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1. Wprowadzenie

Swiatowe roczne zapotrzebowanie na energie, jak podaje Miedzynarodowa Agencja
Energetyczna (International Energy Agency), wynosi 15 TW '. W ciagu bezchmurnego dnia
srednio kazdy metr kwadratowy powierzchni Ziemi jest eksponowany przez godzine na
$wiatlo stoneczne o mocy okoto 1 kW . Oznacza to, ze ilos¢ energii stonecznej docierajace;j
do powierzchni Ziemi w ciggu jednej godziny przekracza roczne zapotrzebowanie calej
ludzkosci na energie. Fakt ten powoduje, ze energia sloneczna jest jednym z
najatrakcyjniejszych zrédet odnawialnej energii i inspiracja dla naukowcéw w poszukiwaniu
oraz. rozwijaniu sposobow jej detekcji, przetwarzania na uzyteczng forme energii
elektrycznej i magazynowania.

Zdolnos¢ do przeprowadzania procesu fotosyntezy posiadaja prawie wszystkie rosliny.
niektére proste organizmy eukariotyczne (np. bruzdnice, okrzemki czy brunatnice) oraz
czes¢ bakterii takich jak sinice, bakterie zielone czy purpurowe. Proces ten w fazie jasnej
rozpoczyna sie od absorpcji promieniowania stonecznego przez czasteczki organiczne
znajdujace si¢ w tylakoidach, podstawowych elementach chloroplastu komérki roslinnej lub
autotroficznej komérki prokariotycznej, zwane barwnikami asymilacyjnymi. Czasteczki te
ulokowane sg w matrycach biatkowo-lipidowych tworzac mniej lub bardziej rozbudowane
biatkowe kompleksy fotosyntetyczne. Organizmy fotosyntetyczne uzywaja kompleksow
pigmentowo-biatkowych do absorbowania $wiatta stonecznego, wydajnego przekazu energii
oraz. do separacji tadunku w poprzek blony fotosyntetycznej. Natura tak zoptymalizowala
ten proces, ze wydajnos¢ jednego cyklu separacji elektronéw na jeden zaabsorbowany foton
swiatta slonecznego jest bliska jednosci. Separacja ladunku zachodzi w centrach
reakcyjnych (RC, z ang. Reaction Center) ukladow fotosyntetycznych: fotosystemu I (PSI. =
ang. Photosystem 1) i fotosystemu II (PSIL, z ang. Photosystem II) °. Ze wzgledu na swoje
unikalne wiasnosci, kompleksy te znalazly zastosowanie jako sktadniki uktadéow takich jak
fotosensory *, biosensory do detekcji herbicydow © czy urzadzenia fotowoltaiczne .

Nanoczgstki ~ metali  charakteryzuja  si¢  silng  absorpcja  promieniowania
elektromagnetycznego w zakresie widzialnym i ultrafiolecie, dzieki czemu z powodzeniem
byly wykorzystywane od tysiacleci przy produkcji witrazy czy naczyn ceramicznych.
Znanym przyktadem moze by¢ starorzymski puchar Likurga, prawdopodobnie pochodzacy z
IV wieku naszej ery. a obecnie znajdujacy si¢ w Muzeum Brytyjskim w Londynie. Naczynie
to zmienia barwe w zaleznosci od o$wietlenia, a mianowicie w $wietle odbitym ma kolor
zielony, a w $wietle przezen transmitowanym ma barwe czerwona (Rys. 1a, b). I chociaz to
niezwykle naczynie powstalo setki lat temu, to dopiero rozwéj technik mikroskopowych
pozwolil naukowcom w 1990 roku zastosowa¢ transmisyjny mikroskop elektronowy (TEM)
do wyjasnienia tego zjawiska. Material, z ktorego puchar zostal wykonany to szklo
dichroiczne, zawierajace drobinki zlota (Au) i srebra (Ag) o $rednicy okolo 50-100
nanometréw (Rys. 1c¢) °.
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Rys. 1. Puchar Likurga w $wietle odbitym (a), w $wietle transmitowanym (b) oraz zdjecie nanoczastki stopu
metali srebra i ztota wykonane technika TEM (c)’.

Zmiany koloru naczynia zachodza dzigki powstajacemu w nanoczgstkach metalicznych
zlokalizowanemu rezonansowi plazmonéw powierzchniowych (LSPR, z ang. Localized
Surface Plasmon Resonance). W wyniku oddzialywania fali elektromagnetycznej ze
swobodnymi elektronami z pasma przewodnictwa Ag i Au dochodzi do wzbudzenia
oscylacji gazu swobodnych elektronéw. Kwaziczastka bedaca kwantem takich oscylacji
nazywa si¢ plazmonem. Polozenie plazmonowego pasma rezonansowego jest zalezne od
materiafu, z jakiego wykonana jest nanoczastka metaliczna (ztoto, srebro, platyna, etc.), jej
ksztaltu 1 wielkosci. Przyktadowo, na Rys. 2 przedstawiono zdjecia TEM nanopretéw ztota
powlekanych polimerem CTAB, o ré6znym wspdtczynniku proporcji dtugosci do srednicy
(a-d), odpowiadajace im w widmie absorpcji pasma rezonansu plazmonowego (€) oraz
zalezno$¢  wspolczynnika proporcji od polozenia maksimum pasma rezonansu

plazmonowego (f) '°.
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Rys. 2. Zdjecia TEM nanopretéw zlota o réznym wspétczynniku proporcji (,,dtugo$é” x ,,$rednica” [nm]):
33x30 (a), 40x21 (b), 50x17 (c) i 55x14 (d) oraz odpowiadajace im widma absorpcji (¢) i zaleznosé
wspolczynnika proporcji od potozenia maksimum pasma rezonansu plazmonowego (f) .

Zjawisko powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR, z ang. Surface Plasmon
Resonance) wykorzystywane jest w hybrydowych nanostrukturach plazmonowych, ktére
skladaja si¢ z co najmniej dwoch elementow, gdzie jednym jest nanoczgstka metaliczna, a
drugim dowolny emiter promieniowania $wiatla, np. czasteczka barwnika czy bialkowy
kompleks fotosyntetyczny. Jednym z gléwnych celow konstrukcji takich hybryd jest
uzyskanie ukladu o usprawnionych wlasnosciach optycznych. Modyfikacja ta moze polegaé
miedzy innymi na zwigkszeniu prawdopodobienstwa absorpcji $wiatta przez molekutly



znajdujgce si¢ w poblizu nanoczastki metalicznej, wzmocnieniu ich fluorescencji (MEF, =
ang. metal enhanced fluorescence) badz jej wygaszeniu. Zjawisko MEF silnie zalezy od
diugosci fali i wzajemnej odleglosci pomiedzy emiterem a nanoczastka metaliczna ''. Na
Rys. 3a przedstawiono zaleznos¢ wspélczynnika wzmocnienia fluorescencji (EF, = ang.
enhancement factor) w funkcji dhugosci fali przy zachowaniu statej odleglosci 10 nm
pomigdzy emiterem a nanoczastka srebra i zlota. Wyznaczona na podstawie obliczen
teoretycznych zalezno$¢ wspotczynnika wzmocnienia fluorescencji w funkcji wzajemnej
odlegtosci komponentéw plazmonowej nanostruktury hybrydowej jest pokazana na Rys. 3b.
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Rys. 3 Obliczony wspétczynnik wzmocnienia natezenia fluorescencji pojedynczej czasteczki barwnika w
otoczeniu srebrnej i zlotej nanoczastki sferycznej o $rednicy 80 nm: w funkcji (a) dugosci fali wzbudzenia
przy stalej wzajemnej odleglosci 10 nm; (b) wzajemnej odleglosci przy stalej wartosci dlugosci fali
wzbudzenia '

Zbyt mala odleglos¢ pomiedzy emiterem a nanoczastka metaliczng prowadzi do wygaszenia
fluorescencji emitera. Dzieje si¢ tak w wyniku wystepowania bezpromienistego przekazu
energii wzbudzenia do nanoczastki metalicznej, a nastepnie jej dyssypacji. MEF
najefektywniej zachodzi w odlegtosci okoto 10 — 15 nm pomigdzy emiterem a nanoczastka
metaliczng, natomiast dla wigkszych odleglosci efekt ten maleje do zera. Zjawisko MEF
wykorzystuje si¢ do zwigkszenia wydajnosci kwantowej fluorescencji molekut, ktorych
wydajnos$¢ kwantowa emisji jest znacznie nizsza od jednosci.

2. Motywacja i cel badan

Zjawisko powierzchniowego rezonansu plazmonowego znajduje zastosowanie
aplikacyjne w medycynie '* czy urzadzeniach optoelektronicznych '* pozwalajac Znaczaco
poprawi¢ czutos¢ i wydajnos¢ urzadzenia bez zwiekszania jego wielkosci. Sprzegniecie
biatkowych kompleksow fotosyntetycznych z nanoczgstkami metalicznymi moze prowadzi¢
do modyfikacji ich wlasnosci optycznych i elektrochemicznych. Govorov i Carmeli w 2007
roku analizowali wplyw obecnosci sferycznej nanoczastki metalicznej na wydajnosé
generacji elektronéw przez PSI *. Obliczenia teoretyczne wskazuja, ze dla kompleksu PSI
polaczonego z nanoczastka srebra, mozemy oczekiwaé silnej zaleznosci spektralnej
fotopradu oraz duzego, czterokrotnego wzmocnienia fotopradu dla energii wzbudzenia
odpowiadajacej rezonansowi plazmonowemu w nanoczastce. Ponadto Raoul Frese ze
wspotpracownikami przedstawit w 2016 roku wyniki badan eksperymentalnych ukazujace
ponad dwukrotne wzmocnienie fotopradu generowanego przez bakteryjne centrum
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reakcyjne RC-LHI osadzone na nanostrukturyzowanym podtozu srebrnym '*. W obliczu tak
obiecujgcych wynikow zaréwno prac teoretycznych jak i pierwszych prac doswiadczalnych,
godnym uwagi staje si¢ temat poznania i wyjasnienia wptywu oddzialywania nanoczastek
metalicznych na wlasnosci optyczne biatkowych komplekséw fotosyntetycznych.

