RZECZPOSPOLITA 12 OPIS PATENTOWY (oPL (11234373

POLSKA

13 B1

(51) Int.CI.

(21) Numer zgtoszenia: 409210 C12N 11/00 (2006.01)

C12N 11/08 (2006.01)
C12Q 1/04 (2006.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 19.08.2014 GO1TN 21/65 (2006.01)

Rzeczypospolitej Polskiej

B82Y 5/00 (2011.01)

(54)

Platforma do badan substancji chemicznych oraz mikroorganizméw technika
wzmochnionej powierzchniowo spektroskopii Ramana i sposéb jej otrzymywania

(30) Pierwszenstwo:
22.01.2014, PL, P-406900

(43) Zgtoszenie ogtoszono:
03.08.2015 BUP 16/15

(45) O udzieleniu patentu ogtoszono:
28.02.2020 WUP 02/20

(73) Uprawniony z patentu:

INSTYTUT CHEMII FIZYCZNEJ POLSKIEJ
AKADEMII NAUK, Warszawa, PL

(72) Twérca(y) wynalazku:
EVELIN WITKOWSKA, Warszawa, PL
TOMASZ SZYMBORSKI, Debina, PL
JACEK WALUK, Warszawa, PL

AGNIESZKA MICHOTA-KAMINSKA,
Sulejowek, PL

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Krystian Zygadto

PL 234373 B1



2 PL 234 373 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest platforma do badan substancji chemicznych oraz mikroorganizmoéw
technikg wzmocnionej powierzchniowo spektroskopii Ramana i sposéb jej otrzymywania. Bardziej
szczeg6towo, wynalazek ujawnia nowg powierzchnie do analizy wzmocnionej powierzchniowo spektro-
skopii Ramana (ang. Surface-enhanced Raman Spectroscopy, SERS) bazujgcg na warstwie nanowto-
kien polimerowych wykonanej technikg przedzenia przy wykorzystaniu sity od$rodkowej (Forcespin-
ning™), o wysoce rozbudowanej powierzchni, pokrytej ztotem. Obecne zgtoszenie patentowe ma na
celu rozbudowanie juz istniejgcego zgtoszenia o dodatkowy sposéb otrzymywania nanowtékien polime-
rowych.

Nanowtéknami nazywamy witdkna, ktérych Srednica nie przekracza 100 nm. Oznacza to, ze ich
grubos¢ jest w przyblizeniu 80 000 razy mniejsza od $rednicy ludzkiego wtosa. Cechujg sie one m.in.
znaczng wytrzymatoscig, duzg powierzchnig w stosunku do objetosci, a takze duzg elastycznoscig
i sprezystoscig. Znajdujg one szereg zastosowan w elektronice molekularnej, optyce nieliniowej, w me-
dycynie, w nano-biotechnologii, sensorach chemicznych, a takze w wielu innych dziedzinach nauki
i techniki (McEachin Z., Lozano K., Production and characterisation of polycaprolactone nanofibers via
forcespinning™ Technology, Journal of Applied Polymer Science, 126: 473—-479, 2012).

Znanych jest kilka sposob6éw wytwarzania widkien o grubosci rzedu nanometréw. Jednym z nich
jest elektroprzedzenie (ang. electrospinning). Jest to proces otrzymywania wtdkien ze stopionych poli-
meréw (np. poliamidéw, polistyrenu, polilaktydu, polikaprolaktonu, dekstranu, pochodnych celulozy, al-
buminy, kolagenu czy chitozanu) lub ich roztworéw z zastosowaniem wysokiego napiecia. Metoda po-
lega na prowadzeniu strumienia roztworu polimeru przez silne pole elektryczne, rzedu 10-20 kV (Shan-
muganathan K., Sankhagowit R. K., lyer P., Ellisno C. J., Thiol-ene chemistry: a greener approach to
making chemically and thermally stable fibers, Chemistry of Materials, 23: 4726—4732, 2011). Po raz
pierwszy proces elektoprzedzenia zostat przedstawiony w 1902 roku, niezaleznie przez dwéch naukow-
céw (Morton W. J, Methods of dispersing fluids., US 705,691; Cooley W. J., Apparatus for electrically
dispersing fluids, US 692,631). Niestety, ze wzgledu na ograniczenia technologiczne trudnym zadaniem
byto przedstawienie potencjalnych zalet otrzymywanych tym sposobem witdkien. Dopiero w 1995 roku
(Doshi J., Reneker D. H., Electrospinning process and application of electrospun fibers, Journal of Elec-
trostatics, 35: 151-160, 1995) proces elektroprzedzenia zostat spopularyzowany i mozliwe stato sie uka-
zanie jego ewentualnych zastosowan. Obecnie nanowtékna moga byé stosowane w inzynierii tkankowej
do otrzymywania sztucznej skoéry, do kontrolowanego podawania lekéw, w produkcji implantéw kost-
nych czy biodegradowalnych bandazy wewnetrznych. Nanoczgstki oraz nanowtdkna otrzymywane opi-
sywang technikg moga byé ponadio stosowane w terapii genowej (http://www.biomedlab.-
ichip.pw.edu.pl/content/view/13/8/lang, polish/) do transferu DNA do odpowiednich komoérek. Moga by¢
one takze wykorzystywane jako membrany przy wytwarzaniu ogniw paliwowych.

