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IVADAS

Temos aktualumas. Pastaraisiais metais nanotechnologijy srityje ypaé
padaugéjo moksliniy tyrimy, kurie leido pasitlyti inovatyvius sprendimus
analitiniam mokslui. Dauguma $iuo metu naudojamy prietaisy ir metody, skirty
objektams charakterizuoti nanoskaléje, suteikia informacijos apie tiriamy objekty
forma, morfologija, elektrines ir mechanines savybes.
Tai —atominés jégos mikroskopija (AJM), skenuojanéioji elektroniné
mikroskopija (SEM), transmisiné elektroniné mikroskopija (TEM) ir
skenuojancioji tuneliné mikroskopija (STM). Vis délto prietaisy ir metody,
leidzianéiy gauti jvairiapus¢ informacija apie tiriamy objekty (tarp jy ir
bioobjekty) savybes (fizikines savybes, chemine sudétj) kartu su nanometrine
skiriamaja geba, vis dar triiksta. Pavir§iumi stimuliuota Ramano spektroskopija
(PSRS) yra jautrus analitinis jrankis, leidziantis gauti jvairiapus¢ informacija
apie molekuliy konformacija ir jy cheming¢ sudétj. Dél Siy savybiy PSRS atveria
galimybe aptikti sprogmeny, narkotiky, toksiniy ir kity medziagy pédsakus ant
pavirsiy, skysCiuose ir garuose. Be to, kadangi rinkoje atsiranda vis naujy
produkty, kuriuose yra nanodaleliy, kyla batinybé tirti, koks jy poveikis Zmoniy
sveikatai, kaip nanodalelés veikia biocheminius organizmo procesus. Taciau
PSRS susiduria su tokiais i$§tkiais kaip menkas PSRS substraty nanostruktiiry
atsikartojamumas ir jautrumas. Tai — problema, nes komerciniai PSRS substratai
yra brangis, turi griezta galiojimo laika, jiems laikyti ir taikyti PSRS tyrimuose
reikalingos specialios sglygos. Be to, dauguma tokiy substraty yra dvimatés (2D)
plokscios sistemos, apribojanCios PSRS aktyviaja zong iki dvimatés Dekarto
erdvés. Dél Sios prieZasties trima¢iy (3D) PSRS substraty kurimas siekiant
iSplésti , karsty tasky“ kiekj i treCiojo matmens zong pagal z asj yra ypac svarbus
jautriy PSRS jutikliy kiirimui ir vystymui.

Per pastarajj desimtmetj moksliniy publikacijy, nagrinéjanciy PSRS srit],
skaiGius spar¢iai didéjo (1 pav.). Si tendencija rodo, kad PSRS taikymas turéty
tapti nauju proverziu medicinos, diagnostikos, maisto ir kosmetikos pramongés,
ekologijos, teismo ekspertizés ir netgi kosmologijos srityse. Butent dél to yra
labai svarbu kurti ir wvystyti pigius, jautrius ir atsikartojan¢iomis
nanostruktiiromis pasizyminéius 3D PSRS jutiklius.
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1 pav. Did¢jantis susidoméjimas PSRS metodu. Grafikas iliustruoja moksliniy publikacijy
skaiCiaus augimg per pastarajj deSimtmetj (2005-2015). Duomenys gauti i§ Thomson
Reuters™ Web of Science duomeny bazés, jvedus raktinius Zodzius ,,surface enhanced
Raman spectroscopy* (zitréta 2016 m. vasario 11 d.)

Darbo tikslas. Susintetinti kontroliuojamos formos jautrius 3D PSRS
jutiklius  molekuliniams pédsakams aptikti, biomolekuliy saveikai su
nanostruktiiriniu pavir§iumi tirti ir lokalioms cheminéms reakcijoms atlikti.

Darbo uZdaviniai:

1. I8tirti nanostruktiiriniy hibridiniy pléveliy, susintetinty zolio-gelio
metodu, formavimosi mechanizma, kuris atverty galimybe naujiems 3D PSRS
jutikliams kurti ir vystyti.

2. Istirti metaly plazmoniniy nanostruktiiry formavimosi mechanizmg ant
silicio ploksteliy, kuris suteikty galimybe kurti ir vystyti didelio ploto, pigius,
jautrius ir atsikartojanéiomis struktiiromis pasizymin¢ius PSRS jutiklius.

3. [Istirti susintetinty PSRS jutikliy efektyvumag naudojant juos
molekuliniams pédsakams aptikti.

4. Istirti biomolekuliy elgsena bio-nano sasajoje, leidziancia detaliau
suvokti biomolekuliy dinaminius procesus nanolygmenyje, jy orientavimasi ant
nanostrukttriniy pavirsiy.

5. Istirti nanocheminiy reakcijy, stimuliuoty lokaliu plazmonu (LP),
mechanizma.

Mokslinis naujumas. Disertacijoje pristatomas naujas 3D PSRS jutikliy
sintezés metodas taikant zolio-gelio technologijg. Pirma karta nagrinéta L-alanil-
L-triptofano sgveika su nanostruktiiriniu sidabriniu PSRS jutikliu. Pristatomas
naujas lokalios grafeno oksido (GO) redukcijos ir policikliniy aromatiniy
angliavandeniliy (PAA) sintezés ant PSRS jutiklio metodas.
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Praktiné verté. Disertacijoje pristatomi valdomy nanostruktiry sintezés
metodai, taikytini molekuliniams pédsakams aptikti. Disertacijoje pateikiami
rezultatai iSpleCia Zinias apie baltymy/peptidy saveika su nanostruktiiriniais
pavirSiais. Darbe pasitlytas metodas, suteikiantis galimybe lokaliai modifikuoti
fizikines ir chemines GO savybes. Gauti rezultatai yra reikSmingi
nanostruktiiriniy organiniy puslaidininkiy kirimui ir vystymui. Dalis gauty
rezultaty buvo panaudoti vykdant nacionalinj projektg ,,Nanoplazmonikos ir
zondinés mikroskopijos taikymas biologiniy struktiry tyrimams* (NanoProt,
2013-2015). Nauja patirtis ir zinios, gautos disertacijos rengimo metu, yra
taikomos vykdant tarptautinj Europos kosmoso agentiiros (EKA) projekta
»Pazangiy metody, skirty molekulinio uZterStumo analizei pavir§iumi ir
smaigaliu stimuliuota Ramano spektroskopija, vystymas®“ (CONRAM, 2016—
2017).