Gtownym celem moich badan bylo poznanie wptywu obecnosci nanoczastek srebra na
wlasnosci optyczne komplekséw fotosyntetycznych. W tym celu do badan wybrano jeden
typ nanoczastek metalicznych — nanodruty srebra (AgNW, z ang. Silver Nanowire) i bialka
fotosyntetyczne o réznej kompleksowosci biatkowej i liczbie chlorofili @ (Chl a). W
pierwszej kolejnosci przestudiowano oddziatywanie prostego modelowego kompleksu
bialkowego perydynina-chlorofil (PCP, z ang. Peridinin-chlorophyll-protein), ktérego
monomer sktada si¢ z dwoch czasteczek Chl a, z nanodrutami srebra. W kolejnym kroku
obserwowano proces biokoniugacji kompleksu PCP ze zmodyfikowana powierzchnia
AgNW, polegajacy na formowaniu trwalego polaczenia streptawidyna-biotyna. Dalsze
badania prowadzono na kompleksach funkcjonalnych (zdolnych do separacji elektronu) i
jednoczesnie o wigkszym stopniu kompleksowosci biatka fotosyntetycznego. Przygotowano
koniugaty bakteryjnego centrum reakcyjnego oraz ro$linnego fotosystemu 1 ze
zmodyfikowang powierzchnia nanodrutéw srebra wykorzystujgc potaczenie histydyna-NTA.
Otrzymane struktury hybrydowe badano gléwnie technikami mikroskopii fluorescencyjne;.

Moje zainteresowanie sprzegnieciem kompleksow fotosyntetycznych z metalicznymi
nanostrukturami plazmonicznymi zostalo zainicjowane przez prof. dr. hab. Sebastiana
Mackowskiego kierujacego Zespolem Optyki Nanostruktur Hybrydowych (ZONH) na
Uniwersytecie Mikolaja Kopernika w Toruniu, ktéry w 2011 roku zaproponowal mi
dolgczenie do jego grupy badawczej. Wspolpraca ta zaowocowala poznaniem: nowych
metod eksperymentalnych opartych na mikroskopii fluorescencyjnej, procedur dotyczacych
syntez nanoczastek 1 nanostruktur srebra a takze badaniami nad poznaniem wlasnosci
optycznych bialek fotosyntetycznych w obecnosci nanoczastek metalicznych.

Badania prowadzace do poznania wiasnosci optycznych biohybrydowych nanostruktur
plazmonicznych wymagaty réwniez organizacji nowego laboratorium chemicznego oraz
konstrukcji komory r¢kawicowej do przeprowadzania reakcji chemicznych w warunkach
beztlenowych. Byly one réwniez inspiracja do podjecia proby rozszerzenia funkcjonalnosci
fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola, faczac go z oscylatorem kwarcowym, ktory
umozliwil precyzyjne pomiary elektryczne wykorzystujac technike mikroskopii sit
atomowych z sondg Kelvina (KPFM, z ang. Kelvin Probe Force Microscopy).

3. Metodyka badan

Badania dotyczace wplywu oddzialywan plazmonowych na wlasnosci optyczne
kompleksow fotosyntetycznych w nanostrukturach hybrydowych byty prowadzone gtéwnie
z wykorzystaniem fluorescencyjnej mikroskopii optycznej. Podstawowe pomiary majgce na
celu ustalenie stezenia czy kontrolg degradacji bialek fotosyntetycznych w roztworach
wodnych  byly wykonane metodami spektroskopii stacjonarnej przy uzyciu
jednowigzkowego spektrofotometru Cary50 (Varian) oraz spektrofluorymetru Fluorolog 3
(Jobin-Yvon).



Struktury bedace przedmiotem mojego osiagniecia naukowego skladaja sie z nanoczastek
metalicznych (nanodrutéw srebra) oraz komplekséw fotosyntetycznych. Nanodruty srebra
zostaly uzyskane na drodze syntezy chemicznej metodg poliolowa . Ich $rednia dhugosé¢
wynosi okoto 10 mikrometréw, a typowe $rednice s3 rzedu setek nanometrow. Przyktadowe
zdjecie nanodrutéw wykonane za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM,
z ang. scanning electron microscope) przedstawiono na Rys. 4.

Rys. 4 Zdjecie SEM uzyskane dla nanodrutéw srebra.

Maksimum pasma rezonansu plazmonowego AgNW przypada na dtugosé fali okoto 380 nm
1 rozciaga si¢ az ku podczerwieni dzigki czemu pokrywa si¢ z widmami absorpcji i emisji
kompleksow fotosyntetycznych. Natomiast mikrometryczne wartosci dhugosei nanodrutow
zapewniajg ich proste i precyzyjne zlokalizowanie w pomiarach przy uzyciu optycznego
mikroskopu fluorescencyjnego. Sposob osadzenia komplekséw biatkowych w otoczeniu
AgNW byl zalezny od przeprowadzanego eksperymentu:

a) PCP mieszane (z ang. mixed) — roztwér PCP z AgNW w PVA wymieszany i
naniesiony na podtoze szklane,

b) PCP warstwowe (Ibl, z ang. layer by layer) — na podloze szklane naniesiono
najpierw warstwe AgN'W, a nastepnie pokryto jg warstwag PCP w polimerze PVA,

¢) PCP@AgNW — biokoniugat PCP z AgNW. Kompleksy PCP z wbudowang wen
streptawidyng zostaty skoniugowane ze zmodyfikowang przy pomocy biotyny
powierzchnig AgNW i naniesione na podtoze szklane,

d) RC@AgNW — biokoniugat bakteryjnego centrum reakcyjnego (RC)
wyposazonego w mostek histydynowy (His-Tag) ze zmodyfikowang kwasem
nitrylotrioctowym (NTA) i sola niklu Ni(Il) powierzchniag nanodrutéw srebra za
pomocg wigzania koordynacyjnego pomig¢dzy jonami niklu a histydyng (Ni-His),

e) PSI-LHCI@AgNW - biokoniugat superkompleksu fotosystemu | z systemem
antenowym LHCI, wyizolowanego z czerwonych alg, ze zmodyfikowang NTA-Ni
powierzchnig AgNW za posrednictwem cytochromu css;3,

f) PSI-LHCI+AgNW —  kompleksy PSI-LHCI osadzone w  otoczeniu
zmodyfikowanej NTA-Ni powierzchni AgNW w wyniku adsorpcji fizycznej w
nieobecnosci cytochromu css3.

Jednym z moich istotnych osiggnie¢ naukowych jest opracowanie protokotu
funkcjonalizowania grupami NTA-Ni powierzchni srebrnych nanostruktur i koniugacja z
nimi histagowanych biatek fotosyntetycznych. Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z literatura
dotyczacg procesu modyfikowania powierzchni metalicznych wybrano trzy procedury o
zroznicowanym skladzie reagentow. Pierwsza z nich jest metodg dwustopniowa, polegajaca
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na zmodyfikowaniu powierzchni nanostruktury metalicznej kwasem nitrylotrioctowym
(3,3"-Dithiobis[N-(5-amino-5-carboxypentyl)propionamide-N,N'-diaceticacid]
dihydrochloride) i sola niklu Ni(Il) '®. W drugiej metodzie powierzchnia nanoczastek
najpierw jest modyfikowana amino-reaktywnym srodkiem sieciujacym DSP, nastepnie
amino-nitrylotrioctowym kwasem (ANTA) i solg niklu Ni(Il) '. Natomiast trzecia metoda
sprowadza si¢ do utworzenia na powierzchni metalicznej nanoczastki grupy NTA-Ni w
pieciu krokach '*. Poniewaz uzywane zwiazki chemiczne sg reaktywne z tlenem, dla
osiggnigcia lepszych rezultatéw zbudowano we wilasnym zakresie komore rekawicowa
(Rys.5), w ktorej w Srodowisku gazu obojetnego (argonu) przeprowadzono poszczegblne
etapy modyfikacji powierzchni nanoczastek srebra. Najlepsze efekty biokoniugacji AGNW z
bialkami fotosyntetycznymi RC i PSI uzyskano przy zastosowaniu drugiej procedury.

Rys. 5 Komora r¢kawicowa wg mojego projektu wykonana na WFAIiIS UMK.

W pierwszym kroku 250 pl wodnego roztworu AgNW, o warto$ci gestosci optycznej OD =
8.0 dla dtugosci fali A = 380 nm, zostato odwirowane na wiréwce laboratoryjnej, odsaczone
i przeptukane dimetylosulfotlenkiem (DMSO). Nastgpnie nanodruty srebra zostaty
umieszczone w roztworze srodka sieciujacego DSP (dithiobis succinimidyl propionate) w
DMSO o stgzeniu 1 mg/ml. Po czasie inkubacji trwajagcym 60 minut AgNW odwirowano i
przeptukano p6t molowym roztworem wodnym weglanu potasu (pH 9,8) i pozostawiono na
90 minut w mieszaninie 150 milimoli czynnika chelatujacego (Na,Na-Bis(carboxyMethyl)-
L-lysine) w 0,5 mol/dm® K,CO;. Opisana procedura modyfikacji powierzchni nanodrutéw
zostala przeprowadzona w komorze r¢kawicowej w atmosferze argonu, a jej schemat
przedstawiono na Rys. 6. Finalnie, po odwirowaniu roztworu, AgNW zostaly umieszczone
w ultra czystej wodzie destylowanej. Inkubowanie kompleksow fotosyntetycznych ze
zmodyfikowanymi nanodrutami zostanie opisane w czgsci wynikowej autoreferatu.