Powstajgce metodg elektroprzedzenia wtbkna majg $rednice od kilku nanometréw do jednego
milimetra. Praktycznie wszystkie polimery mogg by¢ otrzymane w postaci wibkien metodg elektroprze-
dzenia. Po rozpyleniu elektrostatycznym mogg one przybiera¢ posta¢ widkien lub kulistych czgstek. To,
jakg postaé przybiora, zalezy od ich masy czasteczkowej, rodzaju zastosowanego rozpuszczalnika, od-
dziatywan pomiedzy tanicuchami polimeru, zastosowanego napiecia i geometrii uktadu i wielu innych
czynnikéw (Ciach T., Application of Electro Hydro Dynamie Atomization in Drug Delivery, Journal of
Drug Delivery Science and Technology, Editions de Sante, 17: 367-375, 2007).

Technika elektroprzedzenia jest opisywana w ponad pofowie artykutéw traktujgcych o sposobach
otrzymywania nanowiokien z réznego rodzaju polimeréw (Polymer nanofibers, an overview of applica-
tions and current research into processing technique, http://www.azonano.com/article.aspx?Artic-
lelD=1280) i mimo opracowania kilku technik konkurencyjnych (technika szablonowa, rozdzielanie fa-
zowe, przedzenie na mokro, na sucho i ze stopu), wydaje sie, ze elektroprzedzenie jest obecnie jedynym
sposobem, ktéry moze byé wykorzystany przy produkcji nanowtékien na skale przemystowq.

Mimo wielu zalet jakie metoda to posiada, ma ona réwniez swoje wady (sterowanie procesem
poprzez duzg iloscig parametrow, wykorzystanie rozpuszczalnikow organicznych, ograniczenie do pew-
nej grupy materiatéw). Obecnie zmierza sie do opracowania techniki pozwalajgcej na wyeliminowanie
tych wad, czyli do rozszerzenia spektrum wykorzystywanych w owym procesie materiatow, poprawy
wydajnosci procesu, a takze do uzyskania nizszych kosztéw produkcji poprzez zastosowanie przyjaz-
nego dla srodowiska procesu.
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Odpowiedzig na postawione wyzej problemy jest technika zwana Forcespinning™, tj. technika
przedzenia przy wykorzystaniu sity odsrodkowej, opracowana przez amerykanskg firme FibeRio Tech-
nology Corporation (http://fiberiotech.com). Jest to metoda analogiczna do elektroprzedzenia, z tym, ze
silne pole elektryczne zostato zastgpione w tym przypadku przez site od$rodkowg. Wyeliminowanie ko-
niecznosci przytozenia silnego pola elektrycznego sprawia, ze mozliwe staje sie zwiekszenie wyboru
stosowanych w niniejszej technice materiatéw, dzieki czemu do nanowtékien mogg byé przeksztatcane
zaréwno roztwory nieprzewodzace jak i przewodzgce. Ponadto, w przypadku techniki przedzenia przy
wykorzystaniu sity odsrodkowej nanowtékna mozna réwniez uzyskiwaé z polimeréw statych, ktére to
polimery uprzednio poddano stopieniu. Co istotne, nie ma potrzeby odzyskiwania rozpuszczalnikéw,
gdyz w tym przypadku nie angazujemy ich w opisany proces (Sarkar K., Gomez C., Zambrano S., Ra-
mirez M., de Hoyos E., Vasquez H., Lozano K., Electrospinning to Forcespinning™, Materials Today,
13:12-14, 2010).

Kolejng zaletg metody przedzenia przy wykorzystaniu sity od$rodkowej w poréwnaniu z technikg
elektroprzedzenia jest wydajno$é procesu. W przypadku techniki przedzenia przy wykorzystaniu sity
od$rodkowej jesteSmy w stanie uzyskaé ~1 gram nanowltdkien w przeciggu jednej minuty, podczas gdy
elektroprzedzenie umozliwia otrzymanie 0,1 grama nanowtékien w ciggu godziny (Padron S., Fuentes
A., Caruntu D., Lozano K., Experimental study of nanofiber production through forcespinning, Journal
of Applied Physics, 113, 024-318, 2013).

llo$¢ artykutéw dotyczacych metody techniki przedzenia przy wykorzystaniu sity odSrodkowe;j jest
niewielka. Wsrdd kilkunastu publikacji czes¢ to prace przeglagdowe opisujgce samg technike (Sarkar K.,
Gomez C., Zambrano S., Ramirez M., de Hoyos E., Vasquez H., Lozano K., Electrospinning to Force-
spinning™, Materials Today, 13: 12-14, 2010; Recent advances in nanofibre fabrication techniques
Nayak R., Padhye R., Kyratzis I. L., Truong Y. B., Arnold L., Textile Research Journal, 82: 129-147,
2011), a czesé traktuje o sposobie uzyskiwania nanowtdkien z konkretnych polimeréw przy wykorzysta-
niu tej techniki (Vazquez B., Vasquez H., Lozano K., Preparation and characterization of polyvinylidene
fluoride nanofibrous membranes by forcespinning™, Polymer Engineering & Science, 52: 2260-2265,
2012; Padron S., Patlan R., Gutierrez J., Santos N., Eubanks T., Lozano K., Production and Characte-
rization of Hybrid BEH-PPV/PEO Conjugated Polymer Nanofibers by Forcespinning, Journal of Applied
Polymer Science, 125: 3610-3616, 2012).

Mimo mnogos$ci zastosowan nanowitokien uzyskiwanych metodami electrospinning oraz Force-
spinning™, zaden z artykutéw nie opisuje mozliwosci ich wykorzystania jako podtozy intensyfikujgcych
sygnat Ramana w metodzie wzmocnionej powierzchniowo spektroskopii Ramana (ang., surface-enhan-
ced Raman spectroscopy, SERS).

