Helional -5,93 0,77 0,99 69 

 

Testowany bioczujnik wykazał selektywną odpowiedź na związki z grupy aldehydów 

średnio- i długołańcuchowych (oktanal, dekenal, undekanal, nonanal, helional). 

Najniższą granicę wykrywalności (LOD) zarejestrowano dla nonanalu (14 ppm, Rysunek 

6A) i niską czułość w stosunku do związków spoza grupy aldehydów (Rozdział 3.4). 

Wyniki symulacji in silico wiązania przykładowych związków lotnych z modelami 

proponowanych bioczujników dobrze korelują z wynikami rzeczywistych 

eksperymentów, co umożliwi w przyszłości wstępną selekcję peptydów odpowiednich 

jako potencjalne warstwy receptorowe bioczujników, wykazujące powinowactwo 

do określonej grupy związków chemicznych. W załączonych publikacjach przedstawione 

zostały również pozostałe parametry, m.in. stabilność, powtarzalność, czas odpowiedzi, 

czas życia, wpływ wilgotności na odpowiedzi bioczujnika. Porównano skonstruowany 

bioczujnik z modelami opracowanymi przez inne zespoły badawcze, gdzie granica 

oznaczalności wyznaczona została na podobnym poziomie stężeń  (1 - 80  ppm) [89]  

i przedstawiono możliwości wykorzystania analogicznego bioczujnika w analizie 

aldehydów jako składników kompozycji zapachowej ciała [90]. 
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3. PODSUMOWANIE 

Celem prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej badań podstawowych 

było określenie występowania powinowactwa między częścią receptorową 

(wyselekcjonowane peptydy) a ligandami (lotne substancje zapachowe). 

Konstrukcja  bioczujników zapachu, gdzie elementem aktywnym są syntetyczne peptydy, 

umożliwiła weryfikację modelu in silico określającego stopień powinowactwa 

zaprojektowanych peptydów względem gazów wzorcowych. Rezultatem opracowania 

techniki osadzania peptydów na powierzchni czujników piezoelektrycznych 

była konstrukcja bioczujników z warstwą receptorową charakteryzującą się wysoką 

stabilnością i powtarzalnością. 

Główne etapy pracy doktorskiej przedstawione zostały na Rysunku 7. 

 

Rysunek 7. Schematyczne przedstawienie etapów pracy składających się na zaprojektowanie części receptorowej, 
konstrukcję bioczujników i charakterystykę parametrów metrologicznych. 
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Na podstawie dostępnych baz danych i metod obliczeniowych zaprojektowano 

a następnie zsyntezowano peptydy potencjalnie specyficzne wobec wybranej grupy 

związków (aldehydy średnio- i długołańcuchowe), które należą m.in. do wskaźników 

stopnia degradacji olejów.  Określenie długości i sekwencji łańcucha peptydu umożliwiło 

konstrukcję bioczujnika o określonych parametrach metrologicznych, specyficznego 

wobec aldehydów długołańcuchowych. Przedstawienie występowania powinowactwa 

między odorantami a peptydami odwzorowującymi miejsca aktywne białek wiążących 

odoranty zrealizowano metodami obliczeniowymi modelowania molekularnego. 

Wyniki  badań in silico, powinowactwa ligandu do peptydu nie gwarantowały jednak, 

że podobne zależności występować będą w odniesieniu do warunków rzeczywistych. 

Ze względu na potencjalne różnice w wynikach modelowania molekularnego względem 

modelu doświadczalnego kolejnym etapem badań były pomiary gazowych mieszanin 

wzorcowych wybranych związków i określenie podstawowych parametrów 

skonstruowanych bioczujników. Planowany jest etap badań ukierunkowany na poprawę 

parametrów bioczujnika poprzez modyfikacje zarówno części receptorowej,  

jak i przetwornika drugorzędowego. Zastosowanie elementów stabilizujących strukturę 

peptydu (łączniki, mostki  disulfidowe), zmiana przetwornika (FET) i/lub jego 

modyfikacja (nanocząstki ZnO, Au, etc.), powinny umożliwić dodatkową poprawę 

parametrów bioczujnika. Dodatkowo, w fazie projektu są etapy budowy oraz kalibracji 

urządzenia złożonego z matrycy bioczujników. 

Interdyscyplinarność założonych badań zaowocowała współpracą z lokalnymi 

i zagranicznymi jednostkami badawczymi. Etapy obliczeniowe modelowania 

molekularnego realizowano dzięki współpracy z Katedrą Technologii Leków i Biochemii 

Politechniki Gdańskiej (dr hab. inż. Marek Wojciechowski, prof. PG). Charakterystykę 

filmów warstw receptorowych osadzonych na przetwornikach QCM wykonywano 

z wykorzystaniem mikroskopu AFM w Katedrze Elektrochemii, Korozji i Inżynierii 

Materiałowej Politechniki Gdańskiej (dr hab. inż. Artur Zieliński, prof. PG). 