26
Ni*",

Rys. 6 Uproszczony schemat modyfikowania powierzchni AgNW grupami NTA-Ni oraz koniugacji z
kompleksem fotosyntetycznym wyposazonym w mostek histydynowy.
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Eksperymenty dotyczace poznania i zrozumienia wplywu nanoczastek metalicznych na
wiasnosci optyczne kompleksow fotosyntetycznych zostaly przeprowadzone przy uzyciu
dwoch technik fluorescencyjnej mikroskopii optycznej: mikroskopii szerokiego pola i
mikroskopii konfokalnej. Oba mikroskopy znajdujace sie w ZONH oparte sa na
komponentach i szkielecie firmy Nikon. Fluorescencyjny mikroskop szerokiego pola
zintegrowano z mikroskopem sit atomowych (AFM) dziatajacym w oparciu o rezonator
kwarcowy wraz z jego kontrolerem. Modyfikacja fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego
pola zostala wykonana w ramach kierowanego przeze mnie projektu OPUS 6 (Narodowe
Centrum Nauki, grant nr 2013/11/B/ST3/0398, 478 320 PLN). Uklad mechaniczny do
integracji mikroskopéw skiada si¢ z podstawy mikroskopu AFM, przesuwanego w dwoch
osiach (x, y) stolika wyposazonego w posuwy wraz z kontrolerem i uchwytu do préobki oraz
ukladu mechanicznego mikroskopu AFM, w sklad ktérego wchodza uchwyt rezonatora
kwarcowego, tréjosiowy (X, y, z) stolik piezoelektryczny i posuw wyposazony w srube
piezoelektryczng wraz z kontrolerem. Opisany uklad jest zaprezentowany na Rys. 7.

Rys. 7 Zdjgcie mikroskopu szerokiego pola rozbudowanego o przystawke skanujaca AFM (po lewej) i
mikroskopu konfokalnego (po prawe;j).

Mikroskop szerokiego pola umozliwil pomiary map natezenia fluorescencji nanostruktur
biohybrydowych oraz ich topografii metoda AFM. Konfokalny mikroskop fluorescencyjny
zostal wykorzystany do badania zar6wno map natezenia fluorescencji ukladow
hybrydowych wraz z ich widmami emisji i krzywymi zaniku fluorescencji z uzyciem
metody pojedynczego zliczania fotonow (TCSPC, z ang. Time Correlated Single Photon
Counting). Polaczenie dwoch technik mikroskopii, fluorescencyjnej szerokiego pola z
mikroskopia atomowa, pozwolito na zbadanie topografii omawianych nanostruktur
hybrydowych, precyzyjnego zlokalizowania potozenia nanodrutéw srebra, oszacowania ich
rozmiar6w, etc., a zarazem przestudiowanie wzmocnienia natezenia fluorescencji
kompleksow fotosyntetycznych sprzezonych z nanodrutami. Ponadto uzycie konfokalnego
mikroskopu fluorescencyjnego pozwolilo na uzyskanie dodatkowych informacji na temat
natury oddziatywania kompleks6w biatkowych z nanodrutami srebra.
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4. Wyniki badan

[H1] "Imaging of fluorescence enhancement in photosynthetic complexes coupled to
silver nanowires', 2013, Applied Physics Letters, 102, strony: 083703/1-083703/5

Kompleks perydynina-chlorofil-biatko (PCP) jest kompleksem fotosyntetycznym
izolowanym z alg Amphidinium carterae z rodziny bruzdnic . Na rysunku 8a
przedstawiono strukture¢ krystalograficzng monomeru PCP na ktérg skladajg sie dwa
lancuchy bialkowe osadzone w biatkowo — lipidowej matrycy (kolor niebieski).
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Rys. 8 Struktura krystalograficzna monomeru PCP ?° (a) oraz widmo absorpcji (czarna linia) i widmo
fluorescencji (czerwona linia) PCP dla diugosci fali wzbudzenia 532 nm ' (b).

W kazdym z tancuchéw osadzone sa cztery perydyniny polaczone wigzaniami van der
Waalsa (kolor pomaranczowy) i otaczajgce jedng molekute chlorofilu a (kolor zielony).
Kompleks fotosyntetyczny PCP charakteryzuje si¢ widmem absorpcji przedstawionym na
rys. 8b kolorem czarnym. Perydynina absorbuje promieniowanie stoneczne w zakresie od
400 nm do 550 nm i przekazuje energi¢ do czasteczki Chl a, ktory zbiera §wiatlo w zakresie
pasma Soreta z maksimum w okolicy 440 nm oraz w obszarze od 600 nm do 670 nm.
Widmo fluorescencji zaznaczone na rysunku kolorem czerwonym ma maksimum przy
dlugosci fali 673 nm co odpowiada emisji Chl a. Dzigki swojej prostocie w budowie, czyli
stosunkowo niskiej kompleksowosci biatkowej oraz niewielkiej ilosci barwnikow
fotosyntetycznych, PCP jest dobrym kompleksem modelowym. Na rysunku 8b zaznaczono
réwniez niebieska przerywang linia widmo ekstynkcji nanodrutéw srebra, ktére pokrywa sie
z widmem absorpcji i emisji kompleksu PCP, a maksimum pasma rezonansu plazmonowego
jest polozone na okoto 380 nm.

W celu zbadania wplywu obecnosci nanodrutéw srebra na wlasnosci optyczne
komplekséw PCP przygotowano mieszaning wodnego roztworu biatka z wodnym
roztworem AgNW zawierajacym polimer PVA. Uzyskano w ten spos6b mieszanine wodng
AgNW z PCP o stezeniu bialka 1 pg/ml w 1% PVA, ktoérg rozwirowano na szkielku
nakrywkowym z predkoscig 60 obrotow na sekunde przy uzyciu powlekarki obrotowe;.
Otrzymang w ten sposob probke umownie nazwano ,,mieszana” (z ang. ,,mixed”), natomiast
proébke referencyjng otrzymano w analogiczny sposéb dodajagc do mieszaniny wode
destylowang zamiast roztworu AgNW. Zastosowanie polimeru PVA mialo na celu
wytworzenie jednorodnej warstwy PCP, a takze zmniejszato efekt fotowybielania PCP czyli
fotochemicznego nieodwracalnego procesu przejscia czgsteczek Chl «¢ w  stan
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niefluoryzujacy. Probki wzbudzano oswietlaczem LED-owym o dlugosci fali 405 nm i 480
nm (w przypadku pomiaréw na fluorescencyjnym mikroskopie szerokiego pola) i laserem o
diugoscei fali 485 nm (w przypadku eksperymentéw na mikroskopie konfokalnym). Jest to
dlugos¢ fali odpowiadajgca okolicy maksimum pasma absorpcji komplekséw PCP, a
zarazem znajduje si¢ tuz za maksimum pasma rezonansu plazmonowego nanodrutéw srebra.
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Rys. 9 Przykladowa mapa natezenia fluorescencji PCP dla probki ,mieszanej”, A, = 405 nm (a) oraz
pochodzace z tej samej mapy przyblizenie na jeden nanodrut (b).

Przykladowa mapa natg¢zenia fluorescencji komplekséw PCP dla probki ,,mieszanej” jest
pokazana na Rys. 9a. Mapa ta jest zarejestrowana wyjatkowo dla dhugosci fali wzbudzenia
405 nm, ktéra jest polozona blizej maksimum pasma rezonansowego AgNW. Cata reszta
eksperymentéw i analiza danych dotyczyta wzbudzenia struktury hybrydowej dtugoscia fali
480 nm. Zauwazyé mozna, ze emisja kompleksow PCP jest wyraZznie wzmocniona w
obszarze AgNW w poréwnaniu z emisja PCP na szkle. Na Rys. 9b pokazano przyblizenie na
jeden nanodrut srebra pokryty bialkiem PCP. Natgzenie emisji kompleksow
fotosyntetycznych znajdujacych si¢ w dalszej odleglosci od AgNW jest znacznie mniejsze
niz komplekséw w bliskim sasiedztwie AgNW. Co wigcej, natezenie tej emisji jest wyraznie
wigksze na koncach nanodrutu. Sytuacja taka zostala zaobserwowana dla ponad 90%
analizowanych nanodrutéw srebra pokrytych PCP. Odpowiedzialna za to moze byé
geometria zakoficzen nanodrutow (trapezowaty ksztalt), prowadzaca do zwiekszonej
koncentracji  kompleksow PCP, a takze do zwigkszenia natezenia pola
elektromagnetycznego w tych miejscach (tzw. efekt antenowy) jak réwniez wzmocnione
rozpraszanie Swiatla. Z przeprowadzonej analizy danych uzyskano wspolczynniki
wzmocnienia nate¢zenia emisji kompleksow PCP ulokowanych wzdtuz nanodrutu o wartosci
1,1 oraz o wartosci 2,2 dla bialek umieszczonych na koncach AgNW. Analiza polegata na
wyznaczeniu wartosci natezenia emisji PCP punkt po punkcie z krzywej poprowadzone;
dokladnie wzdhiz ksztaltu danego nanodrutu, a nastepnie przeniesieniu tej krzywej w
poblize analizowanego AgNW (wyznaczenie wartosci natezenia PCP na szkle). Uzyskany w
ten sposob stosunek natezen emisji PCP jest wspolczynnikiem wzmocnienia plazmonowego
(EF, z ang. Enhancement Factor) emisji PCP w obecnosci nanodrutéw srebra. Konce
nanodrutéw analizowano analogicznie z pojedynczych, najjasniejszych punktow.