Zjawisko Ramana polega na nieelastycznym rozproszeniu fotonéw przez czasteczki badanej sub-
stancji chemicznej. Zwigzane jest to z faktem, iz promieniowanie rozproszone przez molekuty badanej
substancji chemicznej sktada sie nie tylko z fotonéw o czestosci Swiatta padajgcego, ale takze z fotondw
o0 czestoscinizszej lub wyzszej od niego. Po raz pierwszy owe zjawisko zostato zaobserwowane w 1928
roku przez Chandrasekhara Venkata Raman'a. Od tego czasu ten rodzaj spektroskopii, nazwanej po
odkrywcy spektroskopig Ramana, stat sie szybko rozwijajgcg sie dziedzing nauki, jako ze pozwalat na
otrzymanie charakterystycznego dla danego zwigzku uktadu pasm wibracyjnych w widmie spektrosko-
powym, co z kolei dawato mozliwo$¢ detekcji i identyfikaciji réznych zwigzkéw chemicznych. Przetom
w spektroskopii ramanowskiej nadszedt w 1974 roku, gdy odkryto, ze intensywnos$¢ stabych pasm ra-
manowskich moze wzrosngé nawet o sze$¢ rzedéw wielkosci, jesli jako powierzchnie bezposrednio
stykajgcg sie z probka zastosuje sie schropowacong elektrochemicznie elektrode srebrng (M. Fleisch-
mann, P. J. Hendra, A. J. McQuillan, Chemical Physics Letters (1974) 26, 163). Nowa technika badaw-
cza zostata nazwana wzmocniong powierzchniowo spektroskopig Ramana (SERS).

Na wzmocnienie sygnatu SERS sktada sie wiele czynnikéw, w tym rodzaj badanego zwigzku
chemicznego, czestos¢ promieniowania wzbudzajgcego czy efektywny ramanowski przekréj czynny.
Co wiecej, powierzchnia uzyta w badaniu musi by¢ zbudowana z odpowiedniego metalu, najlepiej ztota,
miedzi lub srebra, poniewaz w spektroskopii Ramana najczesciej wykorzystywane jest $wiatto widzialne
z zakresu bliskiej podczerwieni, za$ rezonansowe czestosci plazmowe srebra, ziota i miedzi lezg
w zakresie dlugosci fal Swiatta widzialnego i bliskiej podczerwieni. Skutkuje to maksymalnym wzmoc-
nieniem dla tego typu promieniowania elektromagnetycznego i w efekcie otrzymaniem pasm o znacznej
intensywno$ci. Rodzaj metalu wykorzystany do pomiaru nie jest jedynym warunkiem, jaki musi byé spet-
niony w celu otrzymania platformy SERS. Uzyty do eksperymentu metal musi ponadto posiadaé na swej
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powierzchni nanonieréwnosci/nanoschropowacenia lub powinien wystepowaé pod postacig nanocza-
stek. W celu otrzymania takich powierzchni najczesciej stosuje sie m.in.: procesy trawienia chemicz-
nego, cykle utleniania i redukgji w roztworze elektrolitu, ablacje laserowg i koloidy metali. Przy wykorzy-
staniu tych metod rozwinieto rézne techniki produkgciji platform do badan SERS, w tym: litografie nanos-
feryczng (ang. Nanosphere lithography, NSL) (X. Zhang, C. R. Yonzon, M. A. Young, D. A. Stuart,
R. P. Van Duyne, IEE Proceedings Nanobiotechnology (2005) 152, 195); elektronolitografie (ang. elec-
tron beam lithography, EBL) (M. Kahl, E. Voges, S. Kostrewa, C. Viets, W. Hill, Sensors and Actuators
B (1998) 51, 285), metode szablonowg (ang. the template method) (C. M. Ruan, B. Gu, G. Eres,
W. Wang, Z. Zhang, Langmuir (2007) 23, 5757) czy metode hybrydowg (ang., the hybrid method)
(S. Chattopadhyay, C. H. Lo, C. H. Hsu, L. C. Chen, K. H. Chen, Chemistry of Materials (2005) 17, 553).

Nalezy ponadto wspomnie¢ o fakcie, ze podtoze SERS moze by¢ takze wykonane z zupetnie
innego materiatu niz ztoto, srebro lub miedz, o ile na jego powierzchni znajdzie sie cienka warstwa wyzej
wymienionych metali. Grubo$é tej warstwy jest zazwyczaj rzedu kilkudziesieciu nanometréw.

Mimo obecnoéci na rynku wielu rodzajéw podtozy SERS, wiekszos¢ z nich nie moze by¢ wyko-
rzystania przy badaniu mikroorganizméw takich jak bakterie. Problem ten cze$ciowo zanika w przy-
padku, gdy chcemy uzyskaé widmo SERS z probki o wysokim stezeniu komérek bakteryjnych, ale jest
nie do unikniecia woéwczas, gdy pragniemy otrzymaé widmo z probek pochodzgcych od pacjentéw.
W takiej sytuacji CFU/mlI (CFU - colony forming unit) jest czesto bardzo niskie, zwtaszcza w poczatko-
wych stadiach choroby i prawdopodobieristwo zwigzania sie komorki bakteryjnej z podtozem SERS jest
znikome, a skanowanie podfoza w celu odnalezienia tej komérki bardzo czasochtonne. Kolejnym utrud-
nieniem zwigzanym z technikg SERS jest powtarzalnos¢ widm uzyskanych tg metodg. Widma SERS
pochodzace z jednego podtoza powinny mieé tg samg intensywno$é i poziom szumu w obrebie odpo-
wiadajgcych sobie pasm. To samo tyczy sie widm SERS tej samej substancji/tego samego gatunku
bakterii, ktére badane byty na réznych podiozach — jesli ich charakter jest bardzo podobny to powtarzal-
no$¢ widma jest wysoka.