Darbo aprobavimas ir publikavimas. Darbo rezultatai yra publikuoti
penkiuose moksliniuose straipsniuose, jtrauktuose j Thomson Reuters™ Web of
Science duomeny bazg. Rezultatai taip pat pristatyti trylikoje tarptautiniy
konferencijy ir dviejuose seminaruose.

Darbo struktiira ir apimtis. Disertacija sudaro tokie skyriai: Jvadas,
Literatiros apzvalga, Naudotos medziagos ir taikyti metodai, Rezultatai ir jy
aptarimas, I§vados ir Literatiiros saraSas (265 $altiniai). Disertacijos apimtis 110
puslapiy, pateiktos 47 iliustracijos ir 9 lentelés.

Ginamieji teiginiai:

1. Sukurta nauja metodika akyty hibridiniy pléveliy, kurios veikia kaip
PSRS jutikliai, sintezei.

2. Sukurta nauja metodika plazmoniniy sidabro ir aukso nanostruktiiry,
kurios veikia kaip PSRS jutikliai, sintezei. Sidabro trikampémis nanodalelémis
funkcionalizuoti PSRS jutikliai Ramano signala sustiprina 10” laipsniu ir leidzia
aptikti molekulinius pédsakus ant pavir§iaus ir skystyje.

3. Susintetinti PSRS jutikliai leidZia aptikti a-sinukleino pédsakus (1 fM)
vandenyje ir benzilpenicilino pédsakus (0,25 pM) vandenyje ir piene.

4. Analizuojant Ramano ir PSRS spektrus istirta L-alanil-L-triptofano
saveika su nanostruktiriniu sidabro pavirSiumi ir nustatytas dipeptido
orientavimasis ant nanostrukttrinio sidabrinio PSRS jutiklio.

5. Sukurta nauja metodika grafeno oksido fizikiniy ir cheminiy savybiy
modifikacijai, inicijuotai lokalaus plazmono.

6. Pademonstruota galimybé atlikti chemines reakcijas nanolygmenyje
taikant susintetintas plazmonines sidabro nanostruktiras.



1. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

1.1. PSRS jutikliy sintezé taikant zolio-gelio technologija

Eksperimento tikslas buvo susintetinti kontroliuojamos strukttiros PSRS
jutiklius, taikant zolio-gelio technologija ir tiesioging sidabro jony redukcija.
Metodas apima alkoksido hidroliz¢, vandens ir alkoholio kondensacija. Kai
polietilenglikolis (PEG 400) jvedamas ] reakcijos sistema, jis chemiskai
saveikauja su zolio dalelémis ir formuoja hibridinj polimerinj tinkla [2]. Vis
délto dalis nesureagavusio PEG 400 lieka jstrigusi pory kanaluose [3] (2 pav.).
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2 pav. PEG 400 ir polimerinio tinklo saveikos iliustracija

Pléveliy terminio apdorojimo metu nesureagaves PEG 400 néra iki galo
pasalinamas i§ polimerinés matricos. Tai patvirtina kaitinty pléveliy Ramano
spektroskopijos matavimy rezultatai, pateikti 3 pav.
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3 pav. Pléveliy, modifikuoty PEG 400, Ramano spektrai po kaitinimo 300 °C
temperaturoje: (A) plévelé, susintetinta naudojant zolio : PEG santykj 1 : 0,05 (1);
plévelé, susintetinta naudojant zolio : PEG santykj 1 : 0,1 (2); plévelé, susintetinta

naudojant zolio : PEG santykj 1 : 0,15 (3); (B) plévelé, susintetinta naudojant zolio : PEG
santykj 1 : 0,1 prie§ plévelés funkcionalizavima (1) ir po plévelés funkcionalizavimo (2)
sidabro nanodalelémis
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Kaip matyti i§ 3 pav. (A), Ramano spektre esan¢ios smailés ties 830 cm™,
1053 cm™, 1129 cm™ priklauso grynam polietilenglikoliui [4]. Smailé, matoma
ties 1462 cm™, priklauso C—H virpesiams, o smailés ties 1246 cm™ ir 1280 cm™
yra buidingos C—O—C rysiy virpesiams. Platus petys ties 500-550 cm™ budingas
Si—O-Si virpesiams [5]. Kaip matyti i§ 3 pav. (B, 1), petys ties 3484 cm™
priklauso polietilenglikolio —OH virpesiams. Vis délto, Ramano spektre §is
virpesys nefiksuojamas, kai plévelé yra jmerkiama j AgNOj tirpalg. Tai rodo,
kad —OH grupés yra atsakingos uz sidabro jony redukcija.

Gauti Ramano spektroskopijos rezultatai leido isSkelti hipoteze, kad
likutinis PEG 400 gali redukuoti sidabro jonus ir suformuoti sidabro nanodaleles
ant hibridinés plévelés. Siekiant patvirtinti, kad PEG 400 gali redukuoti sidabro
jonus, AgNO; (1M) tirpalas buvo sumaiSytas su grynu PEG 400 (1:1, v/v).
Redukcijos reakcija buvo stebéta realiu laiku, taikant UV-Vis spektroskopijos
metoda. Kaip matyti i§ 4 pav., smailé ties 428 nm yra budinga sidabro
nanodaleléms, todél §is rezultatas patvirtino, kad PEG 400 gali redukuoti sidabro
jonus.