Pomiary map natg¢zenia emisji PCP dla probki ,mieszanej” uzyskane technika
fluorescencyjnej mikroskopii szerokiego pola wykazaly wzmocnienie emisji kompleksow
fotosyntetycznych znajdujacych si¢ w bliskim otoczeniu nanoczgstek metalicznych. Niestety
technika ta nie pozwala jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie co jest przyczyna takiego
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stanu, czy wzmocnienie to bylo wynikiem tylko wzmocnienia absorpcji $wiatla w ukladzie
hybrydowym, a moze nastapita degradacja biatka. W celu uzyskania odpowiedzi na te
pytania wykonano dalsze pomiary prébek wykorzystujac technike konfokalnej mikroskopii
fluorescencyjnej. Nastepnie w trybie konfokalnym wzbudzano kompleksy PCP
zlokalizowane doktadnie wzdluz wybranego nanodrutu, na jego koncu czy w dalszym,
nieoddzialujagcym z AgNW sasiedztwie i dla tego konkretnego ustawienia rejestrowano
widmo emisji oraz krzywe zaniku fluorescencji PCP.

& i -
vl @ |1 @
£ 5
£ z
3 H]
% 05 N
| ®©
g 01 E
z 485 | 2
00 AN,
} 1?2
‘g 10} © 4 @ @
1] 2
£ £
Bosl E
2 ]
E 01
2 |7, .= 486 nm ioa,,=485nm
0.0 bt ot fy - -+ - N, - - ]
600 625 650 675 700 725 750 775 0 3 6 9
Wavelength [nm] Time [ns)

Rys. 10 Widma emisji (po lewej) i odpowiadajace im krzywe zaniku fluorescencji (po prawej) dla kompleksow
PCP znajdujacych si¢ poza AgNW (a i b) i na AgNW (c i d) przy wzbudzeniu 485 nm. Czarng linig
zaznaczono dopasowania funkcji eksponencjalnej (jedno i dwu wykladniczej).

Na Rys. 10 przedstawiono kolorem czerwonym wyniki dla probki referencyjnej i niebieskim
dla komplekséw fotosyntetycznych znajdujgcych sie w bliskim otoczeniu nanodrutu srebra.
Wida¢ wyraznie, ze widma emisji PCP nie zmieniajg swojego ksztaltu, co oznacza, ze
biatko w kontakcie z nanoczgstka metaliczng pozostaje nienaruszone, to znaczy nie zmienia
si¢ jego struktura oraz nie ulega ono uszkodzeniu. WyraZzna réznica dostrzegalna jest dla
krzywych zaniku fluorescencji PCP. W przypadku nieobecnosci nanoczastki metalicznej,
emisja kompleksow PCP zanika monowykladniczo z czasem okolo 4 ns, pozostajac w
zgodzie z wezesniejszymi badaniami *2. Dla komplekséw PCP sprzezonych z nanodrutami
obserwuje si¢ dwuwykladniczy zanik fluorescencji. Jedna skiladowa tego zaniku jest
charakterystyczna dla czasu zycia PCP w nieobecnosci nanoczastki metalicznej, natomiast
druga skladowa ma warto§¢ mniejsza rzedu okolo 0,3 ns. Ponad dziesigciokrotne
zmniejszenie wartosci statej przejscia promienistego dla molekut Chl ¢ w kompleksie PCP
jest wynikiem interakcji ze wzbudzeniami plazmonowymi indukowanymi w nanodrutach
srebra pod wplywem padajacego promieniowania wzbudzajgcego.

Podsumowujac, w niniejszej pracy sprzegnigto modelowy kompleks fotosyntetyczny PCP
z nanodrutami srebra 1 zaobserwowano wzmocnienie emisji biatka. Oddzialywania
pomiedzy kompleksami PCP a AgNW skutkowaly zwigkszong wartoscig nat¢zenia
fluorescencji i skroceniem czasu zycia kompleksow fotosyntetycznych. Byly to pierwsze
tego typu wyniki na skal¢ §wiatowa.
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[H2] "Metal - enhanced fluorescence of chlorophylls in light-harvesting complexes
coupled to silver nanowires"”, 2013, The Scientific World Journal, strony: 670412/1-
670412/12

Badania dotyczace sprzegniecia kompleksu PCP z nanodrutami srebra kontynuowano dla
dwoch stezen komplekséw PCP roznigcych sie o rzad wielkosci (¢, = 2 pg/ml i ¢, = 0,1
pg/ml), dwoch dhugosei fal wzbudzenia (405 nm i 480 nm) oraz dwéch geometrii prébek —
~mieszanej” (,mixed) i ,warstwowej” (Ibl — layer by layer). Diugosci fal wzbudzenia
nanostruktur hybrydowych zostaty dobrane tak aby wzbudzaé kompleksy PCP w okolicach
maksimum ich pasma absorpcji (480 nm) oraz w okolicach maksimum pasma rezonansu
plazmonowego nanodrutow srebra (405 nm). Poszukiwanie optymalnego zageszczenia
kompleksow PCP wokét nanoczastek metalicznych dla obserwacji jak najwydajniejszego
zjawiska MEF byto powodem doboru dwéch (réznigcych sie o rzad wielkosci) stezenn PCP
(przy zachowaniu jednakowego stgzenia AgNW). Poniewaz zjawisko MEF silnie zalezy od
odleglosci pomigdzy nanoczastka metaliczng a emiterem, w eksperymencie wykorzystano
dwa rodzaje geometrii probki zaprezentowane na Rys. 11. W przypadku probki
»warstwowej” na powierzchni¢ szkla najpierw naniesiono warstwe nanodrutéw, a nastepnie
warstwe PCP (Rys. 11 a), natomiast probka ,mieszana” byla mieszanina obu tych
sktadnik6éw, naniesiong na szklo (Rys. 11 b).

Layer-by-layer sample

Rys. 11 Schemat geometrii probki ,,warstwowe;j” (a — po lewej) i ,,mieszanej” (b — po prawej) na szkle. Szare
poziome kreski przedstawiaja AgNW, a kolorowe obiekty to kompleksy PCP.

Przeprowadzone pomiary map natgzenia emisji komplekséw PCP dla omawianych struktur
hybrydowych wykazaly wzrost natgzenia fluorescencji bialka znajdujacego sic w bliskim
otoczeniu AgNW. Analize map natezenia fluorescencji PCP przeprowadzono analogicznie
jak we wczesniejszej publikacji. Na Rys. 12 przedstawiono histogramy wspélczynnika
wzmocnienia fluorescencji komplekséw PCP sprzgzonych z AgNW i wzbudzanych
swiattem o dtugosci fali 405 nm. Kolorem niebieskim oznaczono prébke ,mieszana”, a
czerwonym probke ,warstwowa”. Z uwagi na fakt, ze na zakonczeniach nanodrutow
kompleksy fotosyntetyczne wykazuja znacznie wigksze natgZenie emisji, wyznaczone
wartosci EF zostaly zamieszczone na oddzielnych histogramach (Rys. 12 b i d). Gorny panel
rysunku dotyczy stezenia 2 pg/ml bialka, a dolny stezenia mniejszego. Srednie wartosci
wspolczynnika wzmocnienia emisji PCP dla probki ,mieszanej” (,,warstwowej”) o
wigkszym stezeniu biatka wynosza odpowiednio 1,32 (1,22) dla komplekséw ulokowanych
wzdtuz nanodrutéw i 2,40 (1,67) na ich koncach. Wplyw geometrii probki na wartosci EF
jest bardziej widoczny dla probek o stezeniu nizszym. W tym przypadku srednie wartosci
wspolczynnika wzmocnienia nat¢zenia emisji PCP dla probki ,.mieszanej” (,,warstwowej”)
wynosza odpowiednio 1,93 (1,22) wzdtuz AgNW i 4,11 (1,73) na jego koncach.
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Rys. 12 Histogramy wspélczynnika wzmocnienia emisji PCP dla probek ,,mieszanych” (kolor niebieski) i
,warstwowych” (kolor czerwony). Po prawej analiza przeprowadzona dla komplekséw znajdujacych sie na
zakonczeniach AgNW, po lewej dla biatek znajdujacych si¢ wzdtuz AgNW. Stezenie PCP: 2 pg/ml (aib)i 0,1
pg/ml (c i d); Ay = 405 nm.