Detekcja i identyfikacja bakterii byta przedmiotem wielu zgtoszeh patentowych. Patent US
7,267,948 B2 ,SERS diagnostics platforms, methods and systems microarrays, biosensors and bio-
chips” opisuje rézne rodzaje podtozy bazujgcych na nanoczastkach, nanosferach i schropowaconych
powierzchniach pokrytych odpowiednim metalem. Powierzchnie te otrzymywane sg na wiele sposobow
i sg funkcjonalizowane ré6znego rodzaju receptorami w zaleznosci od tego jaka substancja ma by¢ zwia-
zana z podtozem, np. DNA, enzym czy bakteria. Z tego jednak powodu nie sg one uniwersalne.

W patencie CN 102115778 A ,Method for identifying foodborne pathogenic bacteria by surface
enhanced raman spectrometry” przedstawiona zostata metoda identyfikacji Salmonella sp., Escherichia
coli, Staphylococcus aureus czy Listerella monocytogene. Pomimo uzyskania zadowalajgcych wynikow,
brakuje informacji odno$nie powtarzalnosci metody. Wadg wynalazku jest fakt, ze badania wykonywane
sg z roztworu, coO wymaga znacznego stezenia zaréwno nanoczgstek i bakterii, aby sygnat byt wykry-
walny.

Podobnie przedstawia sie sytuacja w przypadku patentu US 20080268493 A1 ,Identification met-
hod based on surface-enhanced Raman scattering”, w ktérym autorzy mieszajg roztwor zawierajgcy
bakterie z roztworem srebrnych lub ztotych nanoczgstek i tak otrzymang prébke podajg badaniom spek-
troskopowym.

Patent US 2008/0096005 A1 ,Nanostructured substrate for surface enhanced Raman scattering”
ukazuje platformy SERS otrzymywane z tlenku glinu, dwutlenku krzemu lub dwutlenku tytanu pokryte
nanoczgstkami ztota, srebra lub miedzi. Dla bakterii Escherichia coli zaadsorbowanych na jednej z przy-
ktadowych powierzchni uzyskano wspétczynnik wzmocnienia 2x104. W patencie nie mozna jednak zna-
lez¢é informacji na temat powtarzalnosci uzyskiwanych widm.

Powyzej wymieniono zaledwie kilka patentéw opisujgcych sposoby uzyskiwania podiozy SERS.
W tych, ktére dotyczg identyfikacii i/lub detekcji bakterii przy pomocy techniki SERS, brakuje informac;ji
o optymalnym naktadaniu bakterii na platforme SERS. Co wiecej, zadna z opisanych technik, poza opi-
sang w patencie ,Platforma i jej zastosowanie do detekgji i/lub identyfikacji mikroorganizmoéw, zwtaszcza
bakterii, technikg powierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana oraz sposo6b osadzania tych mikroor-
ganizméw na wytworzonych platformach” (numer P-406900) nie umozliwia pozbycia sie nadmiaru roz-
tworu (sél fizjologiczna, osocze, krew, mocz itd.), w ktérym zawieszone sg bakterie. Przez to trudne
staje sie zwickszenie gestosci bakterii w tym miejscu platformy, w ktérym dokonywany jest pomiar sy-
gnatu SERS. Jest to istotny czynnik, gdyz uniemozliwia on uzyskanie sygnatu z roztworu, w ktérym ilos¢
komoérek bakteryjnych jest bardzo niewielka, a przez to wydtuza czasu pomiaru).
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Z tego powodu, gtéwnym celem naszego projektu byto stworzenie podiozy, ktére:

1) bedg umozliwiaty otrzymywanie wysokiego wzmocnienia sygnatu Ramana,

2) pozwolg na pozbycie sie roztworu, w ktérym zawieszone sg bakterie, a ktéry to roztwér
nie jest interesujgcy z punktu widzenia pomiaréw SERS,

3) bedg umozliwiaty bezposrednie osadzanie bakterii z cieczy, tak by gesto$¢ bakterii na
powierzchni podtoza byta wysoka.

Woéwecezas podtoza uzyskane metodg weditug wynalazku mogtyby postuzyé jako tak zwane platformy do
pomiaréw powierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana bakterii.

Obecny wynalazek ma na celu ukazanie platformy do pomiaréw patogenoéw, a szczego6lnie bak-
terii, przy pomocy techniki SERS oraz sposobu otrzymywania tejze platformy. Patogeny te idealnie by-
toby wykrywac z ptynéw takich jak krew, moczu i ptyn mézgowo-rdzeniowy, dzieki czemu podioza be-
dace przedmiotem patentu mogtyby znalezé zastosowanie w biologii, weterynarii i medycynie. CFU/ml
w wymienionych wyzej ptynach jest czesto niewielkie, zwtaszcza w poczatkowych stadiach zakazenia,
a zatem nalezatoby opracowaé sposob osadzania bakterii na platformie SERS, réwnocze$nie zwiek-
szajgc koncentracje bakterii na okre$lonym obszarze tej platformy. Poza tym podtoze umozliwiatoby
uzyskanie wzmocnienia sygnatu ramanowskiego, a ponadto pozwalatoby na odseparowanie bakterii od
cieczy, w ktérej sie znajdujg (czyli na zwickszenie koncentracji bakterii na powierzchni platformy).