5 pav. pateikti hibridiniy pléveliy morfologijos tyrimo rezultatai AJM
pries jy imerkima (A, C, E) ir po jy imerkimo (B, D, F) j AgNO; tirpalg. Tyrimas
atskleidé, kad tuo atveju, kai zolio / PEG 400 santykis yra 1 : 0,05 (v : v), ant
pléveliy formuojasi ziedinés sidabro nanodalelés. Kai zolio / PEG 400 santykis
yra 1 : 0,10 (v : v), ant pléveliy formuojasi sferinés sidabro nanodalelés. Kai
zolio / PEG 400 santykis yra 1 : 0,15 (v:v), ant pléveliy susidaro savitvarkis
sidabro nanodaleliy tinklas.
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4 pav. Sidabro nanodaleliy formavimosi realiu laiku UV-Vis spektras
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5 pav. Pléveliy, funkcionalizuoty skirtingomis sidabro nanostrukttiromis, AJM
nuotraukos: plévelé, susintetinta naudojant zolio / PEG 400 santykj 1 : 0,05 (v : v) prie$
(A) ir po (B) jmerkimo j AgNOs; tirpala; plévelé, susintetinta naudojant zolio / PEG 400
santykj 1 : 0,10 (v : v) pries$ (C) ir po (D) jmerkimo j AgNOs tirpala; plévele, susintetinta
naudojant zolio / PEG 400 santykj 1 : 0,15 (v : v) prie$ (E) jmerkima ir po jmerkimo (F) i

AgNQ; tirpala

Kad sintezés metu buvo gautos skirtingos sidabro nanostruktiiros,
patvirtino ir SEM tyrimas (6 pav.).

— 100 nm —

6 pav. Hibridiniy pléveliy, funkcionalizuoty sidabro nanostruktiiromis, SEM nuotraukos:
(A) sidabro nanoziedas; (B) sferinés sidabro nanodalelés; (C) savitvarkis sidabro
nanodaleliy tinklas



Visy trijy tipy sidabro nanostruktiiromis funkcionalizuotos plévelés buvo
taikytos kaip PSRS jutikliai naudojant kristalinio violetinio (CV) analite. Tyrimy
rezultatai pateikti 7 pav.
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7 pav. CV analités suvidurkinti PSRS spektrai, uzfiksuoti 50 skirtingy bandinio tasky ant
objektinio stikliuko (A); sidabro ziedais funkcionalizuotos plévelés (B); sferinémis
sidabro nanodalelémis funkcionalizuotos plévelés (C); savitvarkiu sidabro nanodaleliy
tinklu funkcionalizuotos plévelés (D)

Kaip matyti i§ 7 pav., plével¢, funkcionalizuota ziedinémis sidabro
nanostruktiiromis, CV analités Ramano signalg stiprino 200 karty (B), plévele,
funkcionalizuota sferinémis sidabro nanodalelémis, — 120 karty (C), o plévelé,
funkcionalizuota savitvarkiu sidabro nanodaleliy tinklu, — 270 karty (D).

2.2. Sidabriniy ir auksiniy PSRS substraty sintezé ant silicio ploksteliy

Sidabriniy PSRS jutikliy sintezé buvo paremta tiesiogine sidabro jony
redukcija ant HF apdoroty Si ploksteliy. Pirmojoje sintezés stadijoje HF pasalina
oksido sluoksnj nuo Si plokstelés. Antrojoje — elementinis silicis redukuoja
sidabro jonus ir ant Si plokstelés formuojasi sidabro nanodalelés.



Eksperimento tikslas buvo susintetinti PSRS jutiklius, funkcionalizuotus
sidabro trikampémis nanodalelémis ir pasizyminéius dideliu ,karSty tasky®
tankiu, kuris uZtikrinty jy jautrumg maZy koncentracijy analiéiy (nM, pM)
aptikimui. Taikant atitinkamas sintezés sglygas (reagenty koncentracijas, Si
ploksteliy laikymo laikg reakcijos tirpale), ant [111] orientacijos kristalografiniy
Si asiy turéty formuotis trikampés sidabro nanodalelés. Tokios struktiiros turi
savybe koncentruoti optini lauka kiekvienoje trikampio virSingje ir
nanometriniuose tarpuose tarp atskiry trikampiy. Dél to tokiomis
nanostruktaromis funkcionalizuoti PSRS jutikliai pasizymi dideliu ,,kar$ty tasky“
tankiu ir didesniu jautrumu, lyginant juos su PSRS jutikliais, funkcionalizuotais
sferinémis nanodalelémis. Vis délto, kaip parodé AIJM (8 pav., A) ir SEM (8
pav., B) tyrimai, taikant sintezés salygas, nurodytas metodikoje nr. 1 (disertacijos
2.2.2 skyriaus 2.2. lentel¢), buvo susintetintos nereguliarios formos sidabro
nanodalelés. To priezastis — per didele AgNO; koncentracija ir per ilgas Si
plokstelés laikymo laikas reakcijos tirpale. Atsizvelgiant j tai, buvo paruosta
metodika nr. 2, kurioje AgNOj; koncentracija buvo sumazinta, o Si ploksteliy
laikymo trukmé reakcijos tirpale sutrumpinta. Kaip matyti i§ 9 pav., AIM (A) ir
SEM (B) tyrimai parodé, kad taikant §j protokola, ant Si ploksteliy formuojasi
trikampés sidabro nanodalelés.