Analogiczna analiza zostala przeprowadzona dla probek wzbudzanych §wiattem o dlugosci
fali 480 nm. W tym przypadku wyznaczone $rednie wartosci EF dla prébki ,,mieszanej”
(,warstwowej”), o wigkszym stezeniu biatka, wzdluz AgNW wynosily 1,35 (1,25) i na
koncach nanodrutow 2,32 (1,76), natomiast dla probki o stezeniu mniejszym wynosity
odpowiednio 2,10 (1,27) wzdluz nanoczgstek metalicznych i 4,83 (2,04) na ich koncach.
Uzyskane wyniki badan technika mikroskopii szerokopolowej majg tylko jakosciowy i
przyblizony charakter, a otrzymane wartosci wspdtczynnika wzmocnienia emisji PCP sg
zazwyczaj niedoszacowane. W celu oszacowania bardziej ilosciowego charakteru
oddzialywan PCP z AgNW zmierzono widma emisji kompleksow fotosyntetycznych
odizolowanych od nanoczastek metalicznych oraz sprzezonych z nanodrutami srebra jak
rowniez ich krzywe zaniku emisji. Widma emisji PCP sprz¢zonych z AgNW, niezaleznie od
geometrii probki, majg ten sam ksztalt i polozenie co widma fluorescencji biatka w
nieobecnosci nanoczastek metalicznych. Oznacza to, ze sprzezony z AgNW kompleks
fotosyntetyczny zachowuje swojg funkcjonalnos¢ i nie ulega uszkodzeniu.
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Rys. 13 Krzywe zaniku fluorescencji PCP wraz z dopasowaniem funkcji wyktadniczych i residuami dla probki
referencyjnej (a), ,,warstwowej” (b) i ,,mieszanej” (c). Stgzenie PCP: 2 pg/ml, A, = 485 nm.
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Na rysunku 13 przedstawiono krzywe zaniku emisji PCP. W przypadku probki referencyijnej
widoczny jest jednowykladniczy zanik emisji z wyznaczong wartoscia czasu zycia
fluorescencji 4 ns niezaleznie od uzytej dtugosei fali wzbudzenia — 405 nm i 485 nm. W
przypadku obu nanostruktur hybrydowych obserwuje sie dwuwykladniczy zanik
fluorescencji kompleksow PCP. Otrzymane z dopasowania funkeji dwuwykladniczej do
krzywych zaniku emisji PCP czasy zycia fluorescencji kompleksow biatkowych
sprzezonych z nanodrutami srebra wynosza okolo 4 ns i 0,3 ns dla prébki ,.mieszanej”
niezaleznie od uzytej dtugosci fali wzbudzenia. W przypadku probki ,,warstwowej” krotszy
czas zycia przyjmowat warto$¢ 0,2 ns dla wzbudzenia 405 nm i 0.5 ns dla wzbudzenia 485
nm. Ponadto w przypadku probki ,mieszanej” wartos¢ amplitudy zwiazanej z
dopasowaniem funkcji dwuwyktadniczej dla mniejszej wartosci stalej czasowej zaniku jest
dwa razy wigksza niz w przypadku probki ,warstwowej”. Wynika stad, ze liczba
kompleksow PCP oddziatujacych z nanodrutami jest wieksza w przypadku probki
.mieszanej”. Dwuwyktadniczy charakter krzywej zaniku emisji kompleksoéw biatkowych
sprzegnietych  z nanoczastkami metalicznymi  wynika z faktu iz wiazka lasera
wzbudzajacego miata srednice okolo 1 pm, co przy srednicy AgNW ponizej 200 nm
oznacza, ze rejestrowany sygnal pochodzil zaréwno od komplekséw PCP sprzezonych z
AgNW jak rowniez kompleksow biatkowych oddalonych i nieoddzialujacych z nanoczastka
metaliczna.

Podsumowujgc, w niniejszej pracy zaobserwowano plazmonowo wzmocniona
fluorescencje kompleksow PCP sprzg¢zonych z nanodrutami srebra. Wartosci wspotezynnika
EF w granicach btedu nie zalezg od uzytej dlugosci fali wzbudzenia. Na obserwowane
wzmocnienie natezenia emisji kompleksow PCP wplywa geometria probki oraz stezenie
komplekséw fotosyntetycznych. W przypadku probki ,mieszanej” wicksza liczba
kompleksow biatkowych oddziatuje z nanoczastkami metalicznymi. Skrécenie czasu zycia
fluorescencji PCP wskazuje, ze wzrost wartosci statej radiacyjnej odgrywa wazna role w
prezentowanej nanostrukturze hybrydowej. Otrzymane wyniki moga by¢ wykorzystane do
opracowania sposobow plazmonicznej kontroli zdolnosci zbierania $wiatta przez kompleksy
fotosyntetyczne.

[H3] "Wide-field fluorescence microscopy of real-time bioconjugation sensing",
2018, Sensors 18, 290, strony: 1-10

Jak juz wspomniano wczesniej, oddziatywanie plazmonowe pomiedzy emiterem a
nanoczastkg metaliczna Scisle zalezy od odleglosci pomigdzy nimi, a zjawisko wzmocnionej
fluorescencji wymaga ich wzajemnego dystansu w granicach 10 nm — 30 nm. W zwiazku z
powyzszym postawiono sobie kolejne wyzwanie badawcze, ktore mialo na celu kontrole
odlegtosci pomiedzy kompleksami PCP a nanodrutami srebra. Protokél modyfikacji
powierzchni nanodrutow srebra przy pomocy biotyny zostal opracowany w ramach pracy
doktorskiej M. Olejnik **. Kompleksy PCP z przylaczonym biatkiem streptawidyny (PCP-
strept) koniugowano z AgNW za pomoca wigzania streptawidyna — biotyna. Wykorzystujac
fluorescencyjny mikroskop szerokiego pola zbadano szybko$¢ zachodzenia omawianego
procesu biokoniugacji. Na Rys. 14 (a) przedstawiono zdjecie transmisji swiatla biatego dla
probki z nanodrutami srebra osadzonymi na czystym szkle. Po czasie 10 s od momentu

15

D



e

rozpoczgcia rejestracji natgzenia emisji zaaplikowano 5 pl roztworu PCP-strept z o stezeniu
0,2 pg/ml i obserwowano zmiany natgzenia fluorescencji kompleksu biatkowego.
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Rys. 14 Zdjecie transmisji AgNW przed aplikacja roztworu PCP (a), mapa natezenia fluorescencji PCP wprost
po aplikacji roztworu PCP (b) oraz mapy nat¢zenia emisji PCP zarejestrowane w opisanym czasie rejestracji
pomiaru. Skala nat¢zenia emisji PCP na wszystkich mapach jest identyczna; A, = 405 nm.

wzb T

Z przeprowadzonych pomiaréw wynika, ze nat¢zenie $wiatla pochodzacego od emisji
komplekséw PCP osadzonych na zmodyfikowanej powierzchni nanodrutéw zaczyna
pojawia¢ si¢ juz po czasie 0,5 s od momentu zaaplikowania roztworu. Natezenie to osiaga
warto$¢ maksymalng po czasie 2,5 s od aplikacji, a nastepnie zaczyna male¢ na skutek
powolnego procesu fotowybielania. W celu zbadania wptywu podloza, na ktérym
umieszczona zostata badana probka, na dynamike procesu koniugacji, uzyto zmodyfikowane
streptawidyng podloza szklane (szklo-strept) i powtoérzono eksperyment. Zmodyfikowane

biotyng nanodruty srebra naniesiono na szkietko ze streptawidyng i zaaplikowano roztwor
PCP-strept.
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Rys. 15 Kinetyka zmian nat¢zenia emisji PCP koniugowanego z AgNW na szkle (a) i szkle ze streptawidyna
(b). Zmiany nat¢zenia emisji kompleksow PCP ulokowanych: na konicach AgNW (kolor niebieski), wzdtuz
AgNW (kolor czerwony — warto$¢ srednia z catej diugosci nanodrutu; kolor zielony — wartos¢ z jednego
punktu na nanodrucie), poza obszarem AgNW (kolor czarny).

Na Rys. 15 przedstawiono kinetyki zmian natg¢zenia fluorescencji komplekséw PCP
koniugowanych z nanodrutami osadzonymi na czystym szkle i na szkle-strept. Kolorem
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niebieskim zaznaczono zmiany natezenia emisji biatka zlokalizowanego na koncach
nanodrutow, natomiast emitery osadzone na szkle poza obszarem oddzialywania z
nanoczastkami srebra oznaczono kolorem czarnym. W przypadku PCP zlokalizowanego
wzdtuz nanodrutéw uzyto koloru czerwonego dla sredniej wartosci natezenia emisji zebranej
z calej dlugosci AgNW. a kolorem zielonym warto$¢ natezenia fluorescenciji zebrana z
Jednego punktu na nanodrucie. W obu przypadkach uzytego podtoza zarejestrowano wzrost
natezenia emisji PCP koniugowanego z AgNW, a nastepnie jego spadek na skutek procesu
fotowybielania chlorofili a. Warto zauwazy¢, ze w przypadku podtoza szklo-strept nie
obserwuje si¢ sygnatu pochodzacego od emisji wolnych komplekséw PCP (referencyjnych
spoza obszaru interakcji z AgNW). Tlumaczy¢ to mozna odpychajacym dziataniem podioza
szklanego, na ktéorym osadzone sa czasteczki biatka streptawidyny w stosunku do
kompleksu PCP, ktory rowniez ma przytaczona streptawidyne. Mozliwe, ze kompleksy PCP
pozostajg dtuzszy czas w zaaplikowanym roztworze niejako ,,oczekujac” na przytaczenie do
zmodyfikowanej powierzchni AgNW, czym mozna by tlumaczyé dhizszy czas narastania
natezenia emisji PCP zlokalizowanych na AgNW na podlozu streptawidynowanym w
poréwnaniu z sytuacja na podlozu szklanym. Ponadto szczegélowa analiza okoto 60 dobrze
odseparowanych nanodrutéw na obu podlozach wykazala, ze srednie natezenie emisji PCP
wzdluz AgNW (na koficach AgNW) na czystym podtozu szklanym wynosi 540 + 190 (1700
+ 600) podczas gdy na podtozu modyfikowanym streptawidyna wynosi 230 + 60 (700 +
300).