Zgodnie z obecnym wynalazkiem, sposob osadzania mikroorganizméw, zwtaszcza bakterii, na
podtozu polimerowym, charakteryzuje sie tym, ze obejmuje nastepujgce kroki:

a) najpierw przygotowuje sie podtoze w postaci maty z wtbkien polimerowych wykonanych
w technologii przedzenia przy wykorzystaniu sity odsrodkowej, ktérg pokrywa sie warstwg
metalu;

b) tak przygotowang mate uktada sie na porowatej strukturze i prowadzi sie proces oddzie-
lenia mikroorganizmoéw od cieczy, w ktérej sg one zawieszone, z uzyskaniem zatrzyma-
nia mikroorganizméw bezposrednio na powierzchni maty polimerowej i odptywu cieczy
przez pory w macie polimerowej za pomocg podtgczonego zrédta podcisnienia lub prézni,
albo za pomocg nadci$nienia lub sity odérodkowej, otrzymujgc mate polimerowg pokryta
metalem z osadzonymi na jej powierzchni mikroorganizmami jako platforme SERS.

W sposobie wedtug wynalazku korzystnie stosuje sie mate sktadajgcg sie z wibkien polimerowych
o rozmiarach od 5 nm do 100 um, korzystnie miedzy 50 nm a 50 um, a najkorzystniej miedzy 100 nm
a5 um.

Jeszcze korzystniej w sposobie wedtug wynalazku stosuje sie mate wykonang z polimeréw, wy-
branych z grupy obejmujacej: poliamid (np. nylon), polifluorek winylidenu (PVDF), poli-L-laktyd (PLLA),
poli(alkohol winylowy) PVA, poli(winylo pirolidon) (PVP), poli(metakrylan metylu) (PMMA), poliweglan
(PC), polikaprolaktan, agaroza.

Korzystnie, mate pokrywa sie warstwg metalu technikg fizycznego osadzania z fazy gazowej
(PVD).

Korzystnie, w sposobie weditug wynalazku, jako metal stosuje sie ztoto, srebro lub miedz, korzyst-
nie ztoto, albo stopy metali, korzystnie srebro ze ztotem, albo stosuje sie je w postaci warstwowej, ko-
rzystnie warstwa srebra, a na niej warstwa ztota.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku, stosuje sie mate pokrytg warstwg ztota, srebra albo
miedzi o grubos$ci pomiedzy 10 a 200 nm, korzystnie pomiedzy 30 nm a 150 nm, a najkorzystniej po-
miedzy 80 a 100 nm, ewentualnie na warstwie miedzi stosuje sie redukowane ztoto z wodnego roztworu
HAuCl4 lub innego roztworu zawierajgcego jony ztota.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku, w etapie b) jako ciecz stosuje sie ptyn lub roztwér,
obejmujgcy korzystnie wode, ptyn ustrojowy, krew, osocze, ptyn mézgowo-rdzeniowy i mocz, pocho-
dzenia ludzkiego jak i zwierzecego.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku, w etapie b) stosuje sie krok zwickszania gesto$ci mi-
kroorganizmoéw poprzez dodawanie kolejnych kropli cieczy do zassania, korzystnie co najmniej dwu-
krotne, w tym samym obszarze maty polimerowej, w zaleznosci od wymiaréw mikroorganizmow.

Korzystnie, w sposobie wedlug wynalazku, jako zrédto podcisnienia stosuje sie pompke wodng
lub pompe proézniowa.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku, mikroorganizmy osadza sie na pokrytej ztotem ma-
cie polimerowej przy pomocy podci$nienia, w ten sposéb, ze mate umieszcza sie na lejku Schotta lub
lejku Biichnera, a ten z kolei na kolbie ssawkowej, do ktorej podtgczana jest préznia, powodujgca
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przejscie roztworu do kolby, podczas gdy bakterie lub inne mikroorganizmy zostajg zatrzymane na
macie polimerowej.

Obecny wynalazek ponadto obejmuje platforme do pomiaréw detekgcji i/lub identyfikacji mikroor-
ganizméw, zwtaszcza bakterii z wykorzystaniem techniki powierzchniowo wzmocnionego efektu Ra-
mana (SERS), ktéra charakteryzuje sie tym, ze obejmuje mate polimerowg pokryta metalem z osadzo-
nymi na jej powierzchni mikroorganizmami, wytworzong sposobem wedtug wynalazku.

Obecny wynalazek réwniez obejmuje zastosowanie platformy SERS, wedtug wynalazku, do bez-
posrednich pomiaréw detekcji i/lub identyfikacji mikroorganizméw, zwtaszcza bakterii, technikg po-
wierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana (SERS).

Wynalazek ukazuje mate skiadajgcg sie z widkien polimerowych o $rednicy od kilkudziesieciu
nanometréw do kilkudziesieciu mikrometréw. Mata ta moze by¢ wytwarzana przy pomocy techniki prze-
dzenia przy wykorzystaniu sity odérodkowej. Metoda ta zapewnia otrzymanie podtozy, przez ktére prze-
nikaé moga réznego rodzaju ciecze, z powodu wystepowania w macie niewielkich wolnych przestrzeni
miedzy do$é ciasno upakowanymi witbknami polimerowymi. Ponadto sama metoda nie wymaga uzycia
rozpuszczalnikbéw organicznych, zatem wytworzone widkna sg wolne od ewentualnych zanieczyszczen.