0 20 40 60 80 100 120 140

8 pav. Sidabriniy PSRS jutikliy, susintetinty pagal metodika nr. 1, AJM (A) ir SEM (B)
nuotraukos

0O 20 40 60 80 100 120 140

9 pav. Sidabriniy PSRS jutikliy, susintetinty pagal metodika nr. 2, AJM (A) ir SEM (B)
nuotraukos
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Auksiniy PSRS jutikliy sintezé¢ rémési aukso jony redukcija ant HF
apdoroty Si ploksteliy. Po to, kai HF pasalina oksido sluoksnj nuo Si plokstelés,
elementinis silicis redukuoja aukso jonus ir ant Si plokstelés formuojasi aukso
nanodalelés. Kaip matyti i§ 10 pav., tyrimai AJM (A) ir SEM (B) parodé, kad ant
Si ploksteliy formavosi sferinés aukso nanodalelés.
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10 pav. Auksiniy PSRS jutikliy AJM (A) ir SEM (B) nuotraukos

Siekiant nustatyti, kurie i$ susintetinty PSRS jutikliy labiausiai stiprina
Ramano signala, ant auksiniy ir sidabriniy PSRS jutikliy buvo suformuoti
pentaceno ir R6G anali¢iy monosluoksniai ir atlikti PSRS matavimai (11 pav. ir
12 pav.).
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11 pav. Pentaceno monosluoksnio PSRS spektrai ant: Si plokstelés (A), auksinio PSRS
jutiklio (B), nereguliarios formos sidabro nanodalelémis funkcionalizuoto PSRS jutiklio
(C) ir trikampémis sidabro nanodalelémis funkcionalizuoto PSRS jutiklio
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12 pav. R6G monosluoksnio PSRS spektrai ant: Si plokstelés (A), auksinio PSRS jutiklio
(B), nereguliarios formos sidabro nanodalelémis funkcionalizuoto PSRS jutiklio (C) ir
trikampémis sidabro nanodalelémis funkcionalizuoto PSRS jutiklio (D)

Kaip matyti i§ 11 pav. (D) ir 12 pav. (D), didziausias pentaceno ir R6G
dazy molekuliy Ramano signalo stiprinimas buvo stebimas ant sidabro
trikampémis nanodalelémis funkcionalizuoto PSRS jutiklio.

2.3. L-alanil-L-triptofano saveika su sidabriniu nanostruktiriniu PSRS
jutiklio pavirSiumi

Biomolekulés—nanostruktiirinio pavirSiaus saveikos mechanizmo tyrimui
buvo pasirinktas L-alanil-L-triptofano dipeptidas ir sidabro trikampémis
nanodalelémis funkcionalizuotas PSRS jutiklis. Dipeptido Ramano spektrai buvo
fiksuoti vandenyje, penkiuose skirtinguose bandinio taskuose. Kaip matyti i§ 13
pav., skirtingose bandinio vietose dipeptido spektrai skiriasi. Sie spektriniai
skirtumai yra susije¢ su dipeptido orientavimusi ant nanostruktiirinio pavirSiaus.
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Amido virpesiy spektrinis regionas Ramano spektre apibiidina antring peptidy ir
baltymy struktiirag. Kontroliniame Ramano spektre, kai baltymo tirpalas yra
uznestas ant Si plokstelés, amido 1 virpesiai matomi ties 1666 cm™. Vis délto
visuose PSRS spektruose Sie virpesiai nestebimi. Taip yra todel, kad triptofano
indolo ziedas atitolina peptidinj ry$j nuo nanostruktfirinio pavir$iaus. Dél Sios
prieZasties peptidinis rySys neturi tiesioginio kontakto su jutiklio pavir§iumi ir jo
virpesiai néra stiprinami [6].

Ala Indolo Ziedas Amidas I

11 Trp coo” t

Intensyvumas — -

.

600 800 1dOO 1200 1400 1600 1800
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13 pav. L-alanil-L-triptofano Ramano ir PSRS spektrai, registruoti vandenyje penkiose
skirtingose bandinio vietose (1-5). Ramano signalo kaupimo laikas: 1 s

Kitas svarbus spektrinis regionas, nusakantis galimg dipeptido
orientavimasi ant nanostruktiirinio pavir§iaus, yra ties 1381-1396 cm™ (-COO
virpesiai) ir 1570-1608 cm™ (indolo Ziedo virpesiai). Atsizvelgiant j skirtingus
§iy virpesiy smailiy intensyvumus PSRS spektruose, buvo pasiiilyti du galimi
dipeptido orientavimosi ant PSRS jutiklio modeliai (14 pav.). Kaip matyti i§ 14
pav., tuo atveju, kai dipeptidas adsorbuojasi ant nanodalelés, labiausiai yra
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stiprinami karboksilo grupés virpesiai. Kai dipeptidas patenka tarp dviejy
nanodaleliy, ,'karStame taske*' atsiduria aromatiné dipeptido dalis, todél
labiausiai yra stiprinami indolo Ziedo virpesiai.

" -coo”
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M 'WM)" \4
600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Bangos skaicius, em’

Intensyvumas s

14 pav. L-alanil-L-triptofano orientavimosi ant nanostruktirinio sidabrinio pavirSiaus
modeliai: (A) dipeptidui adsorbuojantis ant nanodalelés; (B) dipeptidui adsorbuojantis
tarp nanodaleliy

Remiantis gautais rezultatais galima teigti, kad dipeptido spektras, ji
registruojant skirtingose bandinio vietose, skiriasi. Siuos skirtumus lemia
skirtinga dipeptido orientacija ant nanostruktiirinio pavirsiaus.