Podsumowujgc, w opisanej pracy zastosowano technike fluorescencyjnej mikroskopii
szerokiego pola do monitorowania procesu biokoniugacji nanoczastek srebra z kompleksami
fotosyntetycznymi. Proces biokoniugacji jest bardzo wydajny i zachodzi w czasie zaledwie
kilku sekund. Szybkos¢ procesu biokoniugacji na podtozu modyfikowanym streptawidyna
jest mniejsza w poréwnaniu z czystym szklem. Na obu podlozach zachodzi zjawisko
plazmonowo wzmocnionej emisji kompleksow PCP koniugowanych z AgNW. Opisana
metoda moze by¢ powszechnie stosowana do biochemicznego wykrywania bardzo niskiego
stezenia biatka (przypuszczalnie do poziomu pojedynczych molekul) w czasie
rzeczywistym, z uzyciem plazmonowo aktywnych nanostruktur.

[H4] "Spectrally selective fluorescence imaging of Chlorobaculum tepidum reaction
centers conjugated to chelator modified silver nanowires', 2018, Photosynthesis Research,
135, strony: 329-336.

Zaprezentowane wczesniej badania pozwolily na opisanie wplywu obecnosci
nanoczgstek metalicznych na wlasnosci optyczne prostego kompleksu bialkowego. Centrum
reakcyjne (RC) jest naturalnym przetwornikiem optyczno — elektrycznym wystepujacym w
komorkach organizméw fotosyntetycznych. Wykazuje ono prawie stuprocentowa
wydajnos¢ kwantowa konwersji $wiatla. Fakt ten powoduje, ze wielu naukowcoéw na catym
swiecie podejmuje proby wbudowania tego typu komplekséw bialkowych w réznego
rodzaju elektrody celem konstrukcji tanich i efektywnych fotoogniw. Sprzegniecie takich
komplekséw biatkowych z nanoczastkami srebra moze prowadzi¢ do modyfikacji ich
wlasnosci optycznych. To z kolei moze si¢ przekladaé na zwiekszenie wydajnosci
absorbowanego promieniowania stonecznego czy efektywnosci generacji fotopradow przez
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bioelektrody skonstruowane na bazie funkcyjnych komplekséw fotosyntetycznych. Ponadto
w wyniku takiego polgczenia powinna powstaé struktura o zorientowanym potozeniu
kompleksow fotosyntetycznych, pracujgca jako anoda lub katoda, w zaleznosci od
zorientowania funkcyjnych kompleksow fotosyntetycznych do jej powierzchni.

W niniejszej pracy wykorzystano centrum reakcji (RC) z zielonej bakterii
Chlorobaculum (Cb.) tepidum, ktore jest transblonowym super kompleksem pigmentowo —
biatkowym i zarazem prostszym analogiem fotosystemu I (PSI). Na Rys. 16 zaprezentowano
widmo absorpcji RC (kolor zielony) i AgNW (kolor czarny) oraz widmo emisji centrow
reakcyjnych (kolor czerwony).
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O 09t nm -
8 180k 2
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Rys. 16 Widmo absorpcji RC (kolor zielony) i AgNW (kolor czamny) oraz emisji RC (kolor czerwony).
Strzatkami zaznaczono warto$ci dtugosci fali wzbudzenia uzyte w eksperymencie.

Karotenoidy absorbuja swiatto w zakresie pomiedzy 430 nm a 540 nm. Udzial
bakteriochlorofilu ¢ (BChl @) w widmie absorpcji RC jest widoczny w dwdch zakresach
spektralnych od 300 nm do 430 nm i pomigdzy 540 nm a 850 nm (pasma Qy i Q, s3
widoczne na okoto 600 nm i 810 nm). Pasmo absorpcji, ktorego maksimum przypada na
okoto 670 nm nalezy do pochodnej Chl a. Do kompleksu RC przylgczony jest kompleks
FMO (Fenna-Matthews-Olson), ktérego BChl a absorbuje swiatto w zakresie spektralnym
od 550 nm do 645 nm. Promieniowanie stoneczne zaabsorbowane przez kompleks biatkowy
FMO jest w glownej mierze przekazywane do RC. Widmo emisji RC charakteryzuje sie
szerokim pasmem z maksimum polozonym na ok. 840 nm. Niesymetrycznos¢ pasma emisji
RC uwidaczniajgca si¢ jego poszerzeniem na krétkofalowym zboczu moze byé wynikiem
fluorescencji FMO. Na rysunku zaprezentowano réwniez widmo absorpcji nanodrutéw
srebra, ktore pokrywa si¢ z widmem absorpcji i emisji RC. Kompleksy RC sg wyposazone
w mostek polihistydynowy (His-Tag), ktory umozliwia ich przylaczenie w specyficzny
spos6b do zmodyfikowanej powierzchni nanodrutéw. Proces modyfikacji powierzchni
AgNW kwasem NTA i solg niklu zostal opisany w czesci dotyczgcej metodyki pomiardw.
Zmodyfikowane AgNW-NTA byly inkubowane w roztworze buforowym z RC przez 60
minut, a nastepnie kilkukrotnie plukane i odwirowywane. Procedura taka zapewniata, ze
finalnie w roztworze znajdowaly si¢ praktycznie tylko kompleksy RC zwigzane z
powierzchnig AGNW (RC@AgNW).

Na Rys. 17 przedstawiono mapy nat¢zenia emisji komplekséw RC przylgczonych do
nanodrutéw srebra zarejestrowane przy uzyciu (a) mikroskopu konfokalnego i (b)
mikroskopu szerokiego pola. Zmierzone widma emisji komplekséw RC przylgczonych do
AgNW w réznych pozycjach na nanodrucie charakteryzujg si¢ rézng wartoscig natezenia
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fluorescencji, ale ich ksztalt i polozenie jest takie samo jak dla komplekséw RC w buforze.
Oznacza to, ze w procesie biokoniugacji i w otoczeniu nanoczastek metalicznych kompleksy
RC nie ulegaja uszkodzeniu czy denaturyzacji i zachowuja swoja funkcjonalno$é.

(a)
45
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Rys. 17 Mapy fluorescencji kompleksow RC przylaczonych do AgNW zarejestrowane przy uzyciu (a)
mikroskopu konfokalnego (plus widma emisji RC z poszczegdlnych miejsc na AgNW) i (b) mikroskopu
szerokiego pola (plus rozkiad natezenia emisji wzdtuz zaznaczonego nanodrutu (kolor z6ity) i w jego poblizu
(kolor czerwony).

Rys. 17 b pokazuje jak kompleksy RC jednorodnie przylaczyty si¢ do powierzchni AgNW —
wyrazna emisja RC odwzorowujaca ksztalt nanodrutu, wraz z jasniejszymi zakonczeniami.
Zaprezentowano rowniez, kolorem zottym, rozktad natezenia emisji RC wzdtuz nanodrutu i
praktycznie jej brak w otoczeniu AgNW (kolor czerwony), co oznacza, ze w finalnym
roztworze wszystkie kompleksy RC byly zwigzane z powierzchnia AgNW. Ponadto
odleglos¢ pomigdzy nanodrutem a kompleksem biatkowym byla na tyle duza, ze nie
zachodzito wygaszenie fluorescencji RC. W celu dokladnego zbadania wplywu obecnosci
nanoczastek metalicznych na wiasnosci optyczne kompleksow RC zastosowano pieé
dhugosei fali wzbudzenia z calego zakresu widma absorpcji biatka fotosyntetycznego.
Pomiary wykonywano w ten sposob, ze dokladnie to samo miejsce na prébce byto
oswietlane $wiatlem o dtugosci fali od 630 nm do 365 nm o tej samej mocy i rejestrowano
mapy nat¢zenia emisji RC@AgNW. Sposéb wykonywania pomiaréw pozwalal na
wyznaczenie relatywnych wartosci natgzenia emisji RC przylgczonych do konkretnego
nanodrutu w funkcji dtugosci fali wzbudzenia. Analizie poddano ponad sto pojedynczych.
dobrze odseparowanych nanodrutow.
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Rys. 18 Poréwnanie unormowanych wartosci nat¢zenia emisji RC w buforze (zielony) i $rednich wartosci
natezenia fluorescencji RC@AgNW na konicach nanodrutéw (niebieskie kwadraty) i wzdluz nanodrutow
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(czerwone kropki). Linia ciagta przedstawia wartosci natezenia emisji RC@AgNW przeskalowane do wartosci
natezenia emisji RC z widma wzbudzenia emisji roztworu biatka.