Coistotne, mata polimerowa po pokryciu warstwg ztota nabiera cech platformy SERS, tj. wzmac-
nia sygnat Ramana. Dlatego tez mata uzyskana metoda wedtug wynalazku moze jednoczes$nie stuzyé
jako filtr, na ktérym osadza sie bakterie oraz platforma SERS — mozliwe staje sie odseparowanie bakterii
od cieczy, w ktérej bakterie te sg zawieszone, a nastepnie natychmiastowe przeprowadzenie pomiaru
SERS tych komérek. Dzieki temu rozwigzaniu nie jest konieczne przenoszenie bakterii z filtru na dedy-
kowane podtoze SERS: proces taki bytby bardzo ktopotliwy, wydtuzatby czas pomiedzy filtracjg a po-
miarem mégtby doprowadzi¢ do kontaminacji probki. Dodatkowo, dzieki temu, ze kolejne krople nakta-
dane sg w tym samym miejscu maty polimerowej, mozliwe jest zwickszanie gestosé bakterii w tym
miejscu, co ma w dalszej kolejnosci wptyw na jako$é sygnatu ramanowskiego.

Aby umozliwié przej$cie roztworu przez mate polimerowg i odseparowac tym samym bakterie od
cieczy (w naszym przypadku osocza), zastosowano podci$nienie. W tym celu mate polimerowg wytwo-
rzong w technologii przedzenia przy wykorzystaniu sity od$rodkowej potozono na porowatej strukturze,
w tym przypadku lejku Schotta, ktéry zmontowano z kolbg ssawkowg. Kolbe podtgczono nastepnie do
pompy prozniowej, choé¢ mozliwe jest przytgczenie jej do dowolnego innego zrédia podcisnienia, np.
pompki wodnej. Podcisnienie powoduje zassanie cieczy poprzez porowatg strukture maty polimerowej
oraz lejka. Bakterie jednak, ze wzgledu na swoje rozmiary, pozostajg na powierzchni maty. Zwiekszanie
koncentracji bakterii uzyskuje sie poprzez wielokrotne umieszczanie kropli w tym samym obszarze maty
polimerowej.

Whynalazek zostanie teraz blizej przedstawiony w korzystnym przyktadzie wykonania, z odniesie-
niem do zatgczonych rysunkéw, na ktérych:

Fig. 1 przedstawia mate nylonowg wykonang przy pomocy technologii przedzenia przy wykorzy-
staniu sity odsrodkowej napylong ztotem o grubo$ci 90 nm w powiekszeniu: x1 000 i x50 000 razy.

Fig. 2 przedstawia mate nylonowg wykonang przy pomocy technologii przedzenia przy wykorzy-
staniu sity od$rodkowej napylong ztotem o gruboéci 90 nm w powiekszeniu x457 razy. Widoczna jest
struktura maty tj. grube wtékna na spodzie petigce funkcje podtoza oraz nanowi6kna na ich po-
wierzchni.

Fig. 3 przedstawia histogram rozktadu wielko$ci nanowtdkien (na podstawie materiatéw dostar-
czonych przez producenta maty, firme FibeRio® Technology Corporation). Srednia $rednica wit6kien
z nylonu wykorzystywana w naszych badaniach to 261.6 nm.

Fig. 4 przedstawia sposéb osadzania bakterii na macie polimerowej pokrytej ztotem wykonang
przy pomocy technologii przedzenia przy wykorzystaniu sity od$rodkowej. Zestaw do osadzania bakterii
sktada sie ze kolby ssawkowej, lejka Schotta oraz pompy prézniowej. Na lejku ktadzie sie niewielki,
ok. 10 x 10 mm, kawatek maty polimerowej pokrytej ztotem, a nastepnie osadza sie tam krople roztworu
zawierajgcego bakterie lub inne patogeny. Po wigczeniu prézni ciecz przechodzi przez pory w macie
polimerowej, podczas gdy bakterie zatrzymujg sie na jej powierzchni.

Fig. 5 przedstawia zestaw opisany na Fig. 4. Na lejku Schotta widaé mate polimerowg pokrytg
ztotem oraz krople krwi z bakteriami S. aureus.

Fig. 6 przedstawia zblizenie ukfadu z Fig. 4, widoczna mata polimerowa, na ktérej umieszczono
krople krwi z bakteriami S. aureus.
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Fig. 7 przedstawia analize EDX dla maty polimerowej wykonanej metodg przedzenia przy wyko-
rzystaniu sity od$rodkowej pokrytej 90 nm ztota. Wyniki Swiadczg o dobrym pokryciu ztotem, tj. EDX nie
zarejestrowat sygnatu od podtoza z nylonu.

Fig. 8 przedstawia widmo SERS dla czystego osocza, oraz osocza z bakteriami S. aureus, ktére
nastepnie przefiltrowano przez mate polimerowg wykonang przy pomocy technologii przedzenia przy
wykorzystaniu sity odsrodkowej pokrytej 90 nm ziota.

Korzystne przykiady realizacji wynalazku

Sposbb przedstawiony w niniejszym zgtoszeniu polega na otrzymaniu platformy SERS w postaci
maty polimerowej pokrytej ztotem, ktéra dzieki swojej strukturze pozwala na osadzenie na jej po-
wierzchni patogenoéw z roztworéw, szczegoblnie bakterii. Sposéb ten polega na umieszczeniu maty poli-
merowej na lejku Schotta w taki sposéb, aby podcisnienie lub préznia spowodowaty przeptyw cieczy
(m. in. wody, osocza, moczu, ptynu mézgowo-rdzeniowego), a gesto umieszczone wibkna polimerowe
zatrzymywaty bakterie na powierzchni maty.

Maty polimerowe wykorzystane w pomiarach sktadajg sie z wibkien polimerowych i mogg byé
wykonane m.in. z nylonu. Materiat do wytworzenia platform wycieto przy pomocy nozyczek z wiekszego
fragmentu maty polimerowej wykonanej metodg przedzenia przy wykorzystaniu sity od$rodkowej.
W kazdym przypadku wycieto kwadraty ok. 10 x 10 mm, mimo ze powierzchnia, na ktérg nanoszono
krople roztworu z bakteriami byta znacznie mniejsza (ok. 5 x 5 mm). Kazdy z kwadratow pokryto ztotem.

