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Ostatnimi czasy w wielu aspektach dziatalnosci cztowieka wzrosto zapotrzebowanie na szybka oraz tanig
metode pozwalajacg wykrywaé oraz identyfikowac chorobotworcze mikroorganizmy. W réznych dziedzinach,
takich jak medycyna, uzdatnianie wody, technologia zywnosci, wykrywanie i identyfikacja szkodliwych
szczepdw bakteryjnych obecnych w glebie, wodach morskich i rzecznych uj$ciach estuaryjnych ma kluczowe
znaczenie. Zakazenia, zwlaszcza te wywolane przez zagrazajace zyciu patogenne szczepy bakterii, sa
przyczyna zgonow i zwigkszonej zachorowalnosci wérod pacjentow hospitalizowanych. Pomimo wielu prob
opracowania metod leczenia przeciwdrobnoustrojowego, choroby te nadal stanowig powazny problem ze
wzgledu na pojawianie si¢ patogenéw lekoopornych. Do iloSciowego oznaczania bakterii patogennych
1 niepatogennych opracowano kilka metod analitycznych opartych na analizie kolorymetrycznej, tahcuchowe;j
reakcji polimerazy PCR (ang.-Polymerase Chain Reaction), metodzie immunologicznej ELISA (ang. -
Enzyme-Linked Immunological Assay) i technikach spektrometrii masowej. Procedury te majg pewne wady,
takie jak czasochtonnos$¢, ztozonos¢ (wymoég uzycia odpowiedniego sprzetu) oraz wysokie koszty. Jako
przyktad mozna przytoczy¢ system serologiczny przeciwciato-antygen stosowany do identyfikacji bakterii
patogennych. Badania tego typu sa dtugotrwate i dos¢ drogie. Dlatego duze znaczenie ma zaprojektowanie
szybkiego, wydajnego i stabilnego czujnika do selektywnego oznaczania mikroorganizméw w danej probce.

Materiaty z odciskiem molekularnym zostaty zaproponowane jako realna alternatywa dla naturalnych
systemow rozpoznawania w celu poprawy zdolnosci detekcyjnej wobec mikroorganizméw przy jednoczesnie
zwigkszonej selektywnosci. Synteza polimerow z odciskiem molekularnym (ang. - Molecular Imprinted
Polymer - MIP) jest stosunkowo prosta i niedroga. Wtasciwosci chemiczne MIP6w moga by¢ tatwo
kontrolowane przez rodzaj zastosowanej syntezy oraz typ zwigzkow uzytych do reakcji. Podstawowym
warunkiem powstania MIPu jest utworzenie w jego strukturze wngk molekularnych, w ktorych znajduja sig
miejsca odpowiedzialne za selektywne rozpoznawanie czasteczek. Utworzenie takich miejsc mozliwe jest
dzigki przeprowadzeniu reakcji sieciowania w obecnosci czasteczki wzorca, nazywanej templatem.
W przytoczonym procesie wzorzec (w przypadku przedktadanego projektu jest to bakteria lub jej czes$c)
dodany jest razem z monomerem, zwiazkiem sieciujgcym (w zalezno$ci od przyjetej strategii polimeryzacji),
inicjatorem i rozpuszczalnikiem w mieszaninie przeznaczonej do polimeryzacji. Podczas tego procesu (po
reakcji polimeryzacji i usunigciu szablonu) w matrycy polimerowej powstaja jednorodnie rozproszone puste
przestrzenie - wneki. MIPy pozwalajg na zwigkszenie skutecznosci wykrywania i selektywnos$ci wobec danego
zwigzku chemicznego (puste przestrzenie molekularne odpowiadaja ksztaltowi i oddziatywaniom
supramolekularnym uzytego szablonu, a zatem sg unikalne dla kazdego gatunku bakterii). Dlatego urzadzenia
bazujace na biosensorach, wykorzystujace materiaty z odciskiem molekularnym mogg by¢ w stanie wykrywaé
oraz rozréznia¢ mikroorganizmy o réznej strukturze i konformacji. Biosensory elektrochemiczne, zwtaszcza
amperometryczne i potencjometryczne oraz ich zastosowania sa dobrze udokumentowane w literaturze.
Urzadzenia te sg zdolne do wykrywania zmian elektrochemicznych, ktore zachodzg w wyniku oddziatywan
pomigdzy czasteczkami analitu a powierzchnig elektrody.

Niniejszy projekt obejmuje synteze¢ szeregu materialdow weglowo-polimerowych, ktore sa zdolne do
wytworzenia odciskow molekularnych. Zsyntezowane materiaty hybrydowe beda oparte na tlenku grafenu
(czes¢ weglowa) 1 polietylenoiminie (czg$¢ polimerowa). Tlenek grafenu, jako utleniona posta¢ grafenu,
posiada na swojej powierzchni wiele grup funkcyjnych, ktore wptywaja na jego reaktywnos¢ umozliwiaja
funkcjonalizacje. Tlenek grafenu po czgsciowym zredukowaniu i przywrdceniu struktury grafenowej, moze
by¢ rowniez przewodnikiem elektrycznym. Z drugiej strony, polietylenoimina jest bardzo dobrze zbadanym
polimerem, ktory zostal z powodzeniem wykorzystany do wytworzenia materiatow z odciskiem
molekularnym. W ramach projektu zbadany zostanie wptyw obecno$ci oraz ilosci unikalnych grup
funkcyjnych w polimerze oraz w catym kompozycie weglowo-polimerowym na powinowactwo do czgstek
analitu. W projekcie zastosowane zostanie podejscie epitopowe - jako wzorce wykorzystane zostang jedynie
najbardziej zewnetrzne czgséci Sciany komorkowej bakterii. Podejscie to wyeliminuje potencjalne problemy
zwigzane z czasem dyfuzji, a w konsekwencji z opdznieniem reakcji systemu. Do projektu wybrano cztery
gatunki bakterii (2 gatunki Gram-dodatnie i 2 gatunki Gram-ujemne). Escherichia coli, Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis. Lipopolisacharydy i peptydoglikany, ktére zostang wykorzystane
jako czastki wzorca, sa zewnetrznymi elementami $cian komorkowych wspomnianych gatunkow bakterii. Po
zsyntetyzowaniu materialtdow z odciskiem molekularnym zostang one scharakteryzowane technikg
woltamperometrii cyklicznej oraz elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej. Na podstawie tej metody
analitycznej bedzie mierzona odpowiedz pradowa elektrody pokrytej materiatem z nadrukiem molekularnym.
Elektroda zanurzona bedzie w roztworze o rdznych, predefiniowanych stezeniach. Dzigki potgczeniu tej
metody z metoda HPLC mozliwe bedzie wyznaczenie korelacji stezenie-natezenie pradu. Jako$¢ biosensorow
elektrochemicznych zostanie réwniez zbadana w testach $rodowiskowych, w ktorych pomiary beda
wykonywane w roztworach zawierajagcych zywe bakterie. OkreSlone zostang zakresy liniowoS$ci, granica
wykrywalnosci 1 oznaczalno$ci, selektywno$¢ i odtwarzalno$¢ w celu scharakteryzowania wydajnosci
otrzymanych materialow z odciskiem molekularnym pod katem ich zastosowania jako biosensorow.