Na Rys. 18 przedstawiono zielonym kolorem wartosci natezenia emisji roztworu RC w
buforze wyznaczone z widma wzbudzenia emisji zmierzonego przy stalej wartosci nat¢zenia
swiatla wzbudzajacego. Wartosci natezenia emisji RC@AgNW zostaly zmierzone przy
pomocy mikroskopu szerokiego pola dla jednakowego natezenia $wiatla wzbudzajacego
wszystkich pieciu uzytych o$wietlaczy LED-owych. Srednie wartodci natezenia emisji
RC@AgNW wyznaczone wzdluz nanodrutu (czerwone kropki) i na jego koncach
(niebieskie kwadraty) oznaczono linig przerywang. Wszystkie wykresy zostaly unormowane
do wartosci nat¢zenia emisji RC przy wzbudzeniu 407 nm. Zauwazy¢ mozna, ze zaleznosé
nat¢zenia emitowanego $wiatla przez kompleksy RC od dlugosci fali wzbudzenia jest rézna
dla przypadku roztworu buforowego i koniugatow RC z nanodrutami. Podczas gdy
natezenie emisji roztworu RC ma warto$¢ wyzsza dla Aysp = 365 nm w poroéwnaniu z
RC@AgNW, to sytuacja ta jest odwrotna dla Ay, = 485 nm. Dla czytelniejszego
zaprezentowania wplywu obecnosci nanodrutdéw na wlasnosci optyczne RC, wartosci
natezenia emisji RC@AgNW unormowano do jednakowej wartosci nat¢zenia swiatla
absorbowanego czyli podzielono przez wartosci natezenia emisji z widma wzbudzenia RC w
buforze. W ten sposdb otrzymano czerwone i niebieskie ciggle krzywe. Wida¢ z nich
wyraznie wplyw wzbudzen plazmonowych indukowanych w nanodrutach srebra na
wzmocnienie nat¢zenia emisji kompleksow RC przylaczonych do nich w sposob
specyficzny. Dodatkowe pomiary dla koniugatow RC@AgNW wykonane metodami
spektroskopii czasowo rozdzielcze) wykazaty, ze krzywe zaniku fluorescencji zmierzone dla
dhugosci fali wzbudzenia 485 nm i 640 nm nie réznig si¢ od krzywych zaniku emisji dla
probki referencyjnej (roztworu RC w buforze). Skoro nie obserwuje si¢ skrocenia czasu
zycia kompleksu biatkowego sprz¢zonego z nanodrutami mozna wnioskowaé, ze
wzmocnienie natezenia emisji RC przylaczonego do AgNW jest wynikiem glownie
wzmocnienia absorpcji $wiatla przez RC.

Podsumowujac, w niniejszej pracy przylaczono w sposob specyficzny centra reakcyjne
do nanodrutow srebra. Biokoniugacja nie spowodowala wygaszenia emisji RC, a wrecz jg
wzmocnita. Plazmonowe wzmocnienie emisji RC jest gléwnie wynikiem wzmocnienia
absorpcji kompleksow fotosyntetycznych. Uzyskane wyniki mogg by¢ wykorzystane przy
konstrukcji, opartych o kompleksy fotosyntetyczne i nanoczastki metaliczne, ulepszonych
konwerterow $wiatla stonecznego na energie elektryczng. Opisane ponizej badania
prowadzone byly w ramach europejskiego projektu BoldCats (,,Bioinspired Oxygen
evolving Light Driven CATalystS (BOLDCATS)”, 2011 — 2014, 650 000 PLN), ktorego
bylam gléwnym wykonawca i koordynatorem wspolpracy z laboratorium prof. R. Cogdella.

[H5] "Plasmon-induced absorption of blind chlorophylls in photosynthetic proteins
assembled on silver nanowires', 2017, Nanoscale, 9, strony: 10475-10486

Photosystem [ z kompleksem antenowym LHCI (PSI-LHCI) jest super kompleksem
biatkowym wyizolowanym z czerwonych alg Cyanidioschyzon merolae. Charakteryzuje si¢
on wysoka odpornoscig na ekstremalne warunki takie jak ekspozycja na $wiatlo,
temperatura (20° C - 60° C) czy pH (4 — 11), dzigki czemu jest on interesujgcym biatkiem
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fotosyntetycznym do wykorzystania np. w konwerterach $wiatla slonecznego na energie
elektryczng **. Wezeéniejsze badania wykazaly, ze zorientowane przylaczenie centrow
reakcyjnych RC do nanodrutéw srebra skutkuje modyfikacja ich whasnosci optycznych. W
zwigzku z tym w niniejszej pracy skoniugowano superkompleks PSI-LHCI z nanodrutami
srebra za pomoca cytochromu csss3, ktéry jest naturalnym donorem elektronéw. Struktura
krytalograficzna PSI-LHCI jest dobrze poznana i zostala przedstawiona na Rys.la.
Kompleks ten wystepuje w formie monomeru, ma rozmiary rzedu 15 nm i zawiera okoto
157 = 159 molekut Chl a oraz 35 molekul karotenoidéw. Na Rys. 1b zaprezentowano
widmo absorpcji (kolor czarny) i emisji (kolor czerwony) superkompleksu biatkowego wraz
z widmem absorpcji nanodrutéw srebra (kolor niebieski).
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Rys. 19 Struktura krystalograficzna monomeru PSI-LHCI *° (a); widmo absorpcji (czarna linia) i widmo
fluorescencji (czerwona linia) PSI-LHCI dla dtugosci fali wzbudzenia 405 nm oraz widmo absorpcji AgNW
(niebieska linia) (b).

Widmo absorpcji super kompleksu charakteryzuje sie kilkoma szerokimi pasmami, ktore
odpowiadaja absorpcji $wiatta przez rézne pigmenty fotosyntetyczne. Czgsteczki Chl «
absorbujag promieniowanie w zakresie pasma Soreta lezgcego w czesci $wiatla
ultrafioletowego i niebieskiego, a w bliskiej podczerwieni znajduje si¢ ich pasmo Q,.
Absorpcja karotenoidow charakteryzuje si¢ mniejszymi pasmami w zakresie $wiatla
zielonego. Maksimum widma emisji PSI-LHCI przypada na 678 nm, a jego poszerzenie w
stron¢ dluzszych fal jest przypisane emisji tzw. ,,czerwonych” chlorofili. Wyizolowane
natywne kompleksy PSI-LHCI nie posiadaja mostka histydynowego umozliwiajacego
przylaczenie ich w zorientowany sposéb do zmodyfikowanej powierzchni nanoczastek
srebra. W takiej sytuacji wykorzystano biatko bedgc mediatorem elektrondw — cytochrom
css3 wyposazony w His-Tag.

a) b) c)
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Ghass

PSI-LNCt layer PSILHCE + AgNW PSILHCI@ARNW

Rys. 20 Schemat badanych probek: (a) warstwa PSI-LHCI, (b) kompleksy PSI-LHCI osadzone na AgNW bez
uzycia cytochromu, (c) PSI-LHCI osadzone na AgNW z zastosowaniem cytochromu.
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Na Rys. 20 przedstawiono schemat geometrii badanych probek. Gléwng réznicg pomigdzy
probkami jest wystgpowanie cytochromu css3 (PSI-LHCI@AgNW) lub jego brak (PSI-
LHCI+AgNW). W przypadku probki gdzie nie uzyto cytochromu kompleksy biatkowe nie
mogly sie przylaczy¢ w zorientowany sposob do powierzchni nanodrutéw srebra, a jedynie
zostaly na nich osadzone w wyniku adsorpcji fizycznej. Zmodyfikowane nanodruty srebra
byly najpierw inkubowane w roztworze buforowym cytochromu css3 przez pol godziny, a
nastepnie doktadnie przeptukane i odwirowane. Otrzymane w ten sposéb nanodruty miaty
cala powierzchni¢ pokrytg cytochromami oczekujgcymi na przyjecie 1 zwigzanie ze sobg
super kompleksow PSI-LHCI. Zbadano czas po ktérym kompleksy PSI-LHCI taczg sie z
cytochromem. Do probki zawierajgce) AgNW-cyt dodano roztwor PSI-LHCI i1 po czasie 10
min, 30 min i 60 min pobierano mieszaning i rejestrowano mapy nat¢zenia emisji PSI-LHCI
wzbudzajac je $wiattem o dlugosci fali 405 nm. Otrzymane wyniki pokazaly, ze juz po
czasie dziesigciu minut kompleksy PSI-LHCI sprzgzone z AgNW-cyt emituja wzmocniong
fluorescencje, jednak natezenie tej emisji jest stabe i niejednorodne wzdluz nanodrutu.
Znacznie lepszy efekt byt widoczny po 30 minutach, a po 60 minutach emisja kompleksow
PSI-LHCI na AgNW-cyt byla znacznie intensywniejsza i jednorodna. Czas ten uznano za
optymalny czas inkubacji mieszaniny PSI-LHCI z AgNW-cyt i zastosowano do dalszych
badan. Nastepnie przygotowano dwie mieszaniny PSI-LHCI, jedna zawierajaca
zmodyfikowane nanodruty srebra 1 druga z nanodrutami pokryty cytochromem. Obie
mieszaniny inkubowano 60 minut, kilkukrotnie odwirowano i przeptukano, a nast¢pnie
rozwirowano na szkle. Zmierzone dla tych prébek mapy natezenia emisji PSI-LHCI
zaprezentowano na Rys. 21.

Rys. 21 Mapy nat¢zenia emisji PSI-LHCI+AgNW (a, ¢) i PSI-LHCI@AgNW (b, d) dla diugosci fali
wzbudzenia 405 nm (a, b) 1 535 nm (¢, d). Wszystkie mapy znajduja si¢ w jednakowej skali natezenia emisji.