Do naniesienia warstw ztota wykorzystano metode PVD (ang. Physical Vapor Deposition — fi-
zyczne osadzanie z fazy gazowej). Zastosowano urzadzenie firmy Leica, model EM MEDO020 wraz
z uktadem pomiaru grubosci warstwy Leica EM QSG100. Urzadzenie EM MEDO020 wykorzystuje zjawi-
sko osadzania jonéw w polu magnetycznym (ang. magnetron sputtering). Prébki wtozono do komory
roboczej, po czym odpompowano powietrze do ci$nienia 10-> mbar i wypetniono komore argonem do
ciSnienia 2 x 102 mbar. Pragd zastosowany do napylania ztota to 25 mA. Po napyleniu 90 nm ztota
komore wypemiono azotem, wyjeto prébki i umieszczono w szczelnych pojemnikach. Maty po napyleniu
przedstawione sg na Fig. 1 oraz Fig. 2.

W celu namnozenia komoérek bakteryjnych pewna ich ilo$¢ zostata zawieszona w 10 ml pozywki
LB (ang. lysogeny broth). Nastepnie kolba zawierajgca pozywke oraz bakterie zostata umieszczona
w wytrzgsarce (150 rpm) na 24 h w temperaturze 30°C. W dalszej kolejnosci pozywke z bakteriami
poddano wirowaniu w czasie 5 min przy predkosci 4000 rpm, zlano supernatant, a pelet zawieszono
w 0,85% roztworze NaCl. Procedure odwirowywania supernatantu powtérzono kilkukrotnie w warun-
kach jatlowych w celu zapewnienia duzej czystosci roztworu, w ktérym znajdowany sie bakterie. Tak
otrzymana zawiesina stuzyta nastepnie do osadzania bakterii na macie polimerowe;j.

Proces osadzania bakterii na macie polimerowej pokrytej ztotem przedstawia schematycznie
Fig. 4, natomiast Fig. 5 przestawia realizacje praktyczng uktadu. Uktad sktada sie z kolby ssawkowej
podiaczonej do dowolnego zrodta podcisnienia lub prézni, w naszym przypadku byta to pompa proz-
niowa membranowa firmy Bichi, typ V-700 ze sterownikiem V-855. Na kolbe natozony zostat lejek
Schotta. Na powierzchni spieku umieszczono mate polimerowg o wymiarach ok. 10 x 10 mm. Na $rodek
maty, na powierzchnie ok. 5 x 5 mm, przy pomocy mikropipety potozono krople roztworu zawierajgcego
roztwor bakterii (S. aureus), a nastepnie wigczono podci$nienie powodujgce przesaczenie cieczy do
kolby ssawkowej oraz zatrzymanie bakterii na macie polimerowej. Tak uzyskana prébka byta od razu
przenoszona pod mikroskop ramanowski w celu dokonania analizy SERS.

W celu przeprowadzenia pomiaréw SERS wykorzystano spektrometr ramanowski Renishaw In
Via Raman wyposazony w diode laserowg o mocy 300 mW o diugosci fali 785 nm. Analiza energii wigzki
rozproszonej odbywa sie w spektrometrze przy pomocy siatki dyfrakcyjnej, a intensywno$¢ dla poszcze-
golnych energii rejestrowana jest w czutym detektorze CCD typ RenCam o rozdzielczo$ci 1024x256 px.
Powiekszenie obiektywu ogniskujgcego promien lasera na prébce wynosito x50 (apertura 0.75). Prze-
strzenna zdolno$é rozdzielcza byta lepsza niz 1 um, spektralna zdolno$é rozdzielcza okoto 1 cm-!. Ty-
powe widmo byto rejestrowane przez czas 4 sekund z mocg lasera wynoszgcg 5 mw.

Maty polimerowe wykonane w technologii Forcespinning™ z wtéknami o $rednicy 261.6+96 nm
(Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3) zostaty wykorzystane do przeprowadzenia eksperymentéw pokazanych na Fig. 4,
Fig. 5 i Fig. 6.

Fig. 7 prezentuje wyniki pomiaréw sktadu chemicznego powierzchni EDX, wedtug ktérych gtowny
zarejestrowany sygnat pochodzi od ztota. Oznacza to, ze na wynik pomiaru nie miat wyptywu skfad
chemiczny wibkien.
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Fig. 8 prezentuje zarejestrowane widma SERS, dla czystego osocza oraz dla osocza, w ktérym
umieszczone byly bakterie S. aureus. Po zastosowaniu procedury przedstawionej schematycznie na
Fig. 4 oraz na Fig. 5 zarejestrowano widmo bakterii S. aureus. Potwierdza to, ze metoda moze stuzy¢
do detekgji i identyfikacji bakterii z ptynéw np. krwi czy osocza przy wykorzystaniu platformy SERS na
bazie maty polimerowej wykonanej w technologii przedzenia przy wykorzystaniu sity odsrodkowe;j.

Podziekowanie
Optaty zwigzane z ochrong wynalazku sfinansowano ze $rodkéw projektu NanOtechnology, Bio-
materials and alLternative Energy Source for ERA integration FP7-REGPOT-CT-2011-285949-NO-

BLESSE.

Praca naukowa (T. Szymborski) finansowana ze $rodkéw budzetowych na nauke w latach 2012—
2013 (projekt luventus Plus IP2011 047871).

10.