2.4. Benzilpenicilino pédsaky aptikimas karvés piene

Benzilpenicilinas (BP) yra antibiotikas, naudojamas veterinariniam
infekcijy gydymui. Vis délto po gyvulio gydymo kurso antibiotiky pédsaky
galima aptikti jo mésoje, piene. Eksperimento tikslas buvo aptikti ir identifikuoti
BP pédsakus karvés piene. Tyrimui buvo pasirinktas dviejy rasiy pienas —
komercinis, pirktas prekybos centre, ir pienas i§ ekologinio Gkio. BP aptikimui
pieno méginiuose buvo pasirinktas PSRS jutiklis, funkcionalizuotas trikampémis
sidabro nanodalelémis. Siekiant nustatyti, ar pasirinktas jutiklis gali aptikti BP,
esant mazoms jo koncentracijoms (pM), buvo paruosti penkiy koncentracijy (5
pM, 2,5 pM, 1 pM, 0,5 pM ir 0,25 pM) vandeniniai antibiotiko tirpalai ir atlikti
PSRS matavimai. Kaip matyti i§ 15 pav., pasirinktas PSRS jutiklis gali aptikti
BP esant pikomolinei jo koncentracijai.
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15 pav. Skirtingy koncentracijy BP Ramano (ant Si plokstelés) ir PSRS spektrai. Ramano
signalo kaupimo laikas: 1 s

Toliau buvo uZra$yti komercinio ir ekologisko pieno PSRS spektrai. Kaip
matyti i§ 16 pav., komercinio pieno PSRS spektre stebimas fluorescencijos fonas
(A), o ekologisko pieno atveju §is reiSkinys nebuvo fiksuotas (B). Viena i$
galimy priezaséiy fluorescenciniam fonui atsirasti PSRS spektruose gali biti
pieno pasterizavimas. Yra zinoma, kad $io proceso metu taikoma auksta
temperatiira sukelia laktozés destrukcija. Dél Sios priezasties piene atsiranda
laktozés destrukcijos produkty. Kai kurie i$ jy — fluorescuojantys [7, 8]. Vis délto,
siekiant iSsiaiSkinti tikra fluorescencijos fono atsiradimo PSRS spektruose
priezastj, butina atlikti papildomus tyrimus, o tai nebuvo Sio eksperimento tikslas.
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16 pav. Komercinio (A) ir ekologisko (B) pieno PSRS spektrai, uzraSyti penkiuose
skirtinguose bandinio taskuose (1-5). Ramano signalo kaupimo laikas: 1 s
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Kitas eksperimento uzdavinys — BP aptikimas pieno méginiuose. Siekiant
nustatyti, ar smailés, buadingos BP virpesiams, yra aptinkamos ir
identifikuojamos pieno spektruose, ekologisko pieno méginiai buvo papildyti
skirtingy koncentracijy vandeniniais BP tirpalais (angl. spiked sample). Kaip
matyti i§ 17 pav., smailés ties 778 cm™, 1004 cm™, 1204 cm™ ir 1584 cm’
"bidingos antibiotikui, buvo uzfiksuotos BP papildytuose pieno méginiuose.
PSRS matavimai parodé, kad BP gali buti identifikuotas pieno méginiuose, kai jo
koncentracija piene yra > 0,25 pM.

1004 1204
778 Bemewo &X' 1584
Chy Hedas ‘ $
1 \ 1

Pienas + 0,25 pM BP —

Pienas + 0,5 pM BP

-

Pienas + 1 pM BP

Pienas + 2,5 pM BP

Intensyvumas

Pienas + 5 pM BP —

Kontrolinis méginys:
ekologiSkas pienas 7
ant PSRS jutiklio <

1 M BP tirpalas

| ant Si plokstelés 3
,‘_,_Al ALA____._._..‘__

900 1200 1500 1800 2100 2400

Bangos skaicius, cm

17 pav. Ekologisko pieno, prisodrinto skirtingy koncentracijy BP tirpalais, PSRS spektrai.
Ramano signalo kaupimo laikas: 1 s

Paskutinis eksperimento zingsnis — BP identifikavimas komerciniame
piene. Kaip matyti i§ 18 pav., jame BP pédsaky neaptikta.
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18 pav. BP, komercinio ir ekologisko pieno PSRS spektrai. Ramano signalo kaupimo
laikas: 1's

Eksperimentas atskleidé, kad PSRS jutiklis yra tinkamas BP antibiotiko
pédsakams piene aptikti.