Probki wzbudzano dwoma dlugosciami fali: 405 nm — odpowiada okolicy polozenia
maksimum pasma rezonansowego AgNW oraz 535 nm — obszar, w ktorym kompleksy PSI-
LHCI prawie nie absorbujg $wiatla. Zauwazy¢ mozna, ze obecno$¢ nanoczgstek
metalicznych w obu probkach nie wygasza emisji super komplekséw biatkowych.
Zdecydowana roznica polega na intensywnosci emisji PSI-LHCI. Stosunek natezenia emisji
PSI-LHCI przy dlugosci fali wzbudzenia 405 nm do natezenia emisji przy wzbudzeniu 535
nm wynosi: okolo 5 (PSI-LHCI+AgNW) dla probek, gdzie bialka fotosyntetyczne zostaty
osadzone na powierzchni nanodrutow w wyniki adsorpeji fizycznej, prawie 2 (PSI-
LHCIwAgNW) dla koniugatu 1 ponad 6 dla probki referencyjnej (PSI-LHCI). Ten wazny
wynik pokazuje, ze przylaczenie kompleksow PSI-LHCI w zorientowany sposob do
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nanodrutéw srebra silnie modyfikuje wlasnosci optyczne tych super komplekséw. Wyniki
czasowo-rozdzielczej  spektroskopii  fluorescencyjnej dla omawianych nanostruktur
hybrydowych wykazaty skrocenie czasu zycia kompleksow PSI-LHCI sprzezonych z
nanodrutami srebra. Skrocenie to jest silniejsze w przypadku prébki z uporzadkowana
(zorientowana) strukturg. Z otrzymanych wynikéw wynika, ze super kompleksy PSI-LHCI
przylaczone do nanodrutéw srebra w zorientowany sposob charakteryzuja sie wzmocniona
absorpcja promieniowania zielonego, ktérego w naturalnych warunkach prawie nie
pochianiaja. Przyczyng takiego stanu rzeczy jest silna modyfikacja wiasnosci optycznych
tych komplekséw fotosyntetycznych. Nalezy dodaé, ze oswietlanie PSI-LHCI $wiatlem o
dhugosci fali powyzej 500 nm wzbudza obecne w super kompleksie tzw. ..czerwone”
chlorofile, ktére tworza putapke energetyczna glownie w systemie antenowym LHCI, ale
rowniez w rdzeniu PSI. Przylaczenie kompleksow PSI-LHCI do nanodrutéw srebra ich
strong donorowa powoduje zwickszenie prawdopodobiefistwa absorpeji $wiatla czerwonych
chlorofili.

Podsumowujac, w powyzszej pracy przylaczono w zorientowany sposob fotosystemy [ z
kompleksami antenowymi do zmodyfikowanej powierzchni nanodrutéw srebra za
posrednictwem cytochromu c¢ss;. Wyznaczono czas, po ktorym cytochrom css3 zostaje
wchtoniety przez kompleksy PSI-LHCI. Sprzezenie komplekséw PSI-LHCI od strony
donorowej (P700) z nanodrutami srebra modyfikuje wlasnosci optyczne tych kompleksow.
Modyfikacja ta polega na silnym wzmocnienie absorpcji §wiatla zielonego. w rejonie gdzie
w naturalnych warunkach $wiatlo to nie jest prawie pochtaniane przez PSI-LHCI. To
nowatorskie na skalg¢ s$wiatowa podejscie, polaczenia fotosyntetycznego kompleksu
funkcyjnego w sposob zorientowany z plazmonicznie aktywng nanostrukturg metaliczna,
moze zosta¢ wykorzystane przy konstrukcji nowych, wydajnych i ekologicznie czystych
ogniw fotowoltaicznych. Opisane ponizej badania prowadzone byly w ramach polsko-
tureckiego projektu GraphESol (,,Konstrukcja biohybrydowych fotoelektrod grafenowych
dla fotoogniw paliwowych”, 2016 — 2019, POLTUR-1, Narodowe Centrum Badan i
Rozwoju, grant nr DZP/POLTUR-1/50/2016, (370 000 PLN), ktérego bylam gléwnym
wykonawcg i koordynatorem wspolpracy z prof. J. Kargul z UW i prof. K. Ocakoglu z MU
w Turcji.

5. Podsumowanie
Najwazniejszymi wynikami wchodzacymi w sktad mojego osiggnigcia naukowego sa:

e obserwacja plazmonowo wzmocnionej fluorescencji prostego modelowego
kompleksu fotosyntetycznego PCP, sprzezonego w wyniku adsorpcji fizycznej z
nanodrutami srebra,

o zwigkszenie efektu zjawiska MEF dla kompleksow PCP sprzezonych z
nanodrutami srebra poprzez kontrole geometrii probki (zwiekszenie liczby
komplekséw biatkowych oddzialujacych z nanodrutami),
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e zastosowanie techniki fluorescencyjnej mikroskopii szerokiego pola do
monitorowania procesu biokoniugacji nanoczgstek srebra z kompleksami
fotosyntetycznymi w czasie rzeczywistym,

e wzmocnienie absorpcji $wiatla przez bakteryjne centra reakcyjne (zdolne do
separacji tadunku) przylaczone w zorientowany sposéb do nanodrutéw srebra,

e opracowanie protokolu modyfikacji powierzchni nanodrutow srebra i
skoniugowanie z nimi super kompleksu biatkowego PSI-LHCI za posrednictwem
cytochromu 1 wzmocnienie absorpcji $wiatla zielonego przez wytworzona
nanostrukture hybrydowa.

Zaprezentowane wyniki badan spotkaly si¢ z duzym zainteresowaniem Srodowiska
naukowego w kraju i za granicg. Zostaly one zaprezentowane w postaci wystapien ustnych i
plakatow na kilku zagranicznych 1 krajowych konferencjach naukowych, gdzie byly
przyjmowane pozytywnie. Potencjalne zastosowanie otrzymanych wynikéw to:

¢ wykorzystanie do opracowania sposobow plazmonicznej kontroli zdolnosci
zbierania $wiatla przez kompleksy fotosyntetyczne,

e biochemiczne wykrywanie bardzo niskiego stezenia biatka (przypuszczalnie do
poziomu pojedynczych molekut) w czasie rzeczywistym, z uzyciem plazmonowo
aktywnych nanostruktur.

e przy konstrukcji nowych, wydajnych 1 ekologicznie czystych ogniw
fotowoltaicznych opartych na funkcyjnych kompleksach fotosyntetycznych
zdolnych do separacji ladunku przylagczonych w zorientowany sposéb do
plazmonicznie aktywnych nanostruktur metalicznych

V. Omoéwienie pozostalych osiggni¢¢ naukowo-badawezych (artystycznych).

Zaraz po ukonczeniu doktoratu wyjechatam na staz podoktorski na uczelni¢ do Kanady
(University of Saskatchewan) gdzie pracowalam pod opieka profesora Ronalda Steera. Zakres
prowadzone] tam dziatalnosci naukowej stanowil kontynuacje tematyki mojej rozprawy
doktorskiej. Pierwsze eksperymenty przeprowadzone w Kanadzie dotyczyly wygaszania
fluorescencji tertrafenyloporfiryny magnezowej i cynkowej przez tlen molekularny 26 jak
rowniez wlasnosci fotofizycznych tych porfiryn *” w roztworach. Kolejnym tematem byty
korole — pochodne porfiryn. Nagly wzrost zainteresowania tymi zwigzkami pojawit si¢ gdy
odkryto prosta metodg ich syntezy. Pod opiekg prof. R. Steera badatam wlasnosci spektralne i
fotofizyczne dwoch metalokoroli w mieszaninie benzenu z pirydyng w stanie podstawowym i
wyzszych stanach wzbudzonych **. Po ukoficzeniu stazu na UofS w Kanadzie wyjechatam do
Hiszpanii, gdzie na uczelni Universidad de La Laguna na Teneryfie wspdlpracowalam

naukowo z grupa prof. [. Martina. Zajmowalam si¢ tam fabrykacjg szkiet 1 szkiel
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ceramicznych domieszkowanych jonami ziem rzadkich i badaniami ich wlasnosci optycznych
metodami czasowo-rozdzielczej spektroskopii laserowej . Po powrocie do kraju prof. dr
hab. S. Mackowski zaproponowat mi prace w swojej grupie badawczej, w ktorej przebywam
do dnia dzisiejszego. Wspolpraca z prof. dr hab. S. Maékowskim okazata sie niezwykle
interesujgca i interdyscyplinarna, a tematyka badawcza ktora sie tutaj zajmuje skupia si¢ na
nanostrukturach hybrydowych. Poza badaniami dotyczagcymi wplywu oddzialywania
kompleksow fotosyntetycznych z nanodrutami srebra bralam réwniez udzial w
eksperymentach wykorzystujacych inne nanoczastki i nanostruktury plazmonowe w ukladach
hybrydowych. Jedna z pierwszych prac dotyczyla sprzezenia kropek kwantowych z
kompleksami PCP *'. Badano réwniez wplyw oddziatywan plazmonowych indukowanych w
warstwie srebrnych wysp na wiasnosci optyczne kompleksow fotosyntetycznych o réznym
stopniu kompleksowosci bialka i liczbie emiterow, jak FMO **, bakteryjne centrum reakcji
czy cyjanobakteryjny fotosystem I **. Syntezowane przeze mnie nanodruty srebra byly
wykorzystywane z powodzeniem w licznych eksperymentach prowadzonych przez
magistrantow. doktorantéw i innych pracownikéw naukowych Zespotu Optyki Nanostruktur
Hybrydowych *°. Interdyscyplinarny charakter pracy ZONH byl wynikiem réwniez
precyzyjnego wyznaczenia wartosci wydajnosci  kwantowych emisji  tioksantionow
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syntezowanych w laboratorium prof. D. Gryko ™ czy pomiarach metodami spektroskopii

stacjonarnej wlasnosci optycznych organicznych zwigzkéw domieszkowanych renem i
wykorzystywanych w  konstrukcji organicznych emiterow $wiatta °’. Bylam rowniez
wykonawcg w kilku grantach kierowanych przez prof. dr hab. S. Maékowskiego. Aktualnie
pracujemy nad konczacym si¢ juz projektem polsko — tureckim dotyczacym badan nad
wlasnosciami  optycznymi i elektrochemicznymi nanostrukturyzowanych bioelektrod
zfozonych z wielowarstwy PSI-LHCI przylaczonej w zorientowany sposob do powierzchni
grafenu ** i wplywu warstwy srebrnych wysp znajdujacej si¢ pod grafenem na wydajnosé
elektrochemiczna takiej bioelektrody.
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