Zastrzezenia patentowe

. Spos6b osadzania mikroorganizméw, zwtaszcza bakterii, na podtozu polimerowym, zna-

mienny tym, ze obejmuje nastepujgce kroki:

a) najpierw przygotowuje sie podtoze w postaci maty z wibkien polimerowych wykonanych
w technologii przedzenia przy wykorzystaniu sity odsrodkowej, ktérg pokrywa sie warstwg
metalu;

b) tak przygotowang mate uktada sie na porowatej strukturze i prowadzi sie proces oddzielenia
mikroorganizmoéw od cieczy, w ktérej sg one zawieszone, z uzyskaniem zatrzymania mikro-
organizmoéw bezposrednio na powierzchni maty polimerowej i odptywu cieczy przez pory
w macie polimerowej za pomocg podtgczonego zrédta podci$nienia lub prézni, albo za po-
mocg nadcisnienia lub sity od$rodkowej, otrzymujac mate polimerowg pokrytg metalem
z osadzonymi na jej powierzchni mikroorganizmami jako platforme SERS.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosuje sie mate sktadajgcg sie z witbkien poli-

merowych o rozmiarach od 5 nm do 100 um, korzystnie miedzy 50 nm a 50 um, a najkorzyst-

niej miedzy 100 nm a 5 um.

Sposob wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, ze stosuje sie mate wykonang z polimeréw,

wybranych z grupy obejmujgcej: poliamid (np. nylon), polifluorek winylidenu (PVDF), poli-L-

-laktyd (PLLA), poli(alkohol winylowy) PVA, poli(winylo pirolidon) (PVP), poli(metakrylan me-

tylu) (PMMA), poliweglan (PC), polikaprolaktan, agaroza, i inne.

Sposob wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1-3, znamienny tym, ze mate pokrywa sie warstwg

metalu technikg fizycznego osadzania z fazy gazowej (PVD).

Sposob wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1-4, znamienny tym, ze jako metal stosuje sie ztoto,

srebro lub miedz, korzystnie ztoto, albo stopy metali, korzystnie srebro ze ztotem, albo stosuje

sie je w postaci warstwowej, korzystnie warstwa srebra, a na niej warstwa ztota.

Sposob wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1-5, znamienny tym, ze stosuje sie mate pokryta

warstwg ziota, srebra albo miedzi o grubosci pomiedzy 10 a 200 nm, korzystnie pomiedzy

30 nm a 150 nm, a najkorzystniej pomiedzy 80 a 100 nm, ewentualnie na warstwie miedzi

stosuje sie redukowane ztoto z wodnego roztworu HAuCl4 lub innego roztworu zawierajgcego

jony ztota.

Sposob wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1-6, znamienny tym, ze w etapie b) jako ciecz sto-

suje sie ptyn lub roztwor, obejmujgcy korzystnie wode, ptyn ustrojowy, krew, osocze, ptyn mé-

zgowo-rdzeniowy i mocz, pochodzenia ludzkiego jak i zwierzecego.

Sposob wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1-7, znamienny tym, ze w etapie b) stosuje sie krok

zwiekszania gestosci mikroorganizmoéw poprzez dodawanie kolejnych kropli cieczy do zassa-

nia, korzystnie co najmniej dwukrotne, w tym samym obszarze maty polimerowej, w zaleznosci
od wymiaréw mikroorganizmow.

Sposob wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1-8, znamienny tym, ze jako zrédto podci$nienia

stosuje sie pompke wodng lub pompe prézniowa.

Sposob wedtug ktéregokolwiek z zastrz. 1-9, znamienny tym, ze mikroorganizmy osadza sie

na pokrytej ztotem macie polimerowej przy pomocy podci$nienia, w ten sposéb, ze mate

umieszcza sie na lejku Schotta lub lejku Biichnera, a ten z kolei na kolbie ssawkowej, do ktérej
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podtgczana jest préznia, powodujaca przej$cie roztworu do kolby, podczas gdy bakterie lub
inne mikroorganizmy zostajg zatrzymane na macie polimerowe;j.

Platforma do pomiaréw detekgcji i/lub identyfikacji mikroorganizméw, zwtaszcza bakterii z wy-
korzystaniem techniki powierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana (SERS), znamienna
tym, ze obejmuje mate polimerowg pokrytg metalem z osadzonymi na jej powierzchni mikro-
organizmami, wytworzong sposobem jak zdefiniowano w zastrz. 1.

Zastosowanie platformy SERS, jak zdefiniowano w zastrz. 11, do bezposrednich pomiaréw
detekdji i/lub identyfikacji mikroorganizmoéw, zwtaszcza bakterii, technikg powierzchniowo
wzmocnionego efektu Ramana (SERS).

Rysunki
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EDAX ZAF Quantification (Standardless)
Element Normalized
SEC Table : Default

Element Wt % At % K-Ratilo Z B F
C K 2.94 27.62 0.0113 1.545¢6 0.24%90 1.0000
K K 1.62 13.03 0.0063 1.5241 0.2535 1.00600
0 K 0.59% 4.17 0.0026 1.5037 0.2969 1.0000
AlK 0.25 1.086 0.0027 1.4440 0.7487 1.0000
AuM 94.59 54.12 Cc.2114 0.9540 1.0100 1.0000
Tetal 100.00 100.00
Element Net Inte. Bkad Inte. Inte. Error P/B
C K 85.99 21.95 1.33 3.92
N K 32.35 29.22 2.95 .11
oK 20.04 39.15 4,95 0.51
AlK 15.83 117.53 10.01 0.13
AuM 1673.45 90.82 0.26 18.43

Fig. 7
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