Generowanie mieszanin wzorcowych i pomiary odpowiedzi bioczujników wykonywano 

we współpracy z Katedrą Inżynierii Procesowej i Technologii Chemicznej Politechniki 

Gdańskiej (dr hab. inż. Jacek Gębicki, prof. PG). Dalszy rozwój bioczujników 

realizowany jest we współpracy z  Uniwersytetem Tor Vergata w Rzymie, Sensors 

Group: Department of Electronic Engineering; Department of Chemical Science 

and Technology (prof.  Corrado  Di  Natale). 
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4. WNIOSKI 

Przedstawione studium literaturowe (publikacje: 7.1. i 7.2.) stworzyło możliwość 

zdefiniowania krytycznych aspektów w rozwoju bioczujników zapachu 

(rozdziały: 2.1., 2.2.) i nakreślenia planu badań wraz z optymalnym sposobem realizacji. 

W trakcie realizacji poszczególnych zadań, które wynikają z planu badawczego rozprawy 

doktorskiej, podjęto próbę konstrukcji bioczujników selektywnych wobec aldehydów. 

Rezultatem optymalizacji parametrów procesu osadzania peptydów i porównania trzech 

technik osadzania warstwy receptorowej na przetworniku drugorzędowym  

jest opracowana, powtarzalna technika immobilizacji, powlekania zanurzeniowego  

w komorze wypełnionej gazem obojętnym. Realizację tego zadania badawczego 

przedstawiono w rozdziale 2.3. i publikacjach 7.3. i 7.4. Aby uzyskać odpowiednie 

parametry bioczujnika, w tym selektywność wobec aldehydów, konieczne 

było opracowanie modelowego elementu receptorowego. Za pomocą odpowiednich 

baz danych oraz programów do modelowania molekularnego wyselekcjonowano białko 

selektywne wobec aldehydów i przełożono tę selektywność na zaprojektowane peptydy. 

Wyniki symulacji modeli in silico pozwoliły na określenie sekwencji peptydów 

potencjalnie selektywnych wobec aldehydów średnio- i  długołańcuchowych. 

Realizacja tego zadania badawczego przedstawiona została w  rozdziale 2.4. i publikacji 

7.4. W celu weryfikacji wyników modelowania molekularnego kolejnym etapem badań 

były pomiary rzeczywistych mieszanin gazowych wybranych związków lotnych. 

Dzięki konstrukcji bioczujników i testom wobec przygotowanych mieszanin gazowych 

oszacowano podstawowe parametry metrologiczne bioczujników i zweryfikowano 

modele obliczeniowe. Odnosząc się do wysokiego stopnia korelacji prawdopodobnie 

możliwe będzie mniej skomplikowane określanie sekwencji peptydów, selektywnych 

względem wybranych grup związków. Konstrukcja bioczujników z  wykorzystaniem 

opracowanej techniki immobilizacji umożliwiła wytypowanie bioczujnika z elementem 

aktywnym OBPP4, wykazującego wysoką selektywność wobec aldehydów średnio- 

i długołańcuchowych, m.in. nonanalu. Realizację tego zadania badawczego 

przedstawiono w rozdziale 2.5. i  publikacjach 7.4.  i 7.5. Połączenie badań 

eksperymentalnych z modelowaniem komputerowym umożliwiło opracowanie podstaw 

metody do tworzenia modeli naturalnych receptorów dla zróżnicowanych ligandów. 
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Realizacja założonych badań umożliwiła uzyskanie wyników, które stanowią 

podstawę rozprawy doktorskiej. Za najważniejsze osiągnięcia naukowe niniejszej 

dysertacji uważam: 

· Zaprojektowanie peptydów odwzorowujących miejsce wiązania aldehydów 

w  białku HarmOBP7 z wykorzystaniem technik obliczeniowych i symulacje 

dokowań ligandów względem receptora; 

· Opracowanie optymalnej techniki immobilizacji peptydów na powierzchni 

przetwornika drugorzędowego oraz charakterystyka osadzonych warstw; 

· Określenie podstawowych parametrów metrologicznych skonstruowanych 

bioczujników, tj. czułość, selektywność, LOD; 

· Eksperymentalną weryfikację modeli obliczeniowych; 

· Konstrukcję bioczujnika selektywnego względem aldehydów 

średnio-  i  długołańcuchowych. 

 

Rezultatem zoptymalizowania techniki immobilizacji jest efektywne osadzanie 

warstw receptorowych na złotych powierzchniach przetworników piezoelektrycznych. 

Technika powlekania zanurzeniowego w zamkniętej komorze nasyconej gazem 

umożliwi powtarzalną konstrukcję i rozwój bioczujników, co realizowane jest w dalszych 

etapach badań zawartych w otrzymanym grancie Preludium. Wykorzystanie peptydów 

stanowiących fragmenty właściwego białka receptorowego pozwoliło na uzyskanie 

modelu naśladującego naturalny receptor. Skorelowane wyniki teoretyczne 

i  doświadczalne potwierdziły wysoką selektywność skonstruowanego bioczujnika 

względem średnio- i długołańcuchowych aldehydów alifatycznych. Wyniki badań oraz 

kluczowe osiągnięcia potwierdzają możliwość projektowania warstw receptorowych 

przy użyciu przedstawionych metod obliczeniowych oraz konstrukcję bioczujników 

selektywnych względem wybranych grup związków. Prognozowany jest dalszy rozwój 

bioczujników i systemów bioczujnikowych w celu implementacji do analizy próbek 

rzeczywistych.  
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