2.5. Lokaliu plazmonu stimuliuota grafeno oksido nanochemija

Eksperimento tikslas buvo atlikti lokalaus plazmono (LP) inicijuotg
grafeno oksido (GO) redukcija ir policikliniy aromatiniy angliavandeniliy (PAA)
sintez¢ ant PSRS jutiklio. Sidabro trikampémis nanodalelémis funkcionalizuotas
PSRS jutiklis buvo pasirinktas kaip substratas, ant kurio buvo vykdomos lokalios
cheminés reakcijos. Buvo iskelta hipotezé, kad GO, jstrigea nanometriniuose
tarpuose tarp sidabro nanodaleliy, gali buti lokaliai redukuotas ir suskaidytas j
PAA. GO i$ vandeninio jo tirpalo buvo nusodintas ant PSRS jutiklio. Lazerio
spindulys buvo sufokusuotas j viena jutiklio taska, ir GO Ramano spektrai buvo
registruojami realiame laike. Kaip matyti i§ 19 pav. (A), po 12 sekundziy GO
spektre atsirado naujy smailiy, rodanciy, kad GO struktira pakito. Ant
kontrolinio méginio, kai GO buvo nusodintas ant Si plokstelés, Sis reiskinys
nefiksuotas (19 pav., B, C). Mechanizmas, kuriam veikiant vyksta GO struktiiros
pokyciai, apima du etapus: GO redukcija ir redukuoto GO destrukcijg susidarant
PAA. Buvo iSkelta hipotezé, kad energija, generuojama LP, sukelia vandens
molekuliy skilimg, ir susidare *OH radikalai pirmiausia inicijuoja GO redukcija.
Siekiant patvirtinti $ig hipotezg, reikéjo nustatyti, ar bandinyje yra vandens. Kaip
matyti i§ 20 pav., vandens spektras buvo fiksuotas ir testiniame, ir kontroliniame
méginyje, kai GO buvo nusodintas ant Si plokstelés. Kad GO redukuojasi,
parodé GO D ir G smailiy santykio kitimas laike vykdant GO kaitinima lazeriu.
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Kaip matyti i§ 21 pav., kai GO buvo kaitinamas lazeriu ant PSRS jutiklio, Sis
santykis kito, rodydamas, kad vyko GO redukcija. Kontroliniame méginyje $is
reiskinys nebuvo fiksuotas.
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19 pav. GO, nusodinto ant PSRS jutiklio, Ramano spektrai, rodantys jo struktiros
poky¢ius laike kaitinant lazeriu (A); GO, nusodinto ant Si plokstelés, Ramano spektrai,
rodantys, kad kaitinant lazeriu GO struktiira laike nekinta (B, C)
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21 pav. GO D ir G smailiy intensyvumo santykio kitimas laike vykdant GO kaitinima
lazeriu: (A) testiniame méginyje, kai GO nusodintas ant PSRS jutiklio; (B) kontroliniame

meginyje, kai GO nusodintas

ant Si plokstelés

Remiantis gautais rezultatais, buvo sukurtas LP inicijuoty lokaliy
cheminiy reakcijy mechanizmo modelis (22 pav.).
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22 pav. LP stimuliuoty GO redukcijos ir destrukcijos reakcijy mechanizmas
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Kaip matyti i§ 22 pav., LP inicijuoja vandens skilima. Susidar¢ *OH
radikalai atakuoja GO. Dél Sios priezasties GO redukuojasi. LP generuojami
*OH radikalai toliau atakuoja susidariusj redukuotg GO, kuris galiausiai skyla, ir
susidaro PAA. Tyrimo metu nustatyta, kad LP stimuliuotos reakcijos vyksta tik
»kar§tuose taskuose®, kai atstumai tarp nanodaleliy yra < 10 nm.

ISVADOS

1. Pasiilyta nauja metodika akyty hibridiniy pléveliy sintezei. Nustatyta, kad
skirtingos PEG 400 koncentracijos zolyje leidZia kontroliuoti nanodaleliy formg
ir susintetinti sidabro nanoziedais, sferinémis nanodalelémis ir savitvarkiu
sidabro nanodaleliy tinklu funkcionalizuotas pléveles. Tokiy struktiiry
susiformavimas ant hibridiniy pléveliy patvirtintas AJM ir SEM tyrimais. I$tirtas
hibridiniy pléveliy, funkcionalizuoty sidabro nanodalelémis, formavimosi
mechanizmas. Sidabro nanodaleliy kokybinis vertinimas atliktas UV-Vis
spektroskopijos metodu. Nustatyta, kad absorbcinés smailés ties 472—478 nm yra
biidingos sidabro nanodaleléms. Taikant susintetintas hibridines pléveles kaip
PSRS jutiklius, nustatyta, kad didziausias Ramano signalo stiprinimas kristalinio
violetinio analitei yra stebimas ant savitvarkiu sidabro nanodaleliy tinklu
funkcionalizuoty hibridiniy akyty pléveliy (270 karty). Nustatyta, kad sferinémis
sidabro nanodalelémis funkcionalizuotos plévelés Ramano signalg kristalinio
violetinio analitei stiprina 100, o sidabro nanoziedais — ~200 karty.

2. Pasitlyta nauja metodika sidabro ir aukso plazmoniniy struktiiry sintezei,
taikant tiesioging metaly jony redukcija ant HF apdoroty silicio ploksteliy.
Nustatyta, kad kontroliuojant sintezés salygas (AgNOj; koncentracija, Si
ploksteliy islaikymo trukme reakcijos tirpale), galima gauti nereguliarios formos
ir trikampes sidabro ir sferines aukso nanodaleles. Susintetintos plazmoninés
struktliros buvo istirtos AJM ir SEM metodais. Kokybiniam plazmoniniy
struktiry vertinimui buvo atlikti tyrimai EDS ir UV-Vis metodais, Kkurie
patvirtino, kad ant Si ploksteliy susiformavo sidabro ir aukso nanodalelés.
Nustatyta, kad didZiausias Ramano signalo stiprinimas pentaceno (2,73 x 10° ir
rodamino dazy (2,25 x 10') analitéms stebimas taikant sidabro trikampémis
nanodalelémis funkcionalizuotas Si ploksteles kaip PSRS jutiklius.

3. Nustatyta, kad taikant Si ploksteles, funkcionalizuotas sidabro trikampémis
nanodalelémis, Kkaip PSRS jutiklius, galima aptikti a-sinukleino pédsakus
vandenyje (1 fM) ir benzilpenicilino pédsakus vandenyje ir piene (0,25 pM).
Nustatyta, kad taikant Sio tipo PSRS jutiklius galima identifikuoti lipidinés
membranos, suformuotos ant tokio jutiklio, virpesius.

4. Tstirta L-alanil-L-triptofano dipeptido saveika su nanostruktiriniu sidabro
pavir§iumi. Dipeptido charakterizavimas Ramano spektroskopijos metodu buvo
atliktas pirmg kartg. Nustatyta, kad dipeptido spektrai skirtingose bandinio
vietose skiriasi, kai matavimai atliekami vandenyje. Siuos skirtumus lemia
dipeptido lokacija ant nanostruktiirinio pavirSiaus. PSRS matavimai parodé, kad
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tuo atveju, kai dipeptidas adsorbuojasi ant nanodalelés, labiausiai stiprinami
karboksilo grupés virpesiai. Tuo atveju, kai dipeptidas ,,jstringa® tarp dviejy
nanodaleliy, labiausiai stiprinami indolo Ziedo virpesiai. Amido | virpesio
smailés nebuvimas visuose PSRS spektruose atskleidé, kad L-alanil-L-triptofano
peptidiné jungtis neturi tiesioginio kontakto su PSRS jutiklio pavirSiumi.

5. Istirtas cheminiy reakcijy, inicijuoty lokaliu plazmonu, mechanizmas.
Sukurta nauja metodika lokaliai GO modifikacijai ant PSRS jutiklio tirti.
Nustatyta, kad GO redukcija ir jo destrukcija susidarant PAA sukelia lokalus
plazmonas. Esminis ingredientas, lemiantis GO redukcija ir PAA sintezg, yra
*OH radikalai, susidare skylant vandens molekuléms, veikiamoms lokalaus
plazmono. Tai, kad reakcijos metu susidaré PAA, patvirtino voltamperiniy
charakteristiky tyrimai.
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RESUME

The relevance of the work. In recent years, research in nanotechnology
has grown rapidly thus proposing novel solutions and innovations in analytical
science. Most of the existing devices and methods used for the characterization
of the target objects at the nanoscale provide information about the shapes,
surface morphology, electrical and mechanical properties of the nanoobjects.
These include atomic force microscopy (AFM), scanning electron microscopy
(SEM), transmission electron microscopy (TEM), and scanning tunneling
microscopy (STM). However, there is a lack of devices providing
complementary information about the physical properties and chemical
composition of the objects (including bioobjects) with a nanometric resolution at
the same time. Surface enhanced Raman spectroscopy (SERS) is a powerfull
analytical tool enabling to obtain diverse information about the conformation of
the molecules as well as their chemical composition with a high sensitivity. Such
capabilities make SERS attractive for the detection of molecular traces
(explosives, drugs or toxic substances) on the surfaces, vapours or liquids.
Moreover, increasing number of products that contain nanoparticles require
extensive research focused on their influence on humans health and mechanisms
by which their affect biochemical processes in the body. However, SERS still
faces challenges, such as low reproducibility and sensitivity of the SERS
substrates, while commercially available SERS substrates are expensive and
require special storage and measurements conditions. Additionaly, most of such
substrates are two dimensional (2D) planar systems limiting the SERS-active
area to a single Cartesian plane. For this reason, the fabrication of 3D SERS
sensors with the goal to expand the content of hot spots into the third dimension
along the z-axis is an important issue in the development of highly-sensitive
SERS substrates. Considering to this, the key point of this work is to design,
develop and investigate the novel SERS sensors for emerging areas such as
highly sensitive detection of molecular traces as well as the interaction
mechanisms at bio-nano interface. Moreover, the novel methodologies for the
local modification of materials at nano-level can provide groundbreaking
solutions for the development of the next generation devices, such as
nanostructured organic semiconductors.

During the last decade, the number of scientific publications in the field of
SERS has grown intensivelly (Fig. 1). Such tendency shows that SERS technique
is going to be a new breakthrough in analytical science in various areas of
application including medicine, diagnostics, food and cosmetics industry,
ecology, forensic expertise, and even space. Therefore, the development of new
methodologies for the fabrication of cheap, reproducible and highly-sensitive
SERS substrates is of a great importance.
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The aim of the work. To synthesize and investigate porous hybrid
plasmonic nanostructures for shape-controllable and highly efficient 3D SERS
substrates and to apply them for the detection of molecular traces, investigation
of biomolecules interaction with nanostructured surface and investigation of
phenomena of local plasmon stimulated chemical reactions.

The work addresses the following five objectives:

1. To investigate the formation of sol-gel based nanostructured hybrid
films with the potential applicability for the development of novel 3D SERS
substrates.

2. To investigate the formation of noble metals plasmonic nanostructures
on silicon wafers that would open up the possibility for the development of large
area, inexpensive, highly sensitive and reproducible SERS substrates.

3. To investigate the effectiveness of the synthesized SERS substrates for
the detection of molecular traces.

4. To investigate the behaviour of the biomolecules at the bio-nano
interface that would provide a unique opportunity for detailed understanding of
biomolecules dynamic processes, their orientation and location on the
nanostructured surfaces.

5. To investigate the mechanism of the nano-chemical reactions, driven by
localized surface plasmon (LSP).
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Fig. 1. Growing interest in SERS technique. The plot shows the number of publications
during the period 2005-2015. The data are obtained from Thomson Reuters™ Web of
Science citation indexing service for the key words ,,surface enhanced Raman
spectroscopy* (accessed on February 11, 2016)
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Scientific novelty of the dissertation. In this work, novel methodologies
for the synthesis of hybrid porous nanostructures have been proposed. From the
analytical chemistry point of view, the interaction of L-alanyl-L-tryptophan
dipeptide with nanostructured silver surface has been investigated for the first
time. The possibility to perform nano-chemical reactions on the SERS substrate
has been demonstrated. The novel methodology for the local reduction of
graphene oxide (GO) on the nanostructured silver surface has been developed.
The novel methodology for the LSP stimulated synthesis of polyaromatic
hydrocarbons (PAHSs) has been developed.

Practical significance of the dissertation. The results presented in this
work propose inexpensive and reproducible approaches for the synthesis of the
SERS sensors applicable for the detection of molecular traces; expand the
knowledge of proteins interaction with nanostructured surfaces; propose the
novel method for the local modification of electrical conductivity of GO which
can be wused for the further development of nanostructured organic
semiconductors on graphene substrate. Part of the results obtained during the
preparation of the dissertation were used in the successfully implemented project
,»Nanoscopic investigation of structural transformations of proteins at the nano-
bio-interfaces” (NanoProt, 2013-2015). The new knowledge and experience
gained during the PhD research are applied in the project ,, Development of
advanced methods for molecular contamination analysis by surface and tip
enhanced Raman for space applications (CONRAM, 2016-2017)“ funded by
European Space Agency (ESA).

Approval and publication of research results. The results of the
research are presented in 5 publications. All of them are published in the journals
listed in the Thomson Reuters™ Web of Science publications database with
citation index. The results of research are presented in 13 international
conferences (4 of them are invited talks) and 2 seminars.

Overview of the dissertation. The dissertation consists of an introduction,
review of literature associated with the topic of the dissertation, applied methods
and materials, the results and discussion section, conclusions and a list of
references which includes 265 literature sources. The disseration comprises 110
pages, 47 illustrations, and 9 tables.
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Statements for defence:

1. The novel methodology for the synthesis of sol-gel technique based
porous hybrid organic-inorganic films for SERS applications has been
developed.

2. The novel methodology for the synthesis of noble metals nanostructures
on the silicon wafers for SERS applications has been developed. The
enhancement of Raman signal for the pentacene analyte deposited on triangular
silver nanoparticles decorated SERS substrate was found to be 10°. Such
enhancement factor is sufficient for the detection of molecular traces on the
surface and in liquid.

3. The SERS substrates based on developed methodology allow detection
of a-synuclein (up to 1 fM) and benzylpenicillin (up to 0.25 pM) traces in water
and milk respectively.

4.The mechanism of L-alanyl-L-tryptophan interaction  with
nanostructured silver surface and its orientation on silver SERS substrate has
been investigated and the relation with Raman (SERS) spectra has been
established.

5. The novel methodology for the LSP stimulated reduction of GO and its
local chemical-physical characteristics modification has been developed.

6. The possibility to perform nano-chemical synthesis on the silver SERS
substrate based on the developed methodology has been demonstrated.

CONCLUSIONS

1. A novel approach for the sol-gel based 3D nanostructured hybrid film
synthesis decorated with silver nanoparticles has been developed. It was
demonstrated that the control of PEG 400 concentrations in the sols allows the
synthesising of the SERS substrates decorated with ring-shaped, spherical and
self-assembled silver nanoparticles. The formation of such structures was
confirmed by AFM and SEM measurements. The presence of silver
nanoparticles was confirmed by UV-Vis measurements showing the plasmon at
472-478 nm common for silver nanoparticles. The highest relative enhancement
of Raman signal for crystal violet analyte was observed on self-assembled silver
nanoparticle decorated SERS substrate (~270 times), while the SERS substrates
decorated with silver nanorings and spherical nanoparticles exhibited the relative
enhancement of the Raman signal for the same analyte of ~200 and 120 times,
respectively.

2. A novel methodology for the synthesis of silver and gold plasmonic
nanostructures (SERS substrates) based on the direct silver ions reduction on HF
etched silicon wafers has been developed. It was demonstrated that the control of
AgNO; concentration as well as exposure time of the silicon wafers in the
reaction solution allows the synthesising of the SERS substrates decorated with
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irregular-shapes and triangular silver nanoparticles. The fabricated SERS
substrates were characterised by AFM and SEM that confirmed the formation of
such nanostructures. The EDX and UV-Vis measurements revealed the presence
of silver/gold nanoparticles formed on the silicon wafers. The relative
enhancement of the Raman signal was tested with two target analytes: pentacene
and R6G. It was demonstrated that the highest enhancement for both analytes
was observed on silver nanotriangle decorated SERS substrates: 2.73 x 10° for
pentacene and 2.25 x 10 for R6G.

3. It has been shown that silver SERS substrates decorated with triangular
silver nanoparticles are able to detect the traces of a-synuclein in water (up to 1
fM). It was also demonstrated that the same substrates are able to detect trace
concentrations (up to 0.25 pM) of benzylpenicillin in water and milk samples. It
was demonstrated that the silver SERS substrates decorated with triangular silver
nanoparticles are able to detect the vibrations of the lipid membrane on which it
is deposited.

4. The interaction of L-alanyl-L-tryptophan dipeptide with a nanostructured
silver surface has been investigated. The characterisation of L-alanyl-L-
tryptophan dipeptide by Raman and surface enhanced Raman spectroscopies has
been carried out for the first time. It was found that the SERS spectra of the
dipeptide differ at the different points of the sample when the measurements are
carried out in water. It was determined that this phenomenon is related to the
orientation as well as its location on the SERS surface. SERS measurements
revealed that in the case when the dipeptide is adsorbed on the silver
nanoparticle, the most enhanced vibrations of carboxyl in the SERS spectra are
observed; in the case when the dipeptide is located in between the nanoparticles,
the most enhanced vibrations of the indole ring are seen in the SERS spectra.
The absence of amide | vibrations in all the SERS spectra revealed that the
dipeptide has no direct contact with the silver SERS surface

5. A mechanism of the nanochemical reactions driven by LSP has been
investigated. A novel approach for the local reduction of graphene oxide on
silver SERS substrate has been developed. It was found that the reduction of GO
and the synthesis of PAHs was driven by LSP. The key ingredient inducing the
reduction of GO and the synthesis of PAHs was found to be *OH radicals. The
presence of new compounds was confirmed by the appearance of new peaks in
the SERS spectra as well as by the measurements of |-V characteristics